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OZET

Hippophae Rhamnoides (Cali Gagasi) ve Juniperus Drupacea (Andiz) Bitkilerinin
Cesitli Ekstrelerinin Antioksidan Aktivitelerinin Arastirilmasi

Amac: Bu ¢alisgmada, Mersin yoresinde yetisen Juniperus Drupacea ve Erzurum
yoresinde yetisen Hippophae Rhamnoides bitkilerinin meyve kisimlarindan elde edilmis
farkli polarliktaki ¢oziicii sistemlerindeki ekstrelerinin antioksidan 6zelliklerinin ve
ratlardaki karaciger toksisitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Antioksidan aktivite analizlerinde, radikal giderme
yontemi, indirgeme kuvveti yontemi ve metal kelatlama yontemleri kullanildi.
Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar tayinleri de folin ciocalteu reaktifi kullanilarak
yapildi. Rat karacigerinde o-tokoferol ve retinol miktar tayinlerinde UV ve floresans
dedektorlit HPLC yontemi kullanildi. HPLC’de gradient eliisyon, metanol/asetonitril/su
oranlarindan olusan hareketli faz, Cig kolon, 1 mL/dk akis hiz1 ve 10 pL enjeksiyon
hacmi ¢alisma parametreleri kullanildi.

Bulgular: Analizlerde kullanilan yontemler gelistirilip yontem gecerlilik testleri
yapildi. Her ii¢ yontemin dogruluk (% BH) degerleri % 4.80°den ve kesinlik (% BSS)
degerleri % 8.42°den kii¢lik, dokudan analitik geri kazanim degerleri % 104.80-%
92.467; a-tokoferol ve retinoliin UV ve floresans dedektorlii yontem igin LOD degerleri
sirasiyla 0.220-0.053 pg/mL ve 0.025-0.050 ug/mL, LOQ degerleri ise sirasiyla 0.712-
0.150 pg/mL ve 0.100-0.257 pg/mL olarak belirlendi.

Sonug: Juniperus Drupacea ve Hippophae Rhamnoides bitki ekstrelerinin bu
calisgmamizda belirli derecede antioksidan aktivite gosterdikleri, Ozellikle andizin
eterdeki ve ¢ali gagasinin sudaki ekstrelerinin karaciger hasarmi azaltmada etkili
olduklar tespit edildi. Antioksidan olduklart bilinen ve karaciger dokularinda bulunan
a-tokoferol ve retinolin HPLC-UV ve floresans dedektor kullanilarak kalitatif ve
kantitatif analizlerinin yapilabilecegi ve bu vitaminlerle ilgili ileride doku ile ilgili
yapilacak ¢alismalarda bu yontemlerin kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

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
a-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, Cig column, 1 mL/min flow rate and 10 uL injection volume parameters
were preffered for analysis.

Results: UV-Goériiniir Bolge 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 pg/mL LOQ values were 0.712-0.150 and 0.100-0.257 pg/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 a-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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1. GIRIS

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ilk uygarliklara kadar uzanmaktadir.
Diinya iizerinde yetisen 250.000 ¢igekli bitkinin bugiine kadar yaklasik %5-10’u etken
madde bakimindan arastilmistir.” Ulkemiz florasinda yaklagik 8500 bitki tiirii
yetismekte ve bunlardan yalniz 650 kadar1 tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Heniiz bu
bitkilerin antioksidan bilesik varligi yoniinden diizenli olarak incelenmesi
yapilmamistir. Bitkilerde bulunan bazi dogal kimyasallar insan organizmasi igin
tehlikesiz antioksidanlar olarak daha ¢ok dikkat ¢ekmekte ve bunlara karsi olan talep
artmaktadir. Clinkii bu bitkiler ¢cok eskilerden bu yana insanlar ve hayvanlar tarafindan
tiiketilmektedirler.?

Aktif oksijen tiirleri olan siiperoksit (O2’), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (HO") normal metabolizmanin yan trtinleridirler. Bu reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkisi oldugu bilinmektedir. Bunlar lipidler, proteinler, enzimler, Deoksi
Riboniikleik Asit (DNA) ve Riboniikleik Asit (RNA) gibi biyomolekiillere atak yaparak
bir seri dejeneratif hasarlara neden olurlar.>®> DNA hasari ise kanser olusumunun en
6nemli faktorlerinden biridir.® Lipidlerin peroksidasyonu ile yaglanma, kanser, diabet,
kalp-damar hastaliklarini da igine alan ¢ok sayida dejeneratif hastaliklar arasinda belirli
bir iliski vardir.”*® Bu sebeple, lipidlerin peroksidasyonunun énemli inhibitérii olan
antioksidanlara, yalniz besin iriinlerinin degil, ayn1 zamanda canli hiicrelerin de
oksidatif zedelenmelerine karsi 6nemli koruyuculari olarak bakilmaktadir. Oksidasyonu
onlemek icin besin endiistrisinde biitillenmis hidroksianizol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi
sentetik antioksidanlar daha ucuz ve etkili olduklar i¢in kullanilirlar. Ancak BHA ve
BHT gibi sentetik antioksidanlarin karsinojenik olduklar1 disiiniildiigi i¢in bunlarin

besinlerin korunmasinda kullamlmalar1 smirlandirilmistir.*’ Bu yiizden son yillarda



ozellikle bitki kokenli antioksidan kaynaklarinin kullaniminda biiyiik bir artig vardir.*?
Bu dogal antioksidanlar bilimsel arastirmalarda 6nemli bir yer tutmaya baglamustir.™®

Baz1 bitkilerin iyi bilinen antioksidan bilesikler olan vitamin C, vitamin E ve
karotenoidleri sentezleme yetenegine sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu dogal
antioksidanlar biyolojik sistemlerde DNA, proteinler ve membran lipidlerini
oksitlestirici hasarlardan koruyarak ve hastaliklar1 6nleyerek insan sagligina daha fazla
katkida bulunabilirler.** Ancak dogal flora bitkilerinin ¢ok az miktar1 antioksidan
belirleme yonilinden incelenmistir. Bu calismamizda dogal antioksidan kaynaklarini
arastirmaya katkida bulunmak amaciyla ililkemizde Mersin yoresinde yetisen andiz
(Juniperus Drupacea) ve Erzurum yoresinde yetisen c¢ali gagasi (Hippophae
Rhamnoides) bitkileri segilmistir.

Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerin ¢ogu sistemde olusturulan radikal tiirlerinin antioksidanlar varliginda
ortadan kaldirilmasina dayanan yontemlerdir.™ Bu galismamizda, radikal giderme
yontemiyle birlikte bu yontemi destekleyen indirgeme kuvveti ve oksidasyon siirecini
hizlandiran metal iyonlarmi kelatlama aktivitesi dl¢limlerini de yapmak istedik. Bu
aktivitelerin kaynag olarak bitkilerdeki fenolik bilesikler diistiniilebileceginden fenolik
bilesik miktar tayini yapilarak ¢alismamizin giivenilirligi artirilmaya ¢alisilmistir.

Biz ¢alismamizda Juniperus Drupacea (J.D.) ve Hippophae Rhamnoides (H.R.)
bitkilerinin c¢esitli ¢oziicii sistemlerindeki ekstrelerinin antioksidan o6zelliklerinin ve
ratlardaki karaciger toksisitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi ve ayrica antioksidan
aktivite gosteren vitamin E ile vitamin A’nin dokuda HPLC ile es zamanli olarak
analizinin yapilmasi amacglanmigtir. Ekstrelerin aktiviteleri standart antioksidanlarin
(BHA, vitamin C, vitamin E) aktiviteleri ile karsilastirilarak ne o6lgiide etkili ve yeterli

olduklarinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hippophae Rhamnoides ve Juniperus Drupacea Bitkilerinin Botanik
Ozellikleri

Elaeagnaceae familyas: ii¢ cins, Elaeagnus L., Hippophae L. ve Shepherdia
igerir. Elaeagnus cinsinin yaklasik 45 tamimlanmus tiirti vardir ve Elaeagnus, Kuzey
Amerika ve Avrasya boyunca bulunur. Bazi tiirler Avustralya ve Bati Kuzey
Amerika'da da yetismektedir. Hippophae cinsinin 3 tiirii ve Shepherdia cinsinin de 3
tiri  bulunmaktadir. Hippophae Rhamnoides, Hippophae cinsinin alt tirtidiir.
Myrtflores-Thymelaelas takiminda Elaeagnaceae familyasi liyesi Hippohae Rhamnoides
Tirkiye'de yaklagik 2000 m rakimda degisik iklim sartlarinda yetisir (Sekil 2.1).
Bitkinin yoresel isimleri; ¢iskan, ¢ali gagasi (Erzurum), cicilik, yalanci igde, ¢igirgan,
cay calisi, (llgaz) ve Sincan ¢alisidir (Sivas). Tohumla ve vegetatif cogalmayla basitce
kiiltiire alinir. Egimli kisimlarda topragi tutma kabiliyeti ile kumlu kisimlarda ise riizgar
etkisi ile kumul kiitle ilerlemesini durdurabilir. Kok kisimlarinda azot igeren
mikroorganizmalar1 vardir, bu sebepten ¢akil ve kumlarin da bulundugu kurak derelerde
de yetisebilir. Bitki topraktaki ¢oziinmeyen organik ve mineral bilesikleri daha
¢ozilinebilir maddelere doniistiirebilir. H.R. 10 m yiikseklikte, kis aylarinda yapraklar
dokiilen, dikenli bir bitkidir. Yapraklari ince, sapt olmayan, 3 ila 6 cm uzunlukta, gri
renkli, meyveleri 3 ile 7 mm boyutunda, turuncu renkli tek tohumlu, tad: ise eksidir.
Yapraklar1 bogumlu, iist kism1 koyu yesil-gri, alt kismi sarims1 veya beyazdir, parlaktir.
Kiigiik ¢ekirdekli meyvesinin rengi sarimsi veya kirmizi, tadi eksimsidir. Meyvesi sirali,
yumusak ve kolay ezilebilir. Ham madde i¢in olgunlagsmis meyvesi toplanir. Meyveleri
soguk havada (-15°C) ¢irpilma suretiyle toplanir. Bu bitkiler A, E, C ve B gurubu
vitaminleri, flavonik glikozitleri, karotenleri ve organik asit tiirevlerini (malik asit vDb.)

ig;erir.16



Sekil 2.1. Hippophae Rhamnoides bitkisi.*’

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, ¢ali gagasi bitkisinde ozellikle vitamin,
flavonoid, yag ve aminoasit igerikli madde varligi tespit edilmistir. Toplumda ¢esitli
amagla kullanilan H.R.’nin deri, bagirsak, mide ve yel hastaliklarinda, avitaminozda,

kétii huylu sislerin iyilesmesinde kullanimlari da literatiirde yer almaktadir.™®

Sekil 2.2. Juniperus Drupacea bitkisi.*®



Andiz, Cupressaceae (Pul yapraklilar) ailesi iiyesidir. Pul yapraklilar ailesi; cok
dallanan, siirekli yesil, kiiciik aga¢ veya yerde bulunan calilar halindeki bitkilerdir
(Sekil.2.2). Bazilarinda yapraklar igne, bazilarinda ise pul seklindedir. Diger
familyalardan farkli olarak siirgiinlere karsilikli olarak yerlesmislerdir. Higbir tiiriin
odununda regine kanali yoktur. Pul yapraklilar kozalak ve siirglin yapilar1 agisindan
Juniperoideae, Cupressoideae ve Thujoideae diye 3 alt ailede siniflandirilir. Andiz
cinsi, Juniperoideae alt ailesindendir. Andiz, bir cinsli, erkek ve disi ¢igekleri farkli
agaclarda yer alan bir aga¢ cinsidir. Baz1 botanikgiler andiz1 ardiglarin (Juniperus L.)
tiyesi olarak kabul ederler. Ancak tohumlarin serbest olmayisi kozalak yapisi ve pullarla
ortiilii tomurcuklara sahip olmasi nedeniyle ardiglardan farklidirlar. Andiz, cinsinde
yasayan tek tlirdiir. Andiz; 25 m uzunluk ve 50 cm yarigapa ulasabilen, genellikle
piramidal tepe formuna sahip bir orman agacidir. Yumurta seklindeki tomurcuklari sivri
pullarla kaplidir. Boylari 1-2.5 cm araliginda olan genis igne seklindeki yapraklarinin ug
kistmlari batict ve sivridir. Ust kisimlarinda yogun iki beyaz stoma bandi bulunur. Disi
cicekler ticerli cevresel dizilmis fazlaca pullardan meydana gelmistir. Kozalaklar
oldukca biiyiiktiir (2-2.5 cm) ve ikinci yilda olgunlasir.

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir ya da birden ¢ok eslesmemis elektron bulunduran atom
veya molekiillerdir. Bu tip maddeler ortaklanmamis elektronun varligindan dolayi
oldukga aktiflerdir.

Biyolojik sistemlerde yer alan en 6nemli serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri
olan radikallerdir. Oksijenin elektronlarmin ikisi eslesmemistir. Bu sebeple oksijen
bazen bir diradikal gibi degerlendirilmektedir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal digindaki maddelerle ise



reaksiyona girme egilimi daha azdir. Oksidasyon siirecinde olusan karakteristik serbest
radikaller Tablo 2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1. Karakteristik serbest radikaller

Oksidasyon Siirecindeki Karakteristik Serbest Radikaller

B H’- Hidrojen atomu En basit serbest radikal

Oksijen-merkezli yiiksek aktiviteli radikal,

= - .
HO" — Hidroksil viicuttaki tiim molekiillere saldirir.

B ROO’ - Peroksil Oksijen-merkezli radikal

B RO’ - Alkoksil Peroksitlerin par¢alanmasi sirasinda olusur

B R’ - Lipid radikali Lipid molekiiliinden H ayrilmasi sonucu
olusur

Serbest radikallerin bir¢ok hastaliklara neden olduklar1 bilinmektedir. Bunlarin
basinda ise giiniimiiziin en ciddi hastaligi olan kanser gelmektedir. Serbest radikallerin

neden olabilecegi bazi hastaliklar Sekil 2.3’de verilmistir.

2.3. Lipidlerin Oksidasyonu

Lipidlerin oksidasyonu c¢esitli radikaller iceren karmasik bir zincir
reaksiyonudur. Oksitlenme siireci 151k, hava, sicaklik, substratin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden, oksitlenme katalizorlerinin ve uyaricilarin varligindan 6nemli derecede
etkilenir.? Lipidlerin peroksidasyonu lipidli besinlerin ve yaglarin acilasmasina, tat ve
kalite bozukluklarina neden olan baslica sﬁreg:tir.Zl’22

Yaglarin oksidasyonu uyarilma, ilerleme ve sonlanmadan olusan {i¢ basamakl

bir zincir reaksiyonudur.
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin neden oldugu hastaliklar.

2.4. Antioksidanlar ve Simiflandirilmalanr

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonun baslangi¢c ve/veya ilerleme basamagini
Onleyen ya da yavaslatan maddelerdir. Antioksidanlar ayni zamanda hiicrelerde
oksitlenebilen maddelerin oksidasyonunu Onleme veya yavaslatma yetenegine de
sahiptirler.23 Bu nedenle de antioksidanlara ¢esitli alanlarda biiyiik ihtiyag
duyulmaktadir. Antioksidanlar, kaynaklarina gore dogal ve sentetik olmak iizere iki
gruba ayrilirlar.

2.4.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal kaynakli antioksidanlar meyvelerde, tahillarda, baklagillerde ve bitki
kaynakli i¢eceklerde bulunurlar.?* Bunlarda yer alan antioksidanlar, fenolik maddeler,
azotlu bilesikler (alkaloidler, klorofil tiirevleri, baz1 aminler), polifonksiyonlu organik
asitler ve karotenlerdir.>>%" Askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E) ve P-

karoten genis kullanimli yaygin olan dogal antioksidanlardir.



2.4.2. Sentetik Antioksidanlar

Baslica sentetik antioksidanlar substitue olmus alkil gruplarma sahip fenolik
yapidaki maddelerdir. BHT, TBHQ, BHA ve PG sentetik antioksidanlardan bazilaridir.

Ingold28 tiim antioksidanlar1 primer ve sekonder olmak iizere iki gruba
ayrrmustir. Primer antioksidanlar oksidasyon zincirini sonlayan, sekonder veya Onleyici
(koruyucu) antioksidanlar ise ¢esitli mekanizmalarla zincirin uyarilmasi siirecinin hizini
yavaslatan  antioksidanlardir.  Sekonder  antioksidanlar, = metal iyonlarinin
deaktivasyonunu, lipid peroksitlerinin istenmeyen ucucu iirlinlere parcalanmasini
onleme, primer antioksidanlari rejenere etme, singlet oksijeni giderme vb. gibi etki
mekanizmalarini igerir.29

Bilesigin primer antioksidan olarak etki gosterebilmesi igin:

- Yapisindaki hidrojen atomunu lipid radikaline ¢abuk vermesi.

- Olusan radikalik tiirevin lipid radikaline ragmen daha stabil olmasi.

- Lipid radikalini stabil tiriine doniistiirebilmesi gerekir.

Primer antioksidanlar genellikle fenolik bilesiklerdir.

2.5. Yapilan Calismalar

Goérnas ve ark.*® ¢alismalarinda Letonyada bahar mevsimi sonunda toplanan
erkek ve disi H.R. bitkisinin farkli vejetatif pargalarindan ekstreler elde ederek (yaprak,
siirglin, tomurcuk ve meyveleri) lipofilik antioksidan ¢alismislardir. Bes lipofilik
bilesigin ii¢ tokoferol (a, B and vy) ile plastochromanol-8 ve B-karotenin erkek ve disi
bitkilerin kuru 100 g agirliklarindaki miktarlar1 sirasiyla 7.25-35.41, 0.21-2.43, 0.41-
1.51, 0.19-1.79 ve 4.43-24.57 mg olarak bulunmustur. Buna ek olarak, a-Tokotrienol
(1.99 mg / 100 g kuru agirlik cinsinden) Onemli miktarda bitkinin tomurcuk

kisimlarinda tespit edilmistir.
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Diandong ve ark.®! calismalarinda H.R. bitkisinin Tibet ve Mogol geleneksel
tedavi yontemlerinde tibbi bitki olarak kullanildigini, yorgunluk onleyici hem de
bagisiklik etkileri de dahil olmak {tizere ¢ok yonlii tibbi 6zellikleri oldugunu
belirtmislerdir. Calismalarinin sonuglar1 ratlara gavaj ile verilen H.R. yagmin kronik
stresli ratlarda noroendokrin ve immiino sistemde etkili oldugunu gostermistir.

H.R. nin 6nemli bilesenleri tespit edilmistir. 40 Wistar sigan 12 saat giin 1s181inda
12 saat karanlikta olacak sekilde taze su ve yemle besleyerek 24C sicaklikta
bekletilmislerdir. Her grupta 10 sigan olacak sekilde si¢anlar dort grup olusturmuslardir.
Gruplar: A; kontrol grup B: stres grup C: stres + diisiik doz (5 mL/kg) H.R. D: stres +
yiksek doz (10 mL/kg). H.R. bitkisi linoleik asit, a-linolenik asit, palmitoleik asit,
sitosterol ve B-karoten igermektedir.

Song ve ark.* wistar cinsi sicanlari 5 gruba ayirarak (kontrol, yiiksek lipid
grubu ve 3 tane de H.R. diisiik, orta ve yiiksek dozlu gruplar1) H.R. ekstrelerini oral
olarak giinde bir kez sicanlara verdikten sonra sicanlarin serumlarinda lipid ve karaciger
doku patolojisini gézlemlemislerdir. Sonug olarak, total kolesterol (TC), trigliserit (TG),
diigiik dansisiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C) seviyelerinin yiiksek yagli grupta
onemli derecede arttigini ¢aligmalarinda gézlemlemislerdir. H.R. meyvelerinin serum
lipid diizeyini azaltabilecegi ve karaciger yaglanmasin1 engelleyecegi ayrica
hiperlipideminin 6nlenmesi i¢in de kullanilabilecegi kanisina varmiglardir.

Shivapriya ve ark.® yapilan ¢alismada Hindistan’in kuzey bdlgesinde yetisen ve
geleneksel farmakolojik aktivite gosteren H.R. bitkisinin antioksidan ve noroprotektiv
aktivitelerini arastirmiglardir. H.R. hidroalkolik ekstraktinin DPPH (% 0.0004), OH
radikallerini giderme ve ferri-tiyosiyanat yontemi kullanilmistir. DPPH ve OH

radikalleri i¢cin % 50 azalmaya neden olan derisim (ICso) degerlerini ekstrakt igin
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sirasiyla 70.920 pg/mL and 0.463 mg/mL olarak bulmuslardir. Ekstraktin ayni zamanda
lipid peroksidasyonunu inhibe aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Saeidi ve ark.®* calismalarnda H.R. bitkisinin kimyasal bilesenlerini
arastirarak; Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile 100 g ekstrede askorbik
asit ve B-karoten miktarlarini sirasiyla 170 mg 200 mg olarak tespit etmislerdir. Toplam
fenolik bilesik miktarlarin1 247 mg gallik aside es deger (GAE)/100 g seklinde
belirlemislerdir.

Yogendra Kumar ve ark.* H.R. bitkisinin HPLC ile fenolik bilesiklerin kalitatif
ve kantitatif analizini yapmislardir. Analiz sonunda ekstrelerde rutin, quercetin,
quercetin-3-galactoside, quercetin-3-glucooside, myricetin, kaempferol, isorhamnetin
bilesiklerini tespit etmislerdir. Fenolik bilesik miktarlar1 Folin—Ciocalteu yontemiyle
belirlemislerdir ve sonugla1 esdeger gram gallik asit olarak ifade etmislerdir. Bitki
yapraklarinin ekstraktlarinin fenolik yiiksek fraksiyonlarindaki (PRF) gallik aside
esdeger miktardaki fenolik bilesik miktar1 197.33-319.33 mg GAE/g ekstre arasinda
bulmusglardir. En diisiik su en yiiksek ise etil asetat fraksiyonuna ait oldugu tespit
edilmistir. Antioksidan aktivite DPPH (0.2 mM) kullanilarak Blois yontemiyle tespit
edilmistir. % DPPH radikal giderme aktivitesi, 0.2 mg/mL derisim i¢cin PRF de %
79.56 bitki yaprak ekstresinde ise % 47.25 seklindedir.

Kruczek ve ark.® dokuz farkli bolgede yetisen H.R. bitki tiirii ile ¢aligmiglardir.
Ekstraksiyon isleminde her 5 g meyve i¢in 20 mL n-heksan:etanol (1:1, h:h) ¢oziici
kartistmimi kullanmislar ve H.R. bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin
Demir (III) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) ve DPPH yontemleriyle
antioksidan aktivitelerini karsilagtirmiglardir. Bulunan sonuglara gore DPPH giderme
aktivitesi % 31.82-45.78, FRAP degerleri ise 248-1892 uM arasindadir. Ayrica HPLC

analizi ile bitkilerde yiiksek miktarda karetenoid tespit edilmistir.
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Varshneya ve ark.%’ caligmalarinda ¢ekirdeksiz H.R. posasimin {i¢ farkh
ekstraksiyonunu almiglardir; ME (metanol), AME (su:metanol 70:30) ve AE su
ekstrakti. Toplam fenolik bilesik miktar1 Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilarak
GAE olarak ifade edilmistir. Fenolik bilesik miktar1 en fazla olan ekstrakt AME
olmustur, 84.28 + 1.58 mg GAE/g ekstre. Bu deger su ekstraktina gore yaklasik 4 kat
daha fazladir. Ekstrelerin 200-2000 pg/mL derisim araliginda DPPH serbest radikal
giderme aktiviteleri DPPH’1n absorbans gosterdigi 517 nm dalga boyunda dl¢lilmiistiir.
Tim ekstreler farkli radikal giderme aktivitesi gostermislerdir. ICsp degerlerine
bakildiginda DPPH, superoksit ve nitrik oksit radikalleri icin AME’nin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu, ME nin ise en fazla OH radikali giderme aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. En yiiksek indirgeme kuvvetini ise AME’nin gosterdigi
belirlenmistir. AME, ME ve AE i¢in DPPH (0.1mM) serbest radikal giderme ICsg
degerleri sirasiyla 143.33, 179.77 ve 586.24 pg/mL olarak bulunmustur.

Maheshwari ve ark.® sicanlarda CCly (CCly:Zeytinyag (1:1) 2 g/kg rat) ile
olusturulan oksidatif zararlarda H.R. bitkisinin fenolik fraksiyonlarinin antioksidan ve
hepatoprotektif etkilerini arastirmiglardir. Toplam fenolik bilesik miktar1 319.33 mg
GAE/g PRF olarak tespit edilmistir. Ayrica ters faz HPLC ile fenolik bilesikler olan
gallik asit, myricetin, quercetin, kaempferol ve isorhamnetin derisimlerinin 1.935-
196.89 mg/g PRF araliginda bulundugu tespit edilmistir. CCly ile toksisite edilen ve
aspartat aminotransferaz  (AST), alanin aminotransferaz (ALT), y-glutamyl
transpeptidaz (GGT) ve bilirubin degerleri yiikselen ratlara oral olarak 25-75 mg/kg
olacak sekilde verilmis ve bu etkilerin azaldig: tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler PRF nin karacigerde CCly ile meydana gelen zarara karsi koruyucu ve

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
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Hsu ve ark.® calismalarinda CCl, ile toksisite edilen erkek sicanlarda H.R.
¢ekirdeklerinin yaglarinin koruyucu etkisini arastirmiglardir. 8 hafta boyunca siganlara
0.16-1.30 ve 2.60 mg/kg oranlarinda H.R. ekstresi verilmistir. CCly ise 1mL/kg olacak
sekilde verilmistir. Calismada CCly tarafindan karacigerde olusturulan zarara karst H.R.
¢ekirdek yaginin optimum dozunun 0.26 mg/kg oldugu bulunmustur. Tiim bu sonuglar
H.R. ¢ekirdegi yaginin hepatoprotektif etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Chauhan ve ark.* H.R. bitkisinin antioksidan ve anti bakteriyel aktivitelerini
incelemislerdir. DPPH giderme aktivitesi i¢in ekstrakt di-metil sulfoksit igerisinde
¢ozlinmistiir. Bu degerin 0.48 ug/mL ekstrakt i¢in % 0.68, 4.8 pug/mL ekstrakt i¢in %
3.35 oldugu belirlenmistir.

Sakar ve Friedrich** yaptiklart ¢alismalarda J.D. bitki yapraklarinda
amentoflavon, cupressoflavone, hinokiflavone, quersitrin  and umbelliferone
bulundugunu tespit etmislerdir.

Taviano ve ark.*? ¢esitli juniperus tiirlerinin deri hastaliklar1 ve enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanimini ve Tiirkiye’deki juniperus tiirlerinin metanol ve su ekstrelerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Fenolik bilesik miktarlari
FCR ayiract kullanilarak GAE/g ekstre olarak ifade edilmistir. DPPH (0.1 mM) serbest
radikal gidermede, indirgeme kuvvetinde ve metal iyonu kelatlamada ekstrelerin 0.07-
0.7 mg/mL derisim aralifinda aktivitelerine bakilmistir. DPPH giderme aktivitesinde
ICso degerleri ise metanol ekstrelerinde 0.046-0.164 mg/mL arasinda, su ekstrelerinde
ise 0.034-0.898 mg/mL arasindadir. Indirgeme kuvvetinde sonuclar esdeger askorbik
asit/mL (ASE/mL) olarak ifade edilmistir. Metanol ekstrelerinde 1.781-3.564 ASE/mL
arasinda, su ekstrelerinde ise 3.486-6.789 ASE/mL arasinda oldugu tespit edilmistir.
Metal iyonu kelatlamada ise ICsy degerleri, metanol ekstreleri i¢in 1.408-33.109

mg/mL, su ekstrelerinde ise 0.537-3.530 mg/mL arasinda oldugu belirlenmistir. Fenolik
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bilesik miktarlar1 metanol ekstraktlarinda 170.43 ile 253.29 mg GAE/g ekstrakt, su
ekstraktlarinda ise 98.74 ile 212.88 mg GAE/g ekstrakt degerleri arasinda oldugu
bulunmustur. Metanol ekstrelerinde daha fazla fenolik bilesik  oldugu,
Juniperus oxycedrus L. macrocarpa Ball. tiirii en iyi DPPH aktivitesi gosterdigi (ICsp) =
0.034 = 0.002 mg/mL), Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus tiiriin en yiiksek
indirgeme kuvveti ve (1.78 = 0.04 ASE/mL) metal iyonu kelatlama aktivitesi Fe?*
(ICs0) = 0.537 + 0.006 mg/mL) gosterdigi, primer antioksidan aktivite ve fenolik bilesik
miktar1 arasinda gii¢lii bir korelasyonun oldugu tespit edilmistir.

Giiveng ve ark.”® calismalarinda bes juniperus tiiriinde yag asidi bilesenlerini
tespit etmeye ¢alismislardir. Bes tiirlin lipofilik ekstresinin yag asidi metil esterlerini
GC-MS ile tespit etmiglerdir. Juniperus tiirlerinin linoleik (% 25.8 - 32.5), linolenik (%

11.9 - 24.1) ve oleik asitleri (% 12.4 - 17.2) igerdigini belirlemislerdir.

Thomas ve ark.** H.R. bitkisinin yaprak, ¢ekirdek, kok ve dal kisimlarinin sivi-
s1vi ekstraksiyon yontemiyle elde edilen hekzan, etil asetat ve su (su:etanol 90:10; h/h)
ekstraktlarinin ve basingli sivi ekstraksiyon ile meyve kisimlarinin 100 bar basing ve 60
C de elde edilen 40 C de evoparatér ile kurutulan ve 2°C de saklanan ekstraktlarinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini arastirmiglardir. DPPH (0.075 mM) giderme
metanolik DPPH’in 75 pL’si ve 198 pL metanol ve 2 pL ekstre alinip 30 dk
bekletilerek 517 nm’de 6l¢iim alinmasiyla troloksa esdeger kuru ekstre miktari olarak
ifade edilmistir. Sonuglar 174.8-528.6 troloks ekivalent/ekstre arasinda degismektedir.
Kok ve ¢ekirdek kisimlart DPPH giderme aktiviteleri sirasiyla (500 + 64 mg TE/g
ekstre, 529+79 mg TE/g ekstre) yaprak ve dallardan (17557, 210442 mg TE/g)
p<0.0001) daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Indirgeme kuvveti FRAP yontemi ile
tespit edilmistir. Toplam fenolik bilesik miktar1 FCR kullanilarak GAE/g ekstre olarak

ifade edilmistir. Ekstraktlarin fenolik bilesik miktarlar1 65+14 ile 139+22 mg GAE/g
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ekstre degerleri arasinda degisdigi, kok ve c¢ekirdek ekstraktlarindaki fenolik bilesik
miktarlarinin yaprak ve dallardan daha yiiksek oldugu, fenolik bilesik miktar1 ve DPPH
giderme aktivitesi arasinda giiglii bir korelasyon oldugu (P<0.0001 p:0.811), ¢ekirdek
ve kok ekstraktlarinin DPPH tutuklama aktivitelerinin yaprak kisimlarindan daha iyi
oldugu tespit edilmistir. Cekirdek ve kok kisimlari bitkinin en antioksidan kisimlari
dallarin ise en az antioksidan ve antimikrobiyal kisimlar oldugu gozlenmistir. Tim
kisimlarin her iki aktivitesinin su ekstresinde yiiksek oldugu ve bunun fenolik bilesik
miktar1 ile orantili oldugunu vurgulamislardir.

Thomas ve ark.* calismalarinda basingli ¢oziicii serbest mikro dalga
ekstraksiyon teknigi iki seviyeli tam faktoriyel tasarim kullanilarak H.R. bitkisindeki
antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in gelistirilmis ve kullanilmistir. 1000 w dalga giicii, 5
kez tekrarla ve 4 g bitkinin 50 mL’lik laboratuvar skale ekstraktorde en iyi ekstraksiyon
durumu tespit edilmistir. Bu ekstraksiyon yontemi daha sonra diger yaygin yontemlerle
karsilastirllmis ve bu yontemin diger tekniklerle elde edilemeyen quersetin ve
isorhamnetin gibi antioksidanlar1 ekstrakte ettigi goriilmiistiir. DPPH (75uM) serbest
radikali giderme ve FCR ile fenolik bilesik miktar: tayini yontemlerini kullanmiglardir.
DPPH serbest radikali gidermede 10 pL 6rnek (Img/mL) ve 1 mL DPPH ¢ozeltisi
almip 15 dk sonra 517 nm’de Sl¢lim yapilmistir. Degerler % 16.74-71.94 arasinda ve
fenolik bilesik miktarlarinin ise 0.12-0.55 mg GAE arasinda degistigi belirlenmistir.

Chih ve ark.”® CCl, ile oksidadtif stres olusturulan farelerde in vitro ve in vivo
sartlarda H.R. bitkisinin ¢ekirdek kisimlarinin DPPH serbest radikal giderme, metal
iyonu kelatlama ve indirgeme kuvvetlerini arastirmislardir. Sonuglar artan derigimle
tiim dl¢iimlerdeki aktivitelerin de arttigimi gdstermistir. Iin vivo ¢alismalarda ekstrelerin
CCly ile olusturulan oksidadtif stresi azalttig1 ve bitkinin dogal antioksidan kapasitesine

sahip oldugu belirtilmistir. DPPH serbest radikal gidermede 200 uL DPPH (0.1 mM) ve

14



30 uL ekstre (0.92-18.3 mg/mL) ile gerceklestirilmistir. ECsp degerleri kullanilmistir
(mg ekstre/mL). Serbest radikal giderme aktivitesi % 13-92 arasinda degisiklik
gostermistir. ECsg degeri ise 7.37 mg/mL’dir. Standart olarak troloks kullanilmis ve
onun ECxg degeri ise 0.92 mg/mL’dir. Indirgeme kuvveti ¢alismalarinda ise 0.42-8.32
mg/mL  derisim araligimda 700 nm’de oOl¢lim yapilarak absorbans degerleri
kaydedilmistir. Absorbans degerleri 0.11-0.37 arasinda degismektedir. Troloxa ait
indirgeme kuvveti ise ekstreden oldukca yiiksek olup 0.82-1.69 arasinda degismektedir.
Yaptiklar1 metal iyonu kelatlama ¢alismalarinda 0.92 - 18.3 mg/mL derisim araliginda
aktivite degisimi % 7.74-38.5 arasinda degismistir. Bu degerler 0.92 mg/mL’de % 90.4
aktivite gosteren etilendiamintetrasetik aside (EDTA) gore diisik 0.92 mg/mL
derisimde % 6.55 aktivite gosteren Troloxa gore daha iyidir.

Yogendra ve ark.*’ yaptiklar1 calismada H.R. bitkisinin yapraklarinin ii¢ farkli
ekstraksiyon yontemi olan yumusatma (su), soxhlet (% 70 etanol) ve subkritik su
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktarlarini esdeger
mg rutin/g ekstre olarak, indirgeme gii¢lerini 700 nm’de absorbans degerleri olarak
ifade etmislerdir. DPPH serbest radikal giderme ve FRAP yonteminde ise sonuglar
esdeger mg Trolox/g ekstre olarak ifade edilmistir. Bu calismada ayrica HPLC ile
ekstrelerdeki quersetin-3-galaktoside, kaempferol ve isorhamnetin belirlenmeye
calisilmis olup ters faz ve gradient eliisyon gergeklestirilmistir. Toplam fenolik bilesik
miktar1 28.35-93.72 aralifinda esdeger mg rutin/g ekstre olarak belirlenmistir. DPPH
(0.1 mM) serbest radikal gidermede ise 86.35-343.86 araliginda esdeger mg Trolox/g
ekstre seklindedir. Iindirgeme kuvveti ise askorbik asit ile karsilastirilmis olup degerler
askorbik aside gore diisiiktiir. 0.1 mg/mL ekstre derisimi i¢in yumusatma (su), soxhlet
(% 70 etanol) ve subkritik su ekstraktlari degerleri sirasiyla 0.339, 0.376 ve 0.401

oldugu gozlenmistir.
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J.D. bitkisinin koklerindeki fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin
arastirildigr ¢alismada Tarik ve ark.*® dort farkli ekstrakt (su, metanol, hekzan ve diklor
metan) elde etmisler ve toplam fenolik bilesik miktar1 FCR yontemiyle belirlemisler ve
sonuglart mg GAE/g ekstre olarak ifade etmislerdir. Fenolik bilesik miktar1 ise hekzan,
metanol ve su ekstraktlarinda sirasiyla 3.2, 76.1 ve 25.4 mg GAE/g ekstre bulunmustur.
DPPH serbest radikal gidermede 1Cso degerleri kullanilmistir. Metanol ve su ekstreleri
i¢in bu degerler sirasiyla 1.1 pg/mL ve 10.3 pg/mL’dir. indirgeme kuvvetinde ise ECsg
degeri kullanilmistir yani absorbansin 0.5 oldugu derisim degeridir. Bu degerler ise
Metanol ve su ekstreleri icin sirastyla 72.0 ve 130.0 pg/mL’dir. Ayrica bu calismada
HPLC ile 17 farkl fenolik bilesik tespit edilmeye calisilmistir.

Taviano ve ark.* calismasinda Tiirkiye’deki iki farkli bolgeden (Izmir, Cesme,
Ciftlikkdy, Ankara, Kizilcahamam ve Isikdagi) toplanan juniperus tiirii bitkilerinin
fenolik profilleri, antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Juniperus oxycedrus (Joo)
ve Juniperus oxycedrus L. macrocarpa (Jom) bitkilerinin metanol ekstraktlarini
almislardir. Fenolik bilesikleri mg GAE/g ekstre olarak ifade etmislerdir. Indirgeme
kuvveti, DPPH serbest radikal giderme ve metal iyonu kelatlama caligmalarimi da
yapmislardir. Serbest radikal giderme, indirgeme kuvveti ve metal iyonu kelatlama
aktivite caligmalarinda ekstre derigimleri 0.07-1.4 mg/mL araligindadir. DPPH serbest
radikal gidermede sonuclar 1Csy degerleri olarak verilmistir. Bu degerler Jom ve Joo
i¢in sirasiyla 0.63 mg/mL ve 1.84 mg/mL’dir. indirgeme kuvveti 6l¢iimiinde 700 nm’de
absorbans degerleri alinmis ve sonuglar mg ASE/mL o6rnek olarak ifade edilmistir. Bu
degerlere bakildiginda Joo bitkisi Jom bitkisinden daha fazla indirgeme giiciine sahip ve
absorbans degerlerinin 0.17-0.42 arasinda oldugu tespit edilmistir. Ayrica mg ASE/mL
ornek degerleri Joo ve Jom igin sirasiyla ise 47.11 ve 4.05 oldugu belirlenmistir. Metal

iyonu kelatlama aktivitesi i¢in ICsg degerleri kullanilmis ve bu degerlerin Joo ve Jom
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igin sirasiyla 2.61 ve 4.16 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Standart olarak EDTA
kullanilmis onun degerinin ise 0.0065 mg/mL oldugu bulunmustur. Fenolik bilesikler
ise Joo ve Jom i¢in sirastyla 5.14 £+ 0.06 ve 17.89 = 0.23 mg GAE/g ekstredir. Rutin,
apigenin, biflavone gibi fenolik bilesikler HPLC ile tespit edilmistir.

Marija ve ark.’nin®® ¢alismalarinda Juniperus Sibirica Burgsdorf bitkisinin % 80
metanol ekstraktinin DPPH serbest radikal giderme, FRAP yontemi ile indirgeme
kuvveti tayini ve ayrica fenolik bilesiklerin analizini gergeklestirmislerdir. DPPH (0.09
mM) serbest radikal giderme degerleri ICso olarak verilmis ve ekstre derisimleri bu
dlgiimler i¢in 0.08-5.0 mg/mL araliginda alinmistir. i§ne ve meyve kismi igin sirasiyla
ICs0 degerleri 6.20 ve 15.22 pg/mL oldugu, standart olarak ise BHT kullanildiginda
onun ICsg degerinin ise 8.28 ug/mL oldugu tespit edilmistir. Fenolik miktarlar1 ise FCR
kullanilarak mg GAE olarak ifade edilmis, igne ve meyve kismi igin sirasiyla 163.66 ve
62.13 mg GAE/g ekstre olarak ve indirgeme kuvveti ¢alismalarinda ise igne ve meyve
kismi i¢in sirastyla 114 ve 35 mg ASE/g ekstre olarak tespit edilmistir.

Lucia ve ark.”* H.R. bitkisinin yapraklarinin 50 g’nin etanol ekstraktlarin1 500
mL % 70 etanolde elde etmislerdir. Caligmalarinda DPPH serbest radikal giderme ve
fenolik bilesik kalitatif analizi gergeklestirmislerdir. DPPH serbest radikal giderme
sonuclart ICsy degerleri olarak verilmis standart olarak ise rutin ve gallik asit
kullanilmistir. Ekstrelerin 5-5000 png GAE/mL derigimleri hazirlanmistir. ICsp degeri ise
3.0 ug/mL’dir bu deger standartlar Rutinin; 5.08 pg/mL ve gallik asitin 4.00 pg/mL
olan ICsp degerlerinden daha iyidir. H.R. yapraklarinda fenolik bilesik olarak quercetin,
apigenin, kaempferol, gallik asit ve ferulik asit tiirevleri tespit edilmistir. HPLC ile
yapilan retinol ve a-tokoferol c¢alismalarinda dokuda es zamanli analizlerine

rastlanmamis ancak bitki 6rnekleri, serum ve plazmada tayinleri yapilmistir.
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Wisanu® yaptig1 ¢alismada Tayland’da bulunan avokado bitkisinin su:hekzan
(50:50, h/h) ekstraksiyonuyla elde edilen ekstrelerinde HPLC ile retinol ve a-
tokoferoliin es zamanli  analizini gergeklestirmistir. Ayrica birden fazla kolon
kullanarak analizde kolonlarin etkisini de arastirmistir. HPLC sartlari: online degasser,
UV-Goriiniir Bolge dedektor, RP- 18 kolon (25 x 4.6 mm), Cyg kolon (125 x 4.6 mm)
ve Cig kolon (100 x 4.6 mm), Gradient eliisyon, hareketli faz olarak metanol:su, akis
hizi 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 20 upL’dir. Analitik yontem validasyonu
parametrelerinde ise retinol ve a-tokoferol igin sirasiyla gozlenebilme sinirt (LOD)
degerleri; 0.044 ve 0.134 ug/mL, miktar tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri: 0.120 ve 0.364
pg/mL’dir. Kesinlik degerleri 3 farkli derisim i¢in (5-10-20 pg/mL) bagil standart
sapma (RSD) hesaplanmaistir. Retinoliin giin i¢i kesinlik degerleri s1yla %1.61-1.90-1.04
ve giinler arast: 1.02-1.00-1.01 olarak, a-tokoferoliin giin i¢i kesinlik degerleri 1.07-
1.47-1.80 ve giinler arasi: 1.05-1.21-1.33 olarak tespit edilmistir. Dogruluk degerleri ise
4 farkli derisim icin (5-10-20-30 pg/mL) {i¢ kez tekrarlanarak yapilmis ve % geri
kazanim olarak ifade edilmistir. Retinol i¢in dogruluk degerleri %109.97-103.84-
114.66-104.11 olarak, a-tokoferol igin ise %106.16-102.51-106.07-97.27 olarak tespit
edilmistir. o-tokoferol 292 nm’de retinol ise 325 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi tespit edilmistir. Kullanilan kolonlar1 karsilastirdiginda ise analiz
stiresi, hassasiyet ve piklerin kalitesi olarak en iyi Chromolith ® Flash RP- 18 kolon
tespit edilmis ve tiim analizlerin bu kolonla elde edildigi belirtilmistir.

William ve Emill®® serumdan a-tokoferol ve retinoli UV ve amperometrik
dedektorlii s1vi kromatografisi (LC) yontemini kullanarak tespit etmislerdir. Internal
standart (I1S) olarak tokol, C;g kolon, doteryum lamba, su/metanol/n-biitanol (15/75/10,
h/h/h) hareketli faz kullanilmistir. Gradient eliisyonda akis hizi ise 1.5 mL/dk ile

baslaylp sonra 3.0 mL/dk ya ¢ikarilmis analiz sonuna dogru tekrar 1.5 mL/dk’ya
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getirilmistir. Ekstraksiyon prosesinde ise 250 upL seruma 25 pL tokoliin etanolik
cozeltisi ilave edilip vortekslenmis, BHT nin etanolik soliisyonundan (15 mg/mL) 250
uL ilave edilmis ve 1 dk vortekslendikten sonra iizerine 1.5 mL hekzan ilave edilmis 2
dk 2000 g’de santrifiijlenip iist kisim alindiktan sonra kalintida ayni islemler
tekrarlanmig ve {iist kisimlar birlestirilmistir. Azot gazi altinda kuruluga kadar
buharlastirildiktan sonra kalint1 250 pL BHT ¢oziiciisiinde ¢oziilmiis ve 25 uL sisteme
enjekte edilmistir. Retinol ve a-tokoferol icin LOD degerleri 6 ve 96 ug/mL, LOQ
degerleri ise 1.3 ve 16 pg/mL olarak belirlenmistir. Analiz siiresi hizli izokratik
eliisyonda 15 dk yavas gradient eliisyonda ise 30 dk’dir. Calismada kesinlik ve dogruluk
degerleri verilmemistir.

Ganiére-Monteil ve ark.> calismalarinda retinol ve a-tokoferol’iin plazmadan
analizini gerceklestirmislerdir. Dokudan hekzan kullanarak sivi sivi ekstraksiyon
yontemiyle elde ettikleri kalintiy1 eter:metanol (25:75, h/h) ¢oziicii karisiminda ¢6zerek
ters faz HPLC sisteminde analiz etmislerdir. Asetonitril:metanol:su (64.5:33:2.5,
h/h/h)’dan olusan hareketli faz, 8 dk analiz siiresi, 280 nm dalga boyunda UV dedektor
caligma sartlarin1 kullanmiglardir. Retinol ve a-tokoferol i¢in LOD degerleri sirasiyla
0.015 mg/L ve 0.030 mg/L olarak belirlemislerdir. Retinol ve a-tokoferol yetiskinlerin
plazmasindaki derigimlerini sirasiyla 0.63 ve 9.61 mg/L, c¢ocuklarn plazmasindaki
derisimlerini ise sirasiyla 0.39 ve 7.10 mg/L olarak tespit etmislerdir.

Thongchai ve Liawruangrath® calismalarinda nano emiilsiyon musir 6zii yaginda
retinol ve a-tokoferol es zamanli analizini gergeklestirmislerdir. Hekzan ve petrol eteri
ile misir ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Ekstraktlar DMSO igerisinde ¢oziinerek HPLC
sistemine verilmistir. HPLC sartlari: Cg kolon, metanol/su hareketli fazi ve gradient
elisyon kullanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 uL’dir. a-Tokoferol

ve retinol sirastyla 290 ve 325 nm dalga boyunda tespit etmislerdir. Her iki bilesik 5-40
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ug/mL derisim araliginda, LOD degerleri sirasiyla 0.063 ve 0.067 ug/mL, LOQ
degerleri ise 0.192 ve 0.203 pg/mL olarak tespit edilmistir. Analiz siiresi 15 dk olarak
verilmektedir. Yontem validasyonunda Kesinlik degerleri 3 farkli derisim i¢in (5-10-20
ng/mL) % RSD olarak hesaplanmistir. Retinoliin giin i¢i kesinlik degerleri %2.34-1.81-
1.48 ve giinler aras1 %2.02-1.00-1.01, o-tokoferol’iin giin i¢i kesinlik degerleri ise
%2.16-1.36-1.94 ve giinler arasi %2.05-1.21-1.33 olarak belirlenmistir. Dogruluk
degerleri ise 4 farkli derisim i¢in (5-10-20-30 ug/mL) ii¢ kez tekrarlanarak yapilmistir
ve % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Retinol i¢in dogruluk degerleri %109.97-
109.69-110.73-114.3 ve o-tokoferol igin ise %106.16-88.22-99.16-100.45 olarak tespit
edilmistir. Calismada misirdzli yaginda sirasiyla 0.28 ve 12.80 pg/g ekstre retinol ve a-
tokoferol tespit edilmistir.

2.6. Spektroskopik Yontemler

Elektromagnetik 1s1nin madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dalina
spektroskopi denir. Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiiler spektroskopi olmak
lizere iki gruba ayrilir. Inorganik veya organik bilesiklerin kalitatif-kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarinin aydinlatilmasinda
spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Onceleri yalmzca elektromanyetik
istima  ile madde arasindaki etkilesimler incelenmekteydi. Bugiin igin ise
spektroskopinin igerigi diger enerji tiirleri ve maddeler arasindaki etkilesimleri de
kapsar sekilde genislemistir. Elektromanyetik 1s1ma ise uzayda c¢ok biiyiik bir hizla
hareket eden dalga ve pargacik yapisinda bulunan, pek ¢ok yapiya girebilen bir enerji
seklidir. Elektromanyetik 1s1nin madde tarafindan sogurulmasi veya yayilmasi
incelendiginde, yayilma (emisyon) veya sogurma (absorpsiyon) spektroskopileri diye
isimlendirilir. Spektroskopik yontemlerde madde tizerine 110 - 30000 nm dalga boyu

araliginda 1sinlar gonderilir (Sekil 2.4). 110-1000 nm dalga boyu araligindaki 1sinlarla
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calisan cihazlara ultraviyole veya goriintir (visible) alan, 1000-30000 nm dalga boyu
araliginda calisan cihazlara infrared, dalga boyu aralig: yiizlerce metreyi bulan radyo
dalgalar1 ile calisan cihazlara ise niikleer manyetik rezonans cihazlar1 denir. Alan
spektroskopilerine ise sirastyla Goriiniir Bolge-Ultraviyole (Visible-UV), Infrared (IR

titresim) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopi adi verilir.”®*®’
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Sekil 2.4. Elektromanyetik 1sinlarin sistematik olarak tammlanmasi®

2.6.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomlarin dig katman elektronlarinin uyarilmasi esasina dayanan spektroskopi
atomik absorpsiyon spektroskopisi adini alir. Atomlarda, en dig katman elektronlar
ultraviyole ve goriiniir bolge 1sinlarla uyarilmalarina ragmen, i¢ katman elektronlar
uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarini uyarabilmek i¢in X-1smlar1 kullanilir. X-1sinlari
goriiniir bolge 1smnlarindan daha fazla enerjilidirler, en i¢ katman elektronlarinin

uyarilmasi ilkesine dayanan spektroskopi dalina ise X-1sinlar1 spektroskopisidir.>
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2.6.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiler Absorbans, UV ve goriiniir 1sinlari, disiik enerjili atomik ve
molekiiler orbitallerdeki elektronlarini, daha yiiksek enerjili orbitallere c¢ikarilmasi
sonucunda gerceklesir. Molekiiller, UV, goriiniir ve infrared 1sinlar ile uyarildiklari
zaman, kuantlagmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik gegisler ve 1sin ile
olusturulabilen titresim ve donme gecisleridir (Sekil 2.5). Bir molekiiliin toplam enerjisi
elektronik gegcis, titresim ve donme enerjilerinin toplamina esittir. Elektronik gegis
enerjisi; molekiiliin ¢esitli dis orbitallerdeki elektronlarla ilgili olan enerjidir. Titresim
enerjisi ise atomlar arasi titresimlere dayali enerjidir. Donme enerjisi ise molekiil agirlik

merkezi etrafinda dénmesiyle olusan enerjidir.***°

Enerji
L 3
r e a4
ey e 2
| L'”; Danme Enerji
| =| E. c ey ey Seviyeler
Elektranik
. . . &
Enerji Seviveleri e _ _ ) _ _
&2 Titregim Enerji Seviyveleri
2 4
E1 - L e’y
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Sekil 2.5. Bir molekiilde elektronik gegis, titresim ve donme enerji seviyelerini gosteren

enerji diyagraml56

Elektronik gegisler 200-1000 nm dalga boylar1 arasindaki ultraviyole ve goriiniir
alan 1gmlart ile gerceklesir. Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik
absorpsiyon spektroskopisinden ayrilan en Onemli yani; atomik absorpsiyon
spektroskopisinde birbirinden farkli dalga boylarinda keskin ¢izgiler meydana
gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon spektroskopisinde, fazla sayida dalga

boylarini igine alan genis absorpsiyon bantlarinin olusmasidir. Bir molekiilde UV-
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Goriiniir alan spektrumu, bag elektronlarindan birisinin bir fotonun enerjisini alarak tist
enerji seviyesine gegmesiyle agiklanabilir.

2.6.3. Isinin Absorplanmasi ve Lambert-Beer Yasasi

Cesitli dalga boylar1 bulunduran bir 151n demeti, saydam bir ortamdan gegirilirse,
icerdigi bazi1 dalga boylarinin olmadig1 farkedilir. Bu olaya absorplanma denir. Isinin
enerjisi maddeye absorpsiyonla aktarilmis olur. Bu sekilde 1s1nin enerjisini alan madde
uyarilmis hale geger.

Atom veya molekiiler uyarildigi halde 10® saniye kalabilirler. Sonra aldig
enerjiyi geri vermek suretiyle temel haline donerler. Maddenin absorpladigi enerjinin
geri verilme sekli 1sidir. Bu esnada madde az ¢ok 1smir. Bazi maddelerde ise
absorplanan 1s1n enerjisi daha biiyiikk dalga boylu 1smlar seklinde yayilir. Bu olay
fotoliiminesans olarak bilinir. Bu olay kisa siireli ise floresans, daha uzun siireli ise
fosforesans denir. Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji
farklari, diger maddelerden farkli oldugundan, her maddenin farkli bir absorpsiyon
spektrumu olusur. Absorpsiyon spektrumlari; atomik absorpsiyon spektrumlari ve

molekiiler absorpsiyon spektrumlari olmak iizere iki kisma ayrilir.”®

L b (cmy
PN

Py (J}) \___/ P (J)
~— _d

Sekil 2.6. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren 1sinin P, siddetinde girisi ve P siddetinde
cikist 0

Maddenin absorplama derecesini 6lgerek derisimini belirlemek igin, absorbsiyon
ile derisim arasindaki iliski bilinmelidir. Monokromatik (tek dalgaboylu 1s1n) ve P,

siddetli bir 151n demeti, kalinlig1 b cm olan bir kiivetteki ¢cozeltide bulunan herhangi bir
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molekiil tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve P siddeti ile ¢ozeltiyi terkeder
(Sekil 2.6). Buna gore 1sin demetinin ortamdan ge¢gme oranina gegirgenlik ( T ) adi
verilir.®™™ T = P/ P, seklinde gosterilir. Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans
(A) olarak adlandirilir ve absorbans, A = -logi;oT= -log P / P, seklinde gosterilir.

Molekiillerin segilen dalga boyundaki 1s1may1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma

Lambert-Beer esitligi olan A = £.b.C bagmtist ile verilir.>%*">°

A: Absorbans , €: Molar absorbsiyon katsayisi(mol/L.cm), C: Derisim (mol/L)

2.7. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, sabit bir faz tizerinden hareketli bir faz yardimiyla gecirilmesi
esnasinda farkli yiirime hizlarindan yararlanarak bir karisimda Ki birbirine yakin 6zellik
gosteren bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan

o, Al ) . L
26575962 Dyiser ayirma yontemlerinden hicbirisi

bir analitik yontemler toplulugudur.
kromatografik yontemler kadar etkili olmayip uygulamada yaygm bir sekilde
kullanilmazlar. Bu nedenle de kromatografik yontemler Ozellikle arastirma amaclh
olarak ¢ok genis bir ¢alisma alanina sahiptir.

Tim kromatografik ayirimlarda; numune sabit faz ilizerinden gaz, sivi ya da
stiperkritik bir akigkan olan hareketli faz yardimi taginirlar. Tasinma esnasinda
maddelerin farkli yiirime hizlarma gore ayirma islemi gerceklesir. Kromatografik
ayirmada secilen sabit faz ile tasiyic1 fazin birbiri ile karismamast i¢in polarliklar
birbirinden farkli olmasi gerekmektedir. Eldeki bilgilere dayanarak kromatografinin
genel bir tanimin1 yapmaya calisirsak; bir karisimdaki bilesenler sabit bir faz iizerinden
belirli bir hareketli faz yardimiyla tasinirken dagilma, yiizey adsorpsiyonu, boyut eleme

ve iyon degistirme gibi temel ayirma prensiplerinden yararlanarak birbirlerinden ayrilip

taninmasi ve tayinini saglayan yonteme kromatografi denir.
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2.7.1. Kromatografik Yontemlerinin Simiflandirilmasi

Kromatografi sabit faz, hareketli faz ve ayirma sekillerine gore degisik sekillerde
siniflandirilirlar.*®®? Bunlar:

1. Teorik Siniflandirma

a- Dagilma Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Boyut Eleme Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

e- Afinite Kromatografisi

2. Pratik Simiflandirma

a- Diizlemsel Kromatografi (Kagit ve ince Tabaka Kromatografisi)

b- Kolon Kromatografisi (Gaz, Siv1 ve Siiperkritik Akiskan Sivi Kromatografisi)

3. Hareketli ve Sabit Fazlara Gore Simiflandirma

Kromatografinin fazlara gore siniflandirmasi Sekil 2.7°de gosterilmektedir.

Eromatografi
] v
Gaz Kromatografisi St Eromatografisi
h L 4
* * *
Gaz-Sinm K Gaz-Kat K Duazlemsel K
(GLC) (GSC)
Eolon K ITE (TLO EKEEK
¥ * * ¥ v
Swi-Ean K S-S K BagilFaz K Ivon Degigim K. Dugarlama K
(L3 (LLCY (BPC) (TEC we IZ) l
Jel Gegwrgenhk K Tel Filtrasyon E.
(P (GEC)

Sekil 2.7. Kromatografinin hareketli ve sabit faza gore siniflandirimasi®
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2.7.2. Kromatografinin Dayandig1 Temel Olaylar
Kromatografide bulunan denge, bir analitin hareketli ve sabit faz arasindaki
transferini kapsayan asagidaki basit esitlikle tanimlanir.

Anareketli <> Asabit K= Csabit/ Chareketli

Bu reaksiyon i¢in denge sabiti K, partisyon orani veya dagilma katsayisi olarak
adlandirilip analitin sabit faz igindeki molar derisiminin, haraketli faz i¢cindeki molar
derisimine oranidir. Bir analit piki i¢in, numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore
ulagmasi i¢in gereken zamana da alikonma zamani denir ve tg ile gosterilir (Sekil 2.8).
Genellikle numune veya hareketli faz tutunmayan bir pik icerir. Tutunmayan maddenin
dedektdre ulagsmasi i¢in gecen zamana 6lii zaman denir ve ty, ile gosterilir. Analitin gog
etme hizi: (kolon dolgu uzunlugu/ 6lii zaman) olarak ifade edilir. Analitin kolon

tizerindeki go¢ hizin1 tanimlamak i¢in kapasite faktorii (ka) kullanilir.

=

tw

A

Dedektor Smyah

Zaman

Sekil 2.8. Tek bir bilesik i¢in tipik bir klromatograrn56

ka: [(analitin alikonma zamani-6lii zaman)/ 6lii zaman] esitligi ile gosterilir.
Ideal bir ayirim icin kapasite faktor degeri 1 ile 5 arasinda olmalidir.

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri

mekanizma mevcuttur. Bunlar asagida 6zet1enmi§tir.56’57’60’62
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2.7.2.1. Dagilma Kromatografisi

Dort farkli stvi kromatografisi icinde en yaygin kullanilan tekniktir. Dagilma
¢Oziinen maddenin hareketli faz ile kat1 faz ilizerinde adsorplanmis sivi fazdaki
¢cOziinlirliigline veya hareketli faz gaz ise uguculuguna dayanan bir olaydir. Sivi-siv1 ve
bagli-siv1 faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki
fark, destek katisina sabit fazin tutunma esasina dayanir. Sivi-sivi kromatografisinde,
sivi faz sabit bir dolgu maddesinin yiizeyine fiziksel adsorpsiyonla tutturulmustur.
Bagli-sivi faz kromatografisinde ise kati destek ylizeye bagli organik sivi tiirler
kimyasal olarak tutturulmustur. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin
bagil polarliklarina bagl olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sabit faz oldukg¢a polar ve
hareketli fazda apolar ise buna normal-faz kromatografisi, sabit faz apolar (¢ogu zaman
bir hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da
ters-faz kromatografisi denir.>®°"%2

2.7.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bir karisimdaki maddelerin kati1 destek iizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi
prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi olarak adlandirilir ve ilk
kesfedilen kromatografi ¢esididir. Coziicii ve kati sabit fazin polarliklar1 bir kolon
boyunca veya bir yiizey boyunca ¢6ziinen maddenin hareketinin hizini tayin eder. 20,5762

2.7.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Kat1 bir maddede bulunan iyonlari, temas halinde bulundugu ¢o6zelti i¢indeki
ayni cinsten yiiklii diger 1yonlarla bir dengeye gore yer degistirmesi esasina dayanan bir
kromatografik yontemdir. Organik iyon degistiriciler (bunlara recineler de denir) suda
ve birgok organik ¢oziiclide hi¢ ¢oziinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok

anyon ve katyon tagiyan biiyiik molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon

degistirmede ve hatta selektif iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon
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degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir. Bunlar genel olarak; NayAl;SizO1
formiiliindedir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilag, ila¢ metabolitleri, gida koruyucu maddeler,
serumlar, vitaminler, gibi ¢ok sayida farkl: sistemlere uygulanabilmektedir.>®>"

2.7.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi

Jel-gegirgenlik veya jel-siizme kromatografisi de denilen boyut-eleme
kromatografisi, 6zellikle molekiillerin biiyiikliiklerine gore birbirlerinden ayrilmasinda
kullanilan 6nemli bir yontemlerden biridir. Boyut-ecleme kromatografisi i¢in dolgu
maddeleri, gozenek bulunduran kiiciik polimer taneciklerinden olugmaktadir.
Gozeneklerde kiigiik molekiiller tutunurken, biiyilk molekiillerde gozenek disinda
kaldigindan dolay1 hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte ve
daha sonrada gozeneklerde tutulan kiiciik molekiillerde hareketli faz akisi ile yiizeyden
kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. °%>"2

2.8. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kiigiik boyutlu dolgu maddeleri ile doldurulmus bir kolondan yiiksek basing
altinda hareketli fazin gegirilmesi ile karigimdaki maddelerin birbirinden ayrilip,
taninmast ve tayinide kullanilan kromatografi teknigine yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) denir. Hareketli faz sivi oldugu igin sivi kromatografisi
denilmektedir. 1lk zamanlar hareketli fazin sabit faz1 iceren bir kolondan belirli bir
basing uygulanarak gecirildigi i¢inde yiiksek basing kromatografisi denilmistir.
Gilinlimiizde ayirma mekanizmalarinda ve sistemde ¢ok fazla ilerleme oldugundan
yiiksek performans sivi kromatografisi olarak adlandirilmaktadir. Yiiksek performans
stvi  kromatografisi, dagilma kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi, iyon

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

iizere dorde ayrlir.®® Yiiksek performans sivi kromatografisi biitiin analitik ayirma
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yontemleri arasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bunun nedeni, bu yontemin
hassasiyetinin yiiksek olmasi, sicakliga hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi,
dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesidir. HPLC cihaz1 kendine
0zgii islevlere sahip olan pompa, 6rnek giris sistemi (enjeksiyon blogu), kolon, dedektor

ve kaydedici (data sistemi) olmak tizere bes ana boliimden olusmaktadir (Sekil 2.9).

————————— Giig Unitesi - - — — . —Jl'ﬁ.

Yazica

Pompa ( PJ" ‘@E Algilayici

Besleme

Kolon

Sivi Yolu

Hareketli Faz Atik Sivi

Sekil 2.9. HPLC cihazinin sematik gosterimi

2.9. HPLC Uygulama Alanlar

2.9.1. Kimyasal Ayirma

Belirli bir bilesigin, durgun ve hareketli faz iistiinde, ayirt edici bir hareket
sabitesinin oldugu g6z onilinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Kiral bazli ayirimlari
yapmak miimkiindiir.

2.9.2. Saflastirma

Hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden veya safsizliklardan ayrilmasidir. Bu
kromatografi yapilirken, yeterli ayirmanin saglanabilmesi i¢in, ne tiir bir bilesigin
saflagtirilmas1 gerektigi géz Oniinde tutularak, uygun hareketli faz ve durgun faz se¢imi
yapilmalidir. Istenilen bilesigin saf olarak ekstrakte edilebilmesi icin, bilesiklerin ve

kontaminantlarin, kolondaki go¢ hareketleri yeterli derecede farkli olmalidir.
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2.9.3. Kalitatif Analiz

HPLC ile herhangi bir bilesigin tanimlanmasi icin, ilk 6nce uygun dedektor
secilmelidir. Bu dedektorler, kolondan ayrilan bilesikleri ortaya ¢ikarmak amagl olarak,
sabit fazin posterior kismina yerlestirilirler. Bu amag igin gelistirilmis birgok g¢esit
dedektér mevcuttur. Bu tip ayirma yapilirken en ¢ok dikkat edilmesi gereken nokta,
bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak saptanmis olmasidir. Ancak yine de kesin
bir sonu¢ elde etmek igin birkag yontemin Kkarsilastirmali olarak denenmesi
gerekmektedir.

2.9.4. Kantitatif Analiz

HPLC ile miktar 6l¢limii, bilinmeyen bir derisimdeki bilesigin, bilinen bir ¢ozelti
icinde tanimlanmasi yontemine dayanir ve bu tip bir 6l¢iim igin bir seri derisimde
standart ¢alisma ¢ozeltisinin HPLC’ye enjekte edilip kromatogramlari alindiktan sonra
derisime karsilik cihaz cevabinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisinin tiiretilmesi
mesi gerekir. Kalibrasyon egrisi yardimiyla bilinmeyen bir numunedeki madde miktart
belirlenmektedir.

2.10. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

Antioksidanlarin etki mekanizmalarin1 agiklamak ve antioksidan aktivite
kapasitelerini degerlendirmek igin birgok yontem mevcuttur. Antioksidanlarin
aktivitelerinin belirlenmesinde gesitli bulk lipid sistemleri veya bunlarin emiilsiyonlari,
oksitlenebilen bilesikler iceren sistemler ve baska cesitli substratlar uygulanmaktadir.
Cogunlukla arastirma stireglerini basitlestirmek ve hizlandirmak amaci ile uygun model
sistemler veya hizlandirilmis oksidasyon siiregleri kullanilir. Son yillarda antioksidan
aktiviteyi degerlendirmek i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir.ﬁg'67
Cesitli yontemlerin uygulanmasi ve belirli zorunluluklara sahip substratlarla test

yapilmasi antioksidanlarin aktivitelerinin karsilastirilmasinda bazi olumsuzluklara yol
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acar. Bu nedenle de kompleks orneklerin diizenli incelenmesi igin hizli, basit ve
giivenilir testler kullanilmas1 gerekir.

Uygulanan farkli test yOntemlerinin sonuglari antioksidan aktivite (AOA)
hakkinda kismi ayni zamanda simirli bilgiler verirler. Bu nedenle de bilesiklerin
aktivitelerini ayr1 ayr1 yontemlerle belirlemek ve uygulanan yontemlerin sinirlamalarini
degerlendirerek, yontemlerin hangi ortamda daha iyi kullanilacagin1 agiklamak gerekir.
Elde edilen deneysel bulgular, olumlu literatiir bilgileri ile karsilastirilarak yontemin arti
ve eksilerini gostermeli, ayn1 zamanda sonug ve tavsiyeleri degerlendirmek icin esas
olarak kullanilmalidir.®®

Antioksidan aktivite veya kapasiteyi bir mutlak deger olarak agiklamak zordur.
Bu nedenle de, uygulanan yontemden bagimsiz olarak, incelenen substratlarin
antioksidan  aktivitelerini  karsilastirmak i¢in uygun antioksidan standartlar
kullanilmalidir. Bu tiir standartlarin se¢ilmesinde en iyi yaklasim kimyasal 6zellikleri ve
fiziko-kimyasal karakteristikleri incelenen 6rneklere benzer maddelerin se¢ilmesidir. Bu
amaglarla sentetik antioksidanlar olan BHA, BHT ve dogal antioksidanlar o-tokoferol
ve askorbik asit yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak tarafimizdan yapilmis literatiir
arastirmas1 ve elde edilen degerlerin karsilastirilmasi standart olarak kullanilan bu
antioksidanlar igin ayni kosullarda farkhi degerlerin elde edildigini gostermistir.®*"® Bu
tir uyumsuzlugu dikkate alarak yukarida gosterilen antioksidanlarin radikal giderme ve
baska Ozelliklerinin incelenmesinin de gerekli oldugu diisiincesiyle bu calismayi da
gergeklestirdik. Ekstrelerin antioksidan ozelliklerini degerlendirmek igin yaygin olarak
kullanilan yontemler serbest radikal giderme, lipid peroksidasyonunu inhibe, metal

iyonu kelatlama, ve indirgeme kuvveti tayini yontemleridir.”*"
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2.10.1. Serbest Radikal GidermeY dntemi

Bilesiklerin ve ekstrelerin serbest radikal giderme aktivitesi spektrofotometrik ve
diger yontemlerle degerlendirilebilir.”®’" Spektrofotometrik yontemler antioksidanlarin
serbest radikal giderme kapasitelerini belirlemek icin stabil radikaller veya tutuklayici
ajanlardan faydalanan yaygin y<'5ntemlerdir.78‘79

Lipid oksitlesmesinin ilerleme basamagini serbest radikaller gelistirirler ve ayni1
zamanda bu basamakta farkl1 aktiviteye sahip olan ¢esitli radikaller (LOO’, LO’, L" vb.)
olusur. Radikal giderme aktivitesini degerlendirilmesinde ¢ogunlukla kismen dayanikli
olan DPPH’, ABTS™ gibi radikaller kullanilir.2*®? Dayanikli bir organik radikal olan
DPPH’ radikali saf bilesiklerin, ekstrelerin ve besinlerin AOA degerlendirilmesinde
genis olarak kullanilmaktadir (Sekil 2. 10).7’81’83'85

Bu yontem DPPH’1n alkol ¢6zeltisinde, hidrojen verebilen bilesigin varliginda

radikalin indirgenmesi sonucunda mordan saritya olan renk degisiminin 517 nm’de

Olglilmesine dayanir. DPPH radikali 517 nm’de maksimum absorbans gosterir. Hatano
ve ark.® tarafindan tanimlanan bu yéntem bazi degisiklerle kullanilmustir. Bu reaksiyon

sonucu DPPH gore non-radikale doniisiir. Belirli bir zaman araligindan sonra DPPH
radikalinin reaksiyon ortamindaki belirlenmis olan miktar1 antioksidanin radikal
giderme aktivitesi ile ters orantilidir. Bu yoéntemin duyarlilignt DPPHIn kuvvetli

absorbsiyon 6zelliginden kaynaklanir.®’

2.10.2. indirgeme Kuvveti Tayini

Indirgeme kuvveti tayininde orneklerin elektron vermeleri sonucu indirgeme
kuvvetleri spektrofotometrik olarak Slgiiliir. Bitki ekstrelerindeki rediiktantlar FeCNg s
kompleksinin Fe?* ye indirgenmesine neden olur. Bu yiizden Fe?* nin reaksiyon
ortamindaki varlig1 olusan Perl’s Prussion mavisinin 700 nm’de absorbansi 6lgiilerek

gézlemlenebilir.88
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NO,

Sekil 2.10. DPPH’in molekiil yapis1.*’

700 nm dalga boyundaki absorbansin artisi Fe?* miktarmimn, dolayisiyla
indirgemenin arttigimni gosterir. Ekstrelerin indirgeme 6zelligi genellikle rediiktantlarin
varligindan kaynaklanir. Indirgenlerin belli peroksitlerle reaksiyona girerek peroksit
olusumunu 6nledikleri bilinmektedir.®°

Tanaka ve ark.” antioksidatif etkinin iistel olarak indirgenme kuvvetinin
fonksiyonu olarak arttigin1 gdstermislerdir. Bu ise antioksidan aktivite ile indirgeme
kuvvetinin birlikte gelistigini gosterir. Bu nedenle de ekstrelerin antioksidan

aktivitelerinin indirgeme kuvvetlerine bagli oldugu diistintilmektedir.

2.10.3. Metal iyonu Kelatlama Yéntemi

Gecis metal iyonlarinin (Fez+, Cu2+), iz miktarlarinda, lipidlerin serbest radikal
mekanizmali peroksidasyon siirecini katalizledigi bilinmektedir. Demir iyonlarinin eser
miktarlarinin lipidlerin peroksitlesme siirecinde, zincirin ilerleme reaksiyonunu baslatan
serbest radikallerin olusmasina neden olduklari da agiklanmustir.” Ayn1 zamanda gegis
metal iyonlarmin peroksitleri peroksil ve alkoksil radikallerini pargalamakla da
peroksitlesme siirecini hizlandirabilirler. Clinkii olusan bu radikaller hidrojen alarak

stirdiirme yetenegine sahiptirler.
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Kelatlayici ajanlar ise gecis metal iyonlarini kelatlayarak, bunlarin peroksitlesme
stirecine sozi edilen etkilerini Onleyebilirler. Diger yonden, bitki ekstrelerinin lipid
peroksidasyonunu onleme mekanizmasini daha iyi anlamak i¢in bunlarin demir
iyonlarii kelatlama etkilerini dikkate almak da ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle de bitki
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde demir iyonlarini kelatlama

etkilerinin tayin edilmesi gerekir.

Ekstrelerde bulunan fenolik bilesikler ekstrelerin kelatlama aktivitesine ve
serbest radikal giderme kapasitelerine, yani her iki etkiye de neden olabilirler. Ancak
ekstrelerde baska kimyasal bilesikler de bulunabilir ve ekstrelerin total antioksidan
aktivitesine bunlar da katkida bulunabilirler. Gegis metallerinin az miktar1 lipid
peroksidasyonunda radikal zincir reaksiyonunun ilerlemesini baglatan serbest
radikallerin  olusumunu katalizlediginden kelatlayici ajanlar gegis metallerini
stabillestirmekle lipid peroksidasyonunu inhibe edebilirler.

Ekstrelerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme mekanizmalarin1i daha iyi
anlamak i¢in bunlarm demir iyonlarin1 kelatlama aktivitesini belirlemek antioksidan
aktivite yoniinden biiylik 6nem tasir. Bu aktivite degerlerinin énemli bir kelatlayici olan
EDTA esdegeri olarak degerlendirilmesi de dnemlidir.

Bir ge¢is metali olan demir fenton reaksiyonuyla peroksitlerden serbest
radikaller olusturma yetenegine sahiptir. Fenton reaksiyonundaki Fe?* nin derigimindeki
azalma oksidatif zararlari da azaltir.®® Metal iyonlar1 kelatlama aktivitesi ile oksidasyon
olay1 arasinda bir iliski kurulabilir. Fe** ve ferrozinin olusturdugu kompleks antioksidan
varhginda daha az olusur. Bu kompleks olusumu antioksidan miktariyla orantilidir.”

Demir iyonu Fenton Reaksiyonuyla lipid oksidasyonu tesvik eder.

Fenton Reaksiyonu; H,0, + Fe** — Fe®* + OH + OH" seklindedir.
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2.10.4. Flavonoid Miktar1 Tayini

Flavonoidler genellikle bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler
olduklar1 ve hidroksil gruplarindaki protonu kolay verebildikleri i¢in antioksidan
Ozellikleri vardir. Bu yontem flavanoidlerin miktarin1 standart madde kullanarak bu
maddenin esdeger miktar1 olarak verebilen bir yontemdir. Referans standart olarak

genellikle katekol kullanilir.

2.10.5. Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Hidroksil gruplarindan dolayr fenolik bilesiklerin proton verme yetenekleri
vardir. Ayrica polifenolik bilesikler insanda karsinojen ve mutajenleri azaltma etkisine
sahiptir.”® Fenolik bilesiklerin miktarini esdeger standart madde olarak belirleyen bir

yontemdir. Standart olarak genellikle gallik asit kullanilir.

35



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve Aletler

3.1.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan Juniperus Drupacea tiirii bitki Mersin yoéresinden ve

Hippophae Rhamnoides tiirii bitki meyvelenme déneminde Erzurum ili Tortum Ilgesi

yoresinden toplandi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Markasi
Etanol Reidel-de Haén % 99.7
HCI Reidel-de Haén % 37
Tween-20 Fluka
CCl, Sigma Aldrich % 99.9
FeCl;.6H,0 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) Sigma2 N
FeCl,.4H,0 Aldrich % 99
KsFe(CNg) Aldrich % 99
NH,;SCN Sigma % 99.7
Gallik Asit Sigma
Na,CO3 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
(¥)-a-Tocoferol Sigma % 95
DPPH Fluka % 85
Metanol Merck
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3.1.3. Alet ve Cihazlar

Arastirmanin yiiriitiilmesinde Tablo 3.2’de belirtilen alet ve cihazlar kullanildi.

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz Adx

Markasi

UV-Goriiniir Bolge Spekrofotometre
Su Banyosu
Santrifiij
Hassas Terazi
Vorteks
Sokshlet Cihaz1
Doner Buharlastiric (Rotary Evoparatdr)
Desikator
Homojenizator
Blender
pH Metre
Liyofilizator
Otomatik Pipetler
Ultrasonik Banyo
Etiiv
Vakum Pompasi
HPLC Sistemi
Degazer
Pompa
Kolon
Oto Ornekleyici
UV-Dedektor

Floresans Dedektor

Thermo spectronic-HEELOS f
Memmert
Hettich-EBA 20
Mettler Toledo
Isolab Laborgerat VM-20
fldam
Heidolph Laborota
fldam
Ka T 65 D Ultra-Turrax
Biohit
Mettler Toledo
Labconco
Eppendorf Research
Elma LC 30
Memmert
Phenomenex
Agilent Technologies 1200 Series
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Cis, 5 um, 250 x 4.6 mm, USA
Agilent Technologies
Agilent 1200 series
Agilent 1200 series
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3.2. Deneysel Calismalar ve Yontemler
J.D. ve H.R. bitki yapraklarindan ekstrelerin elde edilmesi igin yapilan
ekstraksiyon islemleri ve ekstrelerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan

analitik islemler bu béliimde verildi.

3.2.1. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1.1. Radikal Giderme Aktivite Tayini Icin Cézeltilerin Hazirlanmasi

100pg/mL DPPH (1-1 difenil 2-pikril hidrazil) Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg DPPH ilk 6nce bir miktar etanolde ¢6ziildii ve daha sonra hacim etanol
ile 100 mL’ye tamamlandi. Cozelti 151k etkisinden korunmas igin etrafi aliiminyum
folyo ile sarildi.

3.2.1.2. indirgeme Kuvveti Tayini icin Céozeltilerin Hazirlanmasi

0.2 M pH 6.6 Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

Iki tablet PBS yaklasitk 180 mL saf suda ¢oziildii, pH metre yardimiyla
¢ozeltinin pH’1 6.6 olacak sekilde 0.1 M HCI ile ayarlandi ve hacim saf su ile 200
mL’ye tamamland.

% 1’lik K3Fe(CNg) Cozeltisi Hazirlanmasi

1.5 gr KsFe(CNg) ilk 6nce bir miktar saf suda ¢o6ziildii ve hacim 150 mL’ye saf
su ile tamamlandi.

% 10’luk Triklorasetik Asit (TCA) Cozeltisinin Hazirlanmasi

15 gr TCA ilk 6nce bir miktar saf suda ¢6ziildii ve hacim 150 mL’ye saf suyla
tamamlandi.

% 0.2’lik FeCl; Cozeltisinin Hazirlanmasi

83 mg FeCl3.6H,0 ilk 6nce bir miktar saf suda ¢oziilmesi saglaniktan sonra

hacim 50 mL’ye saf suyla tamamlandi.
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3.2.1.3. Metal Iyonu Kelatlama Aktivite Tayini I¢in Cozeltilerin
Hazirlanmasi

2mM FeCl, Cozeltisinin Hazirlanmasi

3.9 mg FeCl,.4H,0 alinip 10 mL’lik balon jojeye konuldu bir miktar saf suda
lyice ¢Oziilmesi saglandiktan sonra hacmi saf suyla 10 mL’ye tamamlandi.

5mM Ferrozin Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mL’lik balon jojeye 24.6 mg ferrozin konulduktan sonra bir miktar saf suda
¢oziinmesi saglandi ve hacmi 10 mL’ye saf suyla tamamlandi.

3.2.1.4. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini I¢in Cézeltilerin
Hazirlanmasi

% 2’lik Na,CO3 Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL’lik balon jojeye 2 gr Na,CO3 konulduktan sonra bir miktar saf suda tam
olarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye saf suyla tamamlandi.

3.2.2. Bitki Ekstrelerinin ve Hayvan Gruplarimn Hazirlanmasi

3.2.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

J.D. bitkileri Mersin yoresinden ve H.R. bitkileri Tortum-Erzurum yoresinden
toplandi. Bitkilerin meyve kisimlari oda ortaminda kurutulduktan sonra blenderde
ogiitiildii. Daha sonra su ve etanole gore apolar bir ¢dziicii olan eter ile ekstraksiyon i¢in
soxhlet diizenegi kuruldu ve su banyosunda renksizlesene kadar ekstraksiyona devam
edildi. Eterle ekstraksiyondan geride kalan bitki kalintist etanol ile 37 °C’de 3 kez 9 saat
calkalamali su banyosunda ekstraksiyon yapildi. Daha sonra etanol ekstraksiyonundan
geride kalan bitki kalintist saf su ile 37 °C’de 3 kez 9 saat galkalamali su banyosunda
ekstraksiyon yapildi. Elde edilen eter ve etanol ekstreleri siiziildii ve koyulasana kadar
evoparatorde ¢oziiciisii uguruldu, azot atmosferinde kurutuldu ve kalan kisim vakumlu

desikatorde muhafaza edildi. Su ekstreleri siiziildiikten sonra liyofilizatorde Sum-Hg
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basing altinda -50 °C’de kurutuldu ve buzdolabinin derin dondurucu kisminda muhafaza
edildi.

J.D. ve H.R. bitki yapraklarinin ekstraksiyon semas1 Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Toz Haline Getirilmis Bitki

Eter ile Ekstraksivon
l ¥
Eter Ekstresi Bitkd Kalintisi

Etanol ile Ekstraksivon

Etanol Ekstresi Bitkd Kalintisi

Su ile Ekstraksivon

| |

Su Elkstresi Bitki Kalintis

Sekil 3.1. J.D. ve H.R. bitkilerinin ekstraksiyon semasi

3.2.2.2. Hayvan Gruplarinin Hazirlanmasi Doku ve Kan Orneklerinin
AliInmasi

Hayvan deneylerinin yapilabilmesi igin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Bagkanliginin 06.11.2011 tarihli ve 74 sayili Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Karar1 alindi. Deney hayvanlari albinostar cinsi ratlar olup hepsi disi ve
ortalama agirliklar1 ise 250 gr olacak sekilde Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlart
Arastirma Merkezinden BAP Projesi kapsaminda temin edildi. Karaciger toksisitesi
olusturulacak hayvanlara CCly intraperitonal olarak 0.6 mL/kg denek olacak sekilde

verildi. Bitki ekstreleri H.R. ve J.D. ise 500 pg/kg denek olacak sekilde oral olarak
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verildi. 1. giin hayvanlara beslenme sekillerine gore bitki ekstreleri ya da zeytinyagi
verildi. 2. giin CCly verilecek gruplara verilip 30 dk sonra yine beslenme sekillerine
gore bitki ekstreleri ya da zeytinyagi verildi. 3. giin ise karbon monoksit (CO) gazi
altinda anestezi ile eksitasyon yapildi. Eksitasyon sonrasi patolojik degerlendirme igin
doku &rnekleri % 10 formalin igine alinarak Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji
Laboratuvarina verildi. Karaciger dokular1 alinarak -80 C’de analize kadar muhafaza
edildi. Ayrica ALT, AST tayini icin Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Biyokimya Laboratuarina verilmek {lizere kan 6rnekleri de alindi. Tablo 3.1’de deney
hayvanlarinin gruplandirilmalari verildi.

Tablo 3.3. Deney hayvanlarinin gruplandiriimasi.

Grup Adi Beslenme Sekli e Ehstre
(0.6 mL/kg) (500 pg/kg)

Kontrol Yem - -
Negatif Kontrol Yem + -
J.D. Eter Yem - +
J.D. Eter + CCl, Yem + +
J.D. Etanol Yem - +
J.D. Etanol + CCl, Yem + +
J.D.Su Yem - +
J.D. Su + CCl, Yem + +
H.R. Eter Yem - +
H.R. Eter + CCl, Yem + +
H.R. Etanol Yem - +
H.R. Etanol + CCl, Yem + +
H.R. Su Yem - +
H.R. Su + CCl, Yem + +
Zeytinyagi Yem - -
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3.2.3. Spektrofotometrik Yontem Calismalar:

3.2.3.1. DPPH Radikal Giderme Tayini

H.R. ve J.D. bitki ekstreleri, BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol’iin serbest
radikal giderme aktiviteleri DPPH kullanilarak Shimada ve ark.’nin®* yontemine gore
yapildi. DPPH’mn etanoldeki 100 pg/mL derisimde ¢6zeltisi hazirlandi. Ekstreler elde
edildikten sonra ¢ozelti hazirlamada seyreltme islemleri etanol ile yapildi (100-1000
pug/mL). Yontem calismasinda 1 mL bitki ekstre ¢ozeltisinden alinarak aliiminyum
folyo ile sarili deney tiipiine koyulduktan sonra tizerine 3 mL DPPH ¢o6zeltisi eklendi ve
30 dakika karanlikta bekletildi. Karisim vortekslenip etanole karsi 517 nm dalga
boyunda absorbansi okundu. Kontrol olarak antioksidan igermeyen ¢ozelti kullanildi.
Daha diigiik absorbans ekstrelerin daha yiiksek radikal giderme yetenegini gosterir. %
radikal giderme aktivitesi asagidaki formiille gére hesaplandi:

% Radikal giderme: [(Ao-A1/Ap) X 100]

Aj: Reaksiyon karisiminin absorbans degeri.

Ag: Radikal ¢6zeltisinin absorbans degeri.

3.2.3.2. indirgeme Kuvveti Tayini

Ekstrelerin indirgeme kuvvetinin tayini Oyaizu®® yontemine gore yapildi. 1mL
ornek deney tiipiine alindi ve tizerine 2 mL fosfat tamponu (0.2 mM pH 6.6) ve 2 mL
potasyum ferri siyaniir [% 1 KzFe(CN)g] eklenip vortekslendi. Karisim 50 °C de 20 dk
su banyosunda bekletildi. % 10’luk TCA’nin 2 mL‘si ilave edilip 2500 rpm
(devir/dakika)’de 10 dk santrifuj edildi. Santrifuj sonunda berrak kisimdan 2 mL alinip
tizerine 2 mL saf su ilave edildi. Karisima 0.5 mL FeCl; (% 0.1) ilave edilip 10 dk sonra
700 nm’de absorbans Olgiildii. Absorbanstaki artis indirgeme kuvvetinin arttigini

gosterir. Vitamin E ve vitamin A kontrol olarak kullanildu.
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3.2.3.3. Metal Iyonlan1 Kelatlama Aktivite Tayini

Ekstrelerin Fe?* kelatlama aktivitesi Dinis ve ark.*® yontemine uygun olarak
yapildi. Ekstrelerin 10 mg/mL’ lik stok ¢ozeltisi etanolde hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltiden 1-10 mg/mL derisim araliginda ¢6zeltiler hazirlandi. Her ¢ozeltiden 1 mL
alind1 ve tlizerine 3.7 mL etanol ilave edildi. Daha sonra sirasiyla 0.1 mL FeCl, (2mM)
ve 0.2 mL 5mM ferrozin ilave edilip 10 dk sonra 562 nm’de her bir 6rnegin FeCl, ve
ferrozin i¢cermeyen koriine karsi absorbans olgiildii. Referans olarak EDTA ¢ozeltisi
kullanildi. % Metal iyonu kelatlama asagidaki formiille hesaplandi.

% Kelatlama: (Ao-A1/Ap)x100

A;: Ornegin absorbans degeri; Ag: Kontroliin absorbans degeri

3.2.3.4. Toplam Fenolik Bilesiklerin Tayini

Ekstrelerde fenolik bilesiklerin miktar tayini FCR ile gergeklestirildi.94 200 pL
numune (ekstre) ¢ozeltisi alind1 ve hacim % 0.3’liikk HCI ile 500 pL’ye tamamlanda.
Karisimdan 200 pL alind1 4 mL % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisine eklendi. 2 dk sonra 200 puL
FCR ilave edilip 30 dk sonra 750 nm’de absorbans 6lgiildii. Kor olarak % 2’lik Na,CO3
¢ozeltisi kullanildi. Sonuglar ekstre basina esdeger gallik asit miktar1 olarak verildi.

3.2.4. Kromatografik Yontem Calismalar:

Karatas ve Kamlsh95 yaptiklar1 ¢calismada IR ve mikrodalgada kuruttuklar1 kays1
numunelerinde  malondialdehit, retinol ve a-tokoferolin  miktar  tayinini
gerceklestirmiglerdir. Bu ¢alismada kaysi numunelerinde retinol ve a-tokoferoliin
HPLC ile analizi igin bir ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Calismamizda karaciger
dokularinda retinol ve a-tokoferoliin ekstraksiyon islemi icin Karatas ve Kamish™®
tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek kullanildi. UV dedektorlic HPLC
yontemiyle retinol ve a-tokoferoliin karaciger dokularinda miktar tayini igin literatiirde

mevcut olan yontemler modifiye edilerek kullanildi. Ayrica karaciger dokusunda retinol
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ve a-tokoferoliin es zamanli miktar tayini i¢in floresans dedektorlic HPLC yontemi de
gelistirilip valide edildi ve karaciger toksisitesi olusturulmus ratlarin karaciger
dokularinda miktar tayini gergeklestirildi. HPLC c¢alismasinda, uygulanan yontem
sartlar1 Tablo 3.4’de verildi.

a-Tokoferol ve Retinoliin Dokudan Sivi-Sivi Ekstraksiyon Prosesi

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

2. Final derisimi 200 ug/mL olacak sekilde a-tokoferol asetat (1S) eklendi.

3. Belirli derisimlerde retinol ve a-tokoferol eklendi.
4. 1 mL soguk etanol eklendi ve vortekslendi.
5. 5 mL hekzan eklendi ve tiiplerin agz1 kapatilarak 5 dk vortekslendi.

6. 4000 rpm de 10 dk santrifiijlendi.

7. Organik faz alindi, oda kosullarinda azot gazi altinda uguruldu.
HPLC Analizi;

1. 1 mL etanolde ¢oziildii.

2. 30 saniye karistirildi.

3. 45 um gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildi.
4. Otomatik pipetle viallere koyuldu.
5. 10 uL HPLC sistemlerine enjekte edildi.

Tablo 3.4. HPLC yontem sartlar

Kolon Cis (5 um, 150 x 4.6 mm)

Dedektor UV ve Floresans

Dalga boyu UV dedektor i¢in 292 nm

Eksitasyon dalga boyu ARetinol:328 nm AToc:293 nm AToc Act:284 nm
Emisyon dalga boyu ARetinol:480 nm AToc:330 nm AToc Act:310 nm

0-3 dk: Metanol/Asetonitril (80:20, h/h)
3-5,5 dk: Metanol/Asetonitril/Su (75:20:5, h/h/h)
Kolon akis hiza ImL/dk

Hareketli faz gradient

Enjeksiyon hacmi 10 uL
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Radikal Giderme

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

aktivite dlciimleri Shimada ve ark.’nin®® yéntemine gére yapildi. Ekstreler 100-1000

pug/mL derisim araliginda kullanildi. Sonuglar Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 - 4.3’te verildi. En

yiiksek aktiviteyi J.D. bitkisi su ekstresi gosterdi (% 51.42).

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

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

% DPPH Radikal Giderme

H.R. J.D. Standartlar

. 4 © .—z
Derisim Eter Etanol Su Eter Eanol Su & BHA 2.
(ng/mL) < A

0 <
100 220 252 27 241 244 254 834 951 938
200 235 254 287 269 281 274 948 953 959
400 253 276 352 308 348 343 952 959 97.3
600 264 300 421 342 395 412 950 972 986
800 286 305 453 356 469 458 955 967 99.1
1000 283 306 486 391 500 514 949 974 997
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0 200 400 600 800 1000
Derigim (pg/mL)

—+—HR Eter —8—H.R Etanol —&—H.R. Su o-Tokoferol —#—BHA —e—Asc. Asit

Sekil 4.1. H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstreleri ile standartlarin (a-tokoferol, BHA,
askorbik asit) 100 pg/mL DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri

100

20
80
70
60
50
40

30
20

% DPPH Radikali Giderme

10

0 200 400 600 800 1000
Derigim (pg/mL)

—+—J D Eter —#—J.D. Etanol ——J.D. Su —&— o-Tokoferol —#— BHA —8— Asc. Asit

Sekil 4.2. J.D. bitkisinin eter, etanol ve su ekstreleri ile standartlarin (a-tokoferol, BHA,
askorbik asit) 100 pg/mL derisimdeki DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri
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100 94,9
90 A
80 1
70 A

50 -
39,1
40 -

30
20 -
10

% DPPH Radikali Giderme

J.D Eter JD Etanol JD.Su H.R._Eter HREtanol HR.Su  g-Tok. BHA Asc. Asit

Sekil 4.3. Askorbik asit, BHA ve a-tokoferol ile H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su
ekstrelerinin (1000 pg/mL) serbest radikal giderme aktiviteleri

4.1.2. indirgeme Kuvveti

J.D. ve H.R. bitkilerinin ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri Oyaizu yontemine
gore belirlendi.®? Ekstrelerin miktarlar1 100-1000 pug/mL derisim aralifinda alind.
Calismamizda tim ekstrelerin belli bir indirgeme kuvveti aktivitesine sahip oldugu
tespit edildi. Sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil 4.4 - 4.6°da verildi. En yiiksek aktivite J.D.
bitkisi eter ekstresinde tespit edildi.

Tablo 4.2. J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kuvveti
degerleri (N=6)

Derisim Absorbans Degerleri 700 nm
(ng/mL) 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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Sekil 4.4. H.R. bitkisi eter, etanol ve su ekstreleri indirgeme kuvvetlerinin derisime baglilig
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Sekil 4.5. J.D. bitkisi eter, etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerinin derisime

baglilig
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Sekil 4.6. Retinol, a-tokoferol ile J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin 100

ug/mL derigimlerindeki indirgeme kuvvetleri

4.1.3.Metal iyonu Kelatlama Aktivitesi

J.D. ve H.R. bitkileri eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe** iyonlarmi kelatlama

aktivitesi Dinis ve ark.’nin® yontemine gore yapildi. Ekstrelerin metal iyonu kelatlama

aktiviteleri derisime bagl olarak arastirildi. En fazla metal iyonu kelatlama aktivitesini

J.D. bitkisi eter ekstresi gosterdigi tespit edildi (% 73.96). Sonuglar Tablo 4.3 ve Sekil

4.7 - 4.9°da verildi.

Tablo 4.3. J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe** iyonlarimi kelatlama
aktiviteleri (n=6)

% Metal Iyonu Kelatlama

J.D. H.R.
Derisim Eter Etanol Su Eter Etanol Su
(mg/mL) Ekstresi Ekstresi Ekstresi  Ekstresi  Ekstresi  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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Sekil 4.7. J.D. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe ** iyonlarini kelatlama aktiviteleri
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Sekil 4.8. H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe** iyonlarim kelatlama aktiviteleri
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Fe iyonu Kelatlama Aktiviteleri
T2
H.Rhamnoids Su || 42181
H.Rhamnoids Etanol || 5368
H.Rhamnoids Eter || 22131
J.Drupacea Su || 54152
J.Drupacea Etanol || 23161
J.Drupacea Eter || 7196
[
0 20 40 60 80
% Metal iyonu Kelatlama

* EDTA i¢in 5 mg/mL de aktivite degeri % 99.8° dir.

Sekil 4.9. H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin 5 mg/mL derisimde Fe **
iyonlarini kelatlama aktiviteleri

4.1.4. Fenolik Bilesik Miktari
Fenolik bilesik miktar1 FCR yontemiyle yap11d1.94 Sonuglar esdeger miktar gallik

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

06 - y =1,0015x
R?*=0,9974
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Sekil 4.10. Gallik asidin standart egrisi
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Tablo 4.4. H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin
esdeger gallik asit olarak miktar1 (n=6)

Esdeger 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 Yontemler

4.2.1. HPLC Yontemi

4.2.1.1. Standart Calisma ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

200 pg/mL’lik a-tokoferol stok ¢ozeltisinden etanol ile 1.0, 2.5, 5, 10, 20, 30 ve
40 ug/mL derisimlerde standart calisma ¢ozeltileri ve 1.5, 7.5 ve 25 pg/mL derisimlerde
kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. 200 pg/mL derisimde retinol ¢dzeltisinden etanol ile
seyreltilerek 0.5, 1.0, 2.5, 5, 10 ve 20, ug/mL derisimlerde standart ¢alisma ¢ozeltileri
ve 0.75, 3.0 ve 15 pg/mL derisimlerde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.
Calismamizda o-tokoferol asetat internal standart (IS) olarak kullanildi. o-Tokoferol
asetat (molekiil agirligi: 452.8 g/mol) standartindan 500 pg/mL derisime sahip stok
¢ozelti hazirlandi. Calismalarda 200 pg/mL derisimde o-tokoferol asetat (internal
Standart, 1S) ¢6zeltisi kullanildi.

a-Tokoferol ve retinol standart ¢aligsma ¢ozeltilerine 200 pg/mL derisimde IS (a-
tokoferol asetat) ¢ozeltisi eklendi ve elde edilen ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte
edildi ve kromatogramlar1 alindi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.11 - 4.14’te

verildi.
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Sekil 4.11. 200 pg/mL derisimde IS igeren 10 pg/mL a-tokoferol standart ¢alisma
¢ozeltisinin HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 4.12. 200 ug/mL derisimde IS igeren 10 pg/mL o-tokoferol standart c¢alisma
cozeltisinin HPLC-Floresans kromatogrami
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Sekil 4.13. 200 pg/mL derisimde IS igeren 10 pg/mL retinol standart calisma
c¢ozeltisinin HPLC-UV kromatograma.
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Sekil 4.14. 200 pg/mL derisimde IS igeren 10 pg/mL retinol standart g¢alisma
¢ozeltisinin HPLC-Floresans kromatogrami
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4.2.1.2. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusal Arahk

200 pg/mL derisimde IS bulunduran 1-40 ug/mL derisim araligindaki o-
tokoferol ve 0.5-20 pg/mL derisim araligindaki retinol standart calisma ¢ozeltileri
HPLC sistemine enjekte edildi ve kromatogramlar1 alindi. Kromatogramlardan
maddelerin ve 1S’in pik alanlar1 tespit edildi. Maddelerin (a-tokoferol ve retinol)
derisimlerine karsilik maddelerin (a-tokoferol ve retinol) pik alanlarimin IS’in pik
alanma oranlar (a-tokoferol pik alani/IS pik alani ve retinol pik alani/IS pik alani)

grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.15 - 4.18).

y=0,1858x + 0,0246
R?=0,0994

Alan Orani

0 10 20 30 40 50
Derigim (ug/mL)

Sekil 4.15. HPLC-Floresans yontemi ile elde edilen a-tokoferol standart calisma
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.16. HPLC-UV yontemi ile elde edilen a-tokoferol standart ¢alisma ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisi.

y = 0,0948x + 0,0089
18 1 R? =1

0 T

0 5 10 15 20 25
Derigim (pg/mL)

Sekil 4.17. HPLC-Floresans yontemi ile elde edilen retinol standart calisma
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.18. HPLC-UV yontemi ile elde edilen retinol standart ¢alisma ¢ozeltilerinin

kalibrasyon egrisi

HPLC-UV ve HPLC-Floresans yontemlerinin a-tokoferol ve retinol igin elde

edilen kalibrasyon egrilerinin regrasyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo

4.5’de verildi.

Tablo 4.5. a-tokoferol ve retinol standart maddeleri ile hazirlanan standart ¢alisma
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerine ait istatistiksel analiz degerleri

CA LR? Sa Sb R
Yontem (ng/mL)
HPLC-FD a-tokoferol 1-40 y=0.1858x + 0.0246  0.0051  0.0158 0,9996
HPLC-UV a-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

CA: galisma aralig1, a: 6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi1 Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi
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Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

ICH (International Conference on Harmonisation) kilavuzlarina uygun olarak
HPLC yo6nteminin gézlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin alt siir1 (LOQ) degerleri
tespit edildi. Ilk olarak UV ve floresans dedektédrlerle HPLC sisteminde o-tokoferol ve
retinol standart ¢alisma ¢ozeltilerinin kromatogramlar1 alindi. Bu kromatogramlardan
sinyal/giiriiltii (S/G) oranlari tespit edilerek S/G orani degerinin 3 oldugu derisim degeri
LOD ve S/G orani degerinin 10 oldugu derisim degeride LOQ olarak belirlendi. UV ve
floresans dedektorlii HPLC yonteminin a-tokoferol i¢in LOD degerleri sirasiyla 0.220
ve 0.053 pg/mL LOQ degerleri ise sirasiyla 0.712 ve 0.150 pg/mL olarak tespit edildi.
Retinol i¢in UV ve floresans dedektorlii HPLC yonteminin LOD degerleri sirasiyla
0.025 ve 0.050 pg/mL LOQ degerleri ise sirasiyla 0.100 ve 0.257 pg/mL olarak
belirlendi.

Dogruluk ve Kesinlik

Giini¢i ve glinler aras1 degiskenler kullanilarak yontemin dogrulugu ve kesinligi
belirlendi. Hazirlanan ti¢ farkli derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (ayni
yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1 giin i¢inde 6 defa) ve giinler aras1 (ayn1 yontem
ve ayni laboratuvarda 6 farkli giinde 6 defa) analizleri gergeklestirildi. Elde edilen
verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil hatas1 ve bagil standart sapmas1 belirlendi.
Dogruluk bagil hatayla [% BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve
kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.6

- 4.9).
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Tablo 4.6. Retinol igin HPLC-UV yo6nteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi

Eklenen BulunantSSs Dogruluk  Kesinlik Bulunan + SS Dogruluk  Kesinlik

(ug/mL) (ug/mL) %BH  %BSS (ug/mL) %BH  %BSS
0.75 1.480+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: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, n=6

Tablo 4.7. Retinol i¢in HPLC-Floresans yonteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Glinigi Ginler arasi

Eklenen BulunanSS Dogruluk  Kesinlik Bulunan + SS Dogruluk  Kesinlik

(ng/mL) (ng/mL) %BH  %BSS (ug/mL) %BH  %BSS
0.75 0.80120.01 6.840 1.180 0.816£0.01 7.800 1.715
3 3.2600.02 7.720 0.459 3.292:0.04 7.733 1.245

15 15.8400.09 5.660 0.561 16.840+0.18 7.260 1.080

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

Tablo 4.8. a-Tokoferol i¢cin HPLC-Floresans yonteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Glinigi Ginler arasi

Eklenen BulunanSS Dogruluk  Kesinlik Bulunan + SS Dogruluk  Kesinlik

(ng/mL) (ug/mL) % BH % BSS (ug/mL) % BH % BSS
15 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: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, n=6
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Tablo 4.9. a-Tokoferol i¢in HPLC-UV yo6nteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Giin igi Ginler arasi

Eklenen BulunantSSs Dogruluk  Kesinlik Bulunan + SS Dogruluk  Kesinlik

(ng/mL) (ng/mL) %BH  %BSS (ug/mL) %BH  %BSS
15 1.480+0.01 -1.330  0.140 1.460+0.01 2660  0.822
75 7.430+0.01 0930  0.027 7.350+0.01 2000  0.136
25 25.070+0.01 0.280 0.044 24.630+0.02 -1.480  0.070

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

4.2.2. HPLC Doku Calismasi

4.2.2.1. Doku Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Analizi

Atatiirk Universitesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden alman ratlarin
karaciger dokularindan a-tokoferol ve retinol i¢in sirasiyla 1-40 ug/mL ve 0.5-20
pug/mL ¢alisma araliklarinda ve 200 pg/mL IS igerecek sekilde ekstraksiyon yapildi ve

HPLC sistemine verildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.19- 4.23°de verildi.
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Sekil 4.19. 200 pg/mL derisimde IS ve 10 pg/mL derisimdeki retinol igeren doku
¢ozeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV kromatogrami
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o-Tokoferol Asetat

Sekil 4.20. 200 pg/mL derisimde IS ve 10 pg/mL derisimdeki retinol igeren doku
cozeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans kromatogrami
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Sekil 4.21. 200 pg/mL derisimde IS ve 30 pg/mL derisimdeki a-tokoferol igeren doku
¢ozeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans kromatogrami
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Sekil 4.22. 200 pg/mL derisimde IS ve 30 pg/mL derisimdeki a-tokoferol iceren doku
¢ozeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 4.23. Kontrol grubu dokunun HPLC-UV kromatogrami
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4.2.2.2. Yontem Gecgerlilik Testleri ve Sonuclar (Validasyon)

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusal Arahk

Ratlarin karaciger dokularindan a-tokoferol ve retinol igin sirasiyla 1-40 pg/mL
ve 0.5-20 pg/mL calisma araliklarinda ve 200 pg/mL 1S igerecek sekilde ekstraksiyon
yapildi ve HPLC sistemine enjekte edildi. Kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlari
belirlendi. a-Tokoferol ve retinol ¢6zelti derisimlerine karsi, o-tokoferol ve retinol pik
alanlarinin IS pik alanina oranlarimin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrileri elde

edildi (Sekil 4.24 - 4.27).

1,2

y =0,0229x+ 0,1702
R?=0,9936

Alan Orani

0 10 20 30 40 50

Derigim (pg/mL)

Sekil 4.24. Doku ¢alismasinda HPLC-Floresans yontemi ile elde edilen retinol standart
calisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.25. Doku ¢alisgmasinda HPLC-UV yontemi ile elde edilen retinol standart galisma
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi.

8 - y =0,1555x + 1,5672 ¢
R?=0,9907
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Sekil 4.26. Doku calismasinda HPLC-Floresans yontemi ile elde edilen a-tokoferol standart
calisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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R?=0,9936

Alan Orani

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Derigim (pg/mL)

Sekil 4.27. Doku ¢alismasinda HPLC-UV yontemi ile elde edilen a-tokoferol standart ¢aligma
cozeltilerinin kalibrasyon egrisi

Doku orneklerinde HPLC-UVve HPLC-Floresans yontemlerinin a-tokoferol ve
retinol i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin regrasyon esitliklerinin istatistiksel analiz
sonuclar1 Tablo 4.10°da verildi.

Tablo 4.10. Doku orneklerinden ekstrakte edilen a-tokoferol ve retinol i¢in hazirlanan

kalibrasyon egrilerine ait istatistiksel analiz degerleri

CA LR? Sa Sh R
Yontem (ug/mL)
HPLC-FD a-tokoferol 1-40 y=0.1555x + 1.5672  0.0042  0.0394 0,9953
HPLC-UV a-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

CA: galisma aralig1, a: 6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi
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Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Doku ¢alismasinda, FAD (Food and Drug Administration) kilavuzlarina uygun
olarak HPLC yonteminin LOQ ve LOD degerleri tayin edildi. Doku 6rneklerinden elde
edilen o-tokoferol ve retinol ¢o6zeltilerinin UV ve Floresans dedektorliic HPLC
sisteminde kromatogramlar1 alindi. Bu kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G) orani
degerinin 3 oldugu derisim degeri LOD ve S/G orami degerinin 10 oldugu derisim
degeri ise LOQ olarak belirlendi. a-Tokoferol i¢in UV ve floresans dedektorlerlit HPLC
yonteminin LOD degerleri sirastyla 0.670-0.120 ug/mL ve LOQ degerleri ise sirasiyla
1.964-0.281 pg/mL olarak tespit edildi. Retinol i¢cin UV ve floresans dedektorlerlii
HPLC yonteminin LOD degerleri sirasiyla 0.400-0.950 pg/mL ve LOQ degerleri ise
sirastyla 1.232 — 0.257 ug/mL olarak belirlendi.

Dogruluk, Kesinlik ve Geri Kazanim

Yontemin dogrulugu, kesinligi giin i¢i ve glinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Hazirlanan ti¢ farkl derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri ve 200 pg/mL derisimdeki IS
cozeltisi dokuya eklenip ekstrakte edildikten sonra doku kalite kontrol ¢ozeltileri elde
edildi. Bu ¢ozeltilerde giini¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1 giin i¢inde
6 defa) ve giinler aras1 (ayni laboratuvarda ayni yontem ile 6 farkli glinde 6 defa)
analizleri gergeklestirildi. Elde edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil hatasi
ve bagil standart sapmasi degerleri belirlendi. Dogruluk bagil hatayla [% BH= (bulunan
deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil standart sapma ile [% BSS

= (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.11 - 4.14).
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Tablo 4.11. Doku orneklerinde retinol i¢in HPLC-Floresans yonteminin dogruluk ve
kesinlik degerleri

Gilinigi Giinler Arasi

Eklenen  Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik % Geri  BulunantSS Dogruluk Kesinlik % Geri
(ng/mL) (ng /mL) %BH %BSS Kazamm (ng /mL) %BH %BSS Kazamm

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 98533 14.640+0.10 -2.400 0.696  97.600
SS: standart sapma, BH: bagil hata, BSS: bagil standart sapma, n=6

Tablo 4.12. Doku 6rneklerinde retinol i¢in HPLC-UV yonteminin dogruluk ve kesinlik
degerleri

Gilinici Giinler Arasi

Eklenen  BulunantSS  Dogruluk Kesinlik % Geri  Bulunan£SS Dogruluk Kesinlik % Geri
(ng/mL) (ng /mL) %BH %BSS  Kazanim (ng /mL) %BH %BSS  Kazanim

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 2513  98.666 14.650+0.41 -2.330 2812  97.667
SS: standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, n=6
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Tablo 4.13. Doku 6rneklerinde a-tokoferol i¢in HPLC-Floresans yonteminin dogruluk

ve kesinlik degerleri

Giin ici Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan£SS Dogruluk Kesinlik % Geri  BulunantSS Dogruluk Kesinlik % Geri
(ng/mL) (ng /mL) %BH %BSS Kazamm (ng /mL) %BH %BSS Kazamm
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: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, n=6

Tablo 4.14. Doku 6rneklerinde a-tokoferol icin HPLC-UV yonteminin dogruluk ve

kesinlik degerleri

Gilinici Giinler Arasi
Eklenen  BulunantSS Dogruluk Kesinlik 9% Geri  BulunantSS Dogruluk Kesinlik % Geri
(ng/mL) (ng /mL) %BH %BSS Kazamim (ng /mL) %BH %BSS Kazanim
15 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 4173 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: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, n=6
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4.3. Ger¢ek Numunelerde-Hayvan Dokularinda a-Tokoferol ve Retinol

Analizleri

Boliim 3.2.2.2°de verildigi sekilde ratlara bitki ekstreleri verildi ve karaciger

dokulari ile kan numuneleri alindi. Dokularda a-tokoferol ve retinol miktar tayinleri

gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.15°te verildi.

Tablo 4.15. Hayvan gruplarinda retinol ve a-tokoferol analiz sonuglari

UV DEDEKTOR FLORESANS DEDEKTOR
Grup Adr RETINOL ~ o-TOKOFEROL ~ RETINOL  a-TOKOFEROL
MIKTARI MIKTARI MIKTARI MIKTARI
(ng/0.1 g Doku)

Negatif Kontrol (CCl,) 1.78 Olgiilemedi Olgiilemedi  Olgiilemedi
Zeytinyagi 12.124 Olgiilemedi 10.285 2.541
Cal1 Gagast Su Ekstresi +CCly 2.651 Olgiilemedi 2.625 Olgiilemedi
Cal1 Gagast Su Ekstresi 11.356 2.58 6.942 3.103
Cal1 Gagas1 Etanol Ekstresi +CCl,  Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi
Cal1 Gagas1 Etanol Ekstresi 7.158 Olgiilemedi 5.963 3.354
Andiz Su Ekstresi+CCl, Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi
Andiz Su Ekstresi 1.35 Olgiilemedi Olgiilemedi 3.842
Andiz Etanol Ekstresi +CCl, Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi 0.215
Andiz Etanol Ekstresi Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi 3.347
Cali Gagas1 Eter Ekstresi+CCl, Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi
Cal1 Gagas1 Eter Ekstresi Olgiilemedi Olgiilemedi 0.62 0.635
Andiz Eter Ekstresi +CCl, Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi Olgiilemedi
Andiz Eter Ekstresi 1.071 Olgiilemedi 0.410 1.320
Kontrol 9.125 12.365 6.53 5.734
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4.4. Biyokimyasal Calismalar
Deney Hayvanlarindan alinan kan numuneleri ALT, AST ¢alismasi i¢in Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Yakutiye Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda

yapildi. Hayvan gruplarina gore elde edilen sonuglar Tablo 4.16’da verildi.

Tablo 4.16. Hayvan deney gruplarinin ALT ve AST degerleri

HAYVAN GRUBU AST ALT
Kontrol 163 45
Negatif Kontrol (CCl,) 2858 516
Cal1 Gagas1 Su Ekstresi+CCly 1002 318
Cal1 Gagast Su Ekstresi 75 37
Cal1 Gagas1 Etanol Ekstresi +CCl, 3849 841
Cal1 Gagas1 Etanol Ekstresi 135 52
Andiz Su Ekstresi+CCly 2251 1237
Andiz Su Ekstresi 80 38
Andiz Etanol Ekstresi +CCly 4283 1082
Andiz Etanol Ekstresi 107 46
Cal1 Gagasi Eter Ekstresi+CCly 2316 936
Cal1 Gagas1 Eter Ekstresi 140 68
Andiz Eter Ekstresi +CCly 883 215
Andiz Eter Ekstresi 75 36
Zeytinyagi 121 90
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, Mersin yoresinden toplanan andiz (J.D.) ve Erzurum Tortum
yoresinden toplanan yabani igde veya ¢ali gagasi (H.R.) bitkilerinden elde edilmis eter,
etanol ve su ekstrelerinin radikal giderme, metal iyonunu (Fe**) kelatlama aktiviteleri ile
indirgeme gii¢leri incelendi. Ayrica dogal antioksidanlar olarak a-tokoferol ve vitamin
C aym1 zamanda sentetik antioksidanlar BHA ve BHT standart antioksidanlar olarak
kullanildi. Ekstrelerin antioksidatif etkilerinin nedenini daha iyi agiklamak igin
ekstrelerde toplam fenolik 6zellikli bilesiklerin miktarlar1 belirlendi. UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometrik yontemle ekstrelerin baslica bilesenleri belirlendi ve antioksidan
etkinin izlenmesi yapildi. Ayrica retinol ve a-tokoferoliin antioksidan etkilerinin oldugu
bilindiginden ratlarda karaciger toksisitesi olusturulup bitki ekstreleri verildikten sonra
rat karaciger dokularinda retinol ve a-tokoferoliin es zamanli olarak miktar tayinleri UV
ve Floresans dedektorlii HPLC yontemiyle gerceklestirildi. Karaciger dokularinda
retinol ve a-tokoferoliin HPLC yontemiyle miktar tayininden oOnce ekstarksiyon
isleminin yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada karaciger dokularindan retinol ve a-
tokoferoliin ekstraksiyonu i¢in Karatag ve Kamish® tarafindan kullanilan yontem
modifiye edilerek kullanildi. UV dedektorliit HPLC yontemiyle retinol ve a-tokoferoliin
karaciger dokularinda miktar tayini igin literatiirde mevcut olan yontemler modifiye
edilerek uygulandi. Ayrica karaciger dokusunda retinol ve a-tokoferoliin es zamanl
miktar tayini i¢in floresans dedektdérlii HPLC yontemi de gelistirilip valide edildi ve
karaciger toksistesi olusturulmus ratlarin karaciger dokularinda miktar tayini
gergeklestirildi.

Yapilan literatiir taramasinda bu iki bitkinin meyvelerinin antioksidan aktivite
yoniinden c¢alisildigina dair herhangi bir kaynaga ulagilamadi. Bundan dolayr bu

¢alismada bu bitkilerin antioksidan aktivetelerinin belirlenmesi amag edinildi. Bitkilerin
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antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in, genelde polar ¢6ziiciilerle (metanol, etanol, su
v.b.) ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrelerin incelenmesi yaygindir. Bu tiir
ekstraksiyon isleminin uygulanmasi bitki 6rneklerinde bulunan farkli polariteli baska
deyimle hem polar hem de apolar 6zellikli biyokimyasallarin elde edilmesine imkan
vermemektedir. Bu yetersizligi ortadan kaldirmak i¢in ¢alismamizda bitki 6rneklerinin
ekstraksiyonu farkli polariteye sahip ¢oziiciiler (eter, etanol ve su) uygulanarak yapildi.
Ekstraksiyon iglemleri ¢oziiciilerin polaritesinin artma sirasina gore yapilmistir (eter <
etanol < su). Ekstraksiyon isleminde uygulanan ¢oziictiler farkli polariteye sahip
olmalarinin yan1 sira su toksik degil (zararsiz), etanol genellikle besin endiistrisinde
kullanilmaktadir ve eter ise ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Bu ¢oziiciiler
besin endiistrisi i¢in toksik olmadiklarindan yani zararsiz olduklarindan dolayi
calismamizda ekstraktant olarak segildiler.

Literatiir ~ taramasinda  bitki  ekstrelerinin  antioksidan  aktivelerinin
belirlenmesinde genellikle DPPH serbest radikal giderme yontemi ve indirgeme kuvveti
tayin yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. DPPH serbest radikal giderme yontemi
antioksidanlarin serbest radikallere proton veya elektron vererek serbest radikalleri
giderme aktivitesini Olgmektedir. Bu yontemle belirlenmis antioksidan aktivite
degerlerini karsilagtirarak kullanilan antioksidanin etki mekanizmasinin serbest
radikalleri giderme yontemi ile gerceklestigini agiklamak miimkiindiir.

Calismada uygulanan DPPH giderme yontemi ekstrelerin ve saf bilesiklerin
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in kullanilan spektrofotometrik yontemler arasinda
cok yaygindir. Bu yontem hizlidir, 6rnek analizi az zaman gerektirir, pahali ayirag ve
cithazlar gerektirmez. Dayanikli serbest bir radikal olan DPPH reaksiyon ortamindan
elektron veya hidrojen radikali alarak dayanikli diamagnetik molekiile doniisiir. Bu

sebepten de, DPPH radikali antioksidanlarin antioksidatif 6zelliklerini belirlemek ic¢in
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bir substrat olarak kullamlir.** Bu dayanikli kromojen serbest radikal, yiiksek
duyarhiliga sahiptir. DPPH yontemi farkli 6zellikli 6rneklerin analizine imkan veren
cagdas bir yontemdir. Bu kromojen radikal uygulanarak ¢ok sayida saf bilesiklerin,
meyve 6z sularinin, saraplarin, ¢ay ve diger ekstrelerin analizi yapllmlstlr.%'gg Cok iyi
olarak bilinmektedir ki, serbest radikaller besinlerde doymamis yag asitlerinin

0

otooksidasyonunda baslica role sahiptirler.10 Omegin adale kolesteroliiniin

oksidasyonu doymamis yag asitlerinin sirasinda olusan serbest radikaller tarafindan

! Radikal zincir reaksiyonu lipid peroksitlesme siirecinin kabullenmis

uyarlhr.10
mekanizmasidir. Radikal gidericiler ise direkt olarak peroksit radikalleri ile reaksiyona
girerek bu siiregleri sondiirebilirler. Sonugta zincir reaksiyonu sonlanmis olur ve
bdylece besin iirlinlerinin kalite ve dayanikliliklar1 muhafaza edilmis olur.”** Bu
nedenle de serbest radikal gidericilere biiyiik ihtiyag duyulmaktadir.

H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstreleri DPPH radikal giderme
denemesinde antioksidan etki gostermislerdir (Tablo 4.1). Elde edilen sonuglar her
seyden Once ekstrelerin radikal giderme yeteneginin bir gostergesidir. DPPH 517 nm’de
karakteristik absorbsiyona sahip dayanikli bir radikaldir ve DPPH’in reaksiyon
ortamdaki miktar1 radikal gideren bilesiklerin derisimine baglh olarak 6nemli derecede
azalir.”®  Antioksidan bilesiklerin  etkisiyle DPPH miktarnin  azalmasinn
antioksidanlarin hidrojen vermesinden kaynaklandig: belirlenmistir.*®

Ekstrelerin DPPH giderme aktivitesi 100-1000 ug/mL derisim araliginda
aragtirtldi.  DPPH giderme aktivitesinin Ol¢iimlerinde standart olarak dogal
antioksidanlar o-tokoferol, askorbik asit ve sentetik antioksidan olan BHT kullanildi.
DPPH giderme aktiviteleri ekstrelerin uygulanan derisimine bagli olarak belli bir oranda
artig gosterdi (r>>0.96). Bu etki ekstre miktaria bagh olarak serbest radikal giderme

aktivitelerinin de artmasindan kaynaklanmaktadir. Radikal giderme aktivite tayininde
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elde edilen sonuglar antioksidan/DPPH oranina bagli olarak degismektedir. Elde edilen
bulgularin dogru olarak degerlendirilebilmesi i¢in bu oranin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Ciinkii reaksiyon ortaminda DPPH derisimi diisiik olduk¢a antioksidanin ayni
derisimi i¢in radikali giderme degeri biiyiik olacaktir. Bu da ekstreler tarafindan
giderilebilecek radikal miktarindan kaynaklanmaktadir. Bu ylizden DPPH’1n kullanilan
miktar1 6nemlidir. Calismada DPPH’in baslangi¢ derisimi 100 ug/mL (% 0.01 ya da
0.25mM) dir. H.R. bitkisi ekstrelerinin 1000 pg/mL derisimde DPPH radikalini (100
ug/mL) giderme aktiviteleri; eter ekstreleri i¢in % 28.3, etanol ekstreleri i¢in % 30.6 ve
su ekstreleri igin ise % 48.6 olarak (Tablo 4.1) ve J.D. bitkisinin ekstrelerinin 1000
pug/mL derisimlerinin DPPH radikalini (100 pg/mlL) giderme aktiviteleri ise eter
ekstreleri i¢in % 39.1, etanol ekstreler i¢cin % 50.03 ve su ekstreleri icin ise % 51.42
olarak belirlendi (Tablo 4.1). Bu degerler H.R. ve J.D. bitkilerinin yapraklarindan elde
edilmis su ekstrelerinin DPPH radikalini % 50 gibi 6nemli derecede giderdiklerini
gostermektedir. Polarite arttikca radikal giderme Ozelliginin de arttigi gozlemlendi.
Ayrica J.D. eter ekstresinde H.R. eter ekstresine gore daha fazla radikal giderme
ozelliginin bulundugu gozlemlendi.

Bu farklilik  ekstrelerin = polar  Ozelliklerinden ve  bilesenlerinden
kaynaklanmaktadir. Bazi1 arastirmacilar, 6rneklerin hidrofil/lipofil 6zelliklerinin radikal
giderme aktivitelerine etki etmedigini gdstermislerdir.’®*'® DPPH giderme aktivitesi
baslica olarak antioksidan bilesiklerin yap1 o6zelliklerine baglidir. Onceden bu
ekstrelerde fenolik bilesiklerin varligi belirlendi. Yiiksek radikal gidermenin de fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

100 pg/mL derisimde DPPH radikalinin 100 pg/mL derisimdeki a-tokoferol,
askorbik asit ve BHA’nin sirasiyla % 83.4, % 93.8 ve % 95.1 aktivite gosterdigi

belirlendi (Tablo 4.1). Literatiir verilerine gore ayni derisimdeki DPPH ve a-tokoferol,
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askorbik asit ve BHA’nin radikal giderme aktivitelerinin sirasiyla % 95.2, % 96.4 ve
% 96.7 olmaktadir.”® Standartlarm DPPH radikal giderme aktivitesi icin elde edilen
degerler literatiir verileriyle uyum saglamaktadir. Ancak serbest radikal giderme
caligmalarinda DPPH derisimi olduk¢a 6nemlidir bu degerler ¢alismalarda farklilik
gostermektedir. Bu da standart bir kiyaslama yapmaya engel olmaktadir. DPPH derisimi
% 0.0004 olan Shivapriya ve ark.’nin® calismasinda H.R. bitkisinin hidro alkolik
ekstrelerinin DPPH radikalini % 50 oranda inhibe eden derisim olan I1Csy degeri 70.92
ug/mL tespit edilmistir. Bu ¢alismada DPPH derisimi ¢alismamiza gore 25 kat daha
azdir. H.R. yaprak ekstrelerinde Yogendra Kumar ve ark.** tarafindan yapilan baska bir
DPPH (0.2mM) giderme ¢alismasinda ise 0.2 mg/mL ekstre derisiminde % 47.25
aktivite bulunmustur. Bu deger bizim ¢alisma degerlerimize kiyasla (% 23.5-28.7) daha
yiiksektir. Varshneya ve ark.’nin®’ caligmalarinda H.R. bitkisi su-metanol ekstraktinin
DPPH (0.1mM) radikal gidermede 1Cso degeri 143.33 pg/mL tespit edilmistir. Bu
calismadaki DPPH derisimi bizim calismamizdakinin 2/5’i kadardir. Ancak bizdeki
H.R. bitkisinin su ve J.D. bitkisin etanol ile su ekstrelerinin 1Csy degerleri ise yaklagik
1mg/mL’dir. Literatiirde J.D. bitkisinin kok ekstrelerinin DPPH radikal gidermede 1Cs
degerleri metanol ve su ekstreleri i¢in sirastyla 1.1 pg/mL ve 10.3 ;,Lg/mL48 ve J.D.
metanol ve su ekstrelerinin serbest radikal gidermede ICso degerleri sirasiyla 0.12 ve
0.898 mg/mL* oldugu gorilmektedir. Bu calismalarda DPPH  derisimi
belirtilmediginden dolay1 bizim ¢alisma ile kiyaslama yapilamasi zordur. Ozellikle J.D.
bitkisinin meyve kisimlar ile ilgili DPPH serbest radikal giderme caligmalar1 ¢ok az
oldugundan ¢aligmamizin her iki bitkinin meyve kisimlarinin ekstraksiyon yonteminin
de farkli olmasi nedeniyle ¢alisma sonucunun bu bitkiler igin ileri galigmalara yol

gosterici olacagini diisiinmekteyiz.
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Bitkilerin indirgeme kuvvetinin tayini Oyaizu yontemini’® kullanarak Fe®* iin
Fe?* ye donilisiimiiniin  degerlendirilmesi ile belirlendi. Bilesiklerin sergiledikleri
indirgeme kuvveti degerleri, bunlarin elektron verme yeteneginin bir Sliistidiir,}*+1%
Bitki kaynakli polifenolik bilesiklerin iyi elektron ve hidrojen atomu verici 6zelliklere
sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu sebepten de bitki ekstrelerindeki polifenoller serbest
radikal mekanizmali zincir reaksiyonlarini sonlama veya yavaslatma o&zelliklerine

sahiptirler. Yen ve Duh'®

, polifenoller iceren metanol ekstrelerinin indirgeme
kuvvetleri ile antioksidan aktivite degerleri arasinda uyumlu bir korelasyon
bulundugunu gostermislerdir. Diger yonden Gordon'®’ rediiktanlarin serbest radikal
zincirine hidrojen atomu vererek antioksidan aktivite gosterdiklerini belirtmistir.

Baz1 arastirmalarda da antioksidan aktivite ile belirli bitki ekstrelerinin
indirgeme kuvvetleri arasinda direkt bir iliski oldugu gosterilmistir.'°®'%® Bu sebepten
de ekstrelerin antioksidan aktiviteleri bunlarin indirgeme kuvvetleri ile ilgili olabilir.

J.D. ve H.R. ekstreleri BHT, askorbik asit ve a-tokoferoliin derisime bagh
olarak tayin edilmis indirgeme kuvvetlerinin degerleri Tablo 4.2°de veridi. Ekstrelerin
indirgeme kuvvetleri 1 mg/mL derisimde asagidaki siray1 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, a-tokoferol ve BHT 0.1
mg/mL derisimde sirasiyla 0.619, 0.484, 0.245 ve 0.153 indirgeme kuvvvetini
gostermektedir. J.D. bitkisinin eter ekstresi ile her iki bitkinin su ekstrelerinim 1
mg/mL’de daha yiiksek indirgeme kuvveti gosterdigi gozlendi. Bu nedenle de test
edilen bu ekstrelerin, elektron verme o6zelligine sahip olduklari, serbest radikallerle
etkileserek onlar1 daha stabil iiriinlere doniistiirebildikleri ve radikal zincir reaksiyonunu

sonlandirabilme yeteneklerine sahip olduklar1 s6ylenebilir.
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Her iki bitki i¢in de etanol ekstrelerinin diisiik indirgeme kuvveti gostermesi
ekstrelerde yiiksek miktar sekerlerin, ayrica mono ve disakkaritlerin bulunmasindan
kaynaklanan prooksidant etkinin sonucu olabilir.**® Literatiirde metillinoleat ve linoleik
asidin sulu emiilsiyon sistemlerinde pentoz, heksoz ve indirgen disakkaritlerin benzer
kuvvetli prooksidant etki gosterdikleri de aciklanmigtir, 11113

Diger yonden klorofil bilindigi gibi bir fotosensitiserdir, triplet oksijeni singlet
oksijene doniistiirme yetenegine sahiptir ve bir prooksidant gibi etki gosterebilir ve de
sonucta ekstrelerin antioksidan kuvvvetlerini dl'isijrebilir.114

Daha o6nce belirtildigi gibi Hung ve ark.’mn*®

H.R. bitkisinin siiperkritik
karbondioksit ekstrelerindeki indirgeme kuvveti sonuclar1 0.42-8.32 mg/mL derisim
araliginda 700 nm’de 6l¢lim yapilarak absorbans degerleri kaydedilmistir. Absorbans
degerleri ise 0.11-0.37 arasinda degismektedir. Calismamizdaki J.D. bitkisinin eter ve
su ekstreleri (0.118, 0.139) ile H.R. bitkisinin su ekstresi ise (0.146) degerleri
gostermektedir. Bu degerler literatiir degerlerden daha yiiksektir. J.D. bitkisinin
koklerinin ekstrelerinde yapilan bir arastirmada ise metanol ve su ekstrelerinin ECsg
yani 700 nm’deki absorbansinin 0.5 oldugu belirtilmektedir. Bunlar da sirasiyla 72.0 ve
130.0 pg/mL degerlerdir ve bu degerler ise bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
degerlerden yiiksektir.48 Indirgeme kuvveti galigmalarinda literatiir verilerine gére H.R.
bitkisi i¢in c¢alismamizda daha iyi sonuglar elde ettik. Literatiir taramasinda J.D.
bitkisinin meyve kismi i¢in az sayida calismaya ulasildi. Bundan dolayr da
calismamizin J.D. bitkisinin meyve kismi i¢in orijinal bir ¢alisma oldugu sdylenebilir.
Metal iyonunu (Fe®*) kelatlama aktivitesinin belirlenmesinde sonuglar %
kelatlama olarak ifade edilmektedir. Ekstrelerin metal iyonlarin1 kelatlama aktivitesi

antioksidan etkide onemli bir faktordiir. Ciinkii Fe?* iyonlari en etkili

prooksidantlardir.**®> Polifenoller demir gibi prooksidant o6zellik gosteren metal
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iyonlarini kelatlayabilirler ve bdylece prooksidantlardan kaynaklanan serbest redikal
olusumunu 6nlerler.”*® Demir iyonlari lipid peroksidasyonunu Fenton reaksiyonu
araciligl ile uyarabilir, aynm1 zamanda lipid peroksitlerini peroksil ve alkoksil
radikallerine parcalamakla da lipid peroksidasyonunu hizlandirabilirler. Bu radikaller
ise hidrojen alarak lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu gelistirebilirler."*’
Ekstrelerin metal iyonunu kelatlama aktivitesi lipid peroksidasyonunda katalizor olarak
etki gosteren gecis metallerinin tutuklanmasini sagladiklari i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Eser
miktardaki metal iyonlarinin bile oksidasyon siirecini hizlandirdig1 bilinmektedir. Bu
yiizden diisiik kelatlama etkisi gosteren bilesiklerin de antioksidan aktivite olusumunda
6nemi vardur,}*#1%

1 ve 5 mg/mL derisimlerdeki J.D. bitkisinin eter, etanol, su ekstrelerinin sirasiyla
% 23.50-73.96, % 8.24-23.61 ve % 49.34-65.02 kelatlama etkisi gosterdigi tespit
edildi. Aynmi derisimlerde H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin ise sirasiyla %
6.53-22.31, % 13.56-56.68 ve % 35.4-42.81 aktivite gosterdigi belirlendi. Calismamizda
standart metal kelatlayicis1 olarak EDTA kullanildi. 1 mg/mL derisimde EDTA % 99.5
aktivite gosterdi. Bu sonuglara bakildiginda J.D. bitkisinin eter ekstresinin % 73.96
oraninda oldukga iyi ve su ekstresinin de % 65.02 oraninda metal iyonu kelatladigt,
ayrica H.R. bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin sirasiyla % 56.68 ve 42.81 oraninda
metal iyonu kelatladiklar1 goriilmektedir. Elde ettigimiz sonuglarin yeterliligini ortaya
koymak i¢in daha once yapilan ¢alismalarla karsilagtiracak olursak; Taviano ve ark.®
J.D. bitkisinin metanol ve su ekstrelerinin metal iyonu kelatlamada 1Csy degerlerini
sirasiyla 4.075 ve 1.004 mg/mL olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizdaki 2 mg/mL
derisimde J.D. bitkisinin eter ve su ekstreleri sirasiyla % 52.45 ve 59.09 aktivite
9

gosterdigi gozlendi. J.D. bitkisinin eter ekstresinin 1Cso degeri Taviano ve ark.’nin’

calistig1 degerden diisiik fakat metal iyonu kelatlama aktivitesi yiiksektir. Su ekstreleri
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icin elde edilen degerler birbirine yakindir. Hung ve ark.*® yaptigi calismada H.R.
bitkisinin ¢ekirdek kisimlarinin 0.92-18.3 mg/mL derisimlerinde sirasiyla metal iyonu
kelatlama aktivitelerini % 7.74-38.50 olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise
H.R. eter ekstresi hari¢ tiim degerler daha yiiksektir (% 13.56-56.68). Chyau ve ark.?
EDTA’nin kelatlama etkisinin 1 mg/mL derisimde % 99.5 oldugunu gostermislerdir. Bu
literatiir verileri bizim metal iyonu kelatlama aktivite tayini sonuglarimizin yiiksek
oldugunu gostermekte ayrica her iki bitki i¢inde ¢alisma sayist siirli oldugundan bu
alandaki caligmalarin c¢esitliligi acisindan bizim g¢alismamizin sonuglarmin literatiire
katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Fenolik bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder metabolitlerdir.*®
Fenolik bilesiklerin sebep oldugu etkenler besinlerin antioksidan o6zellikleri, besin
degerleri ve renkleridir. Bitkilerdeki fenolik bilesikler antioksidan aktivite gosterirler ve
serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif zararlara kars hiicreleri korurlar.*?* Fenolik
bilesiklerin ayrica antimutajenik, antitimor ve antibakteriyel 6zelliklerinin oldugu da
bilinmektedir.*??> Onceki ¢alismalar polifenolik bilesiklerin antioksidan aktivite ile uyum
sagladiklarin1 ve lipidlerin oksidasyonunun stabillesmesinde ©6nemli role sahip
olduklarimi gé')stermistir.lo6 Bu nedenle de ekstrelerin antioksidan 6zelliklerinin nedenini
aciklamak i¢in bunlarin fenolik bilesiklere bagli olup olmadiklarini belirlemek ¢ok
onemlidir.

Fenolik bilesik miktar1 tayini dlgiimlerinde sonuglar esdeger miktar gallik asit
olarak verilmistir. Bunun ig¢in standart olan gallik asite ait derisim—absorbans
grafiginden yararlanild1 (Sekil 4.10). H.R. bitkisi ekstrelerinin fenolik bilesik miktari
siralamasi eter ekstreleri i¢in 62.43 mg, su ekstreleri i¢in 41.94 mg ve etanol ekstreleri
icin ise 18.94 mg olarak tespit edildi (Tablo 4.4). J.D. bitkisi ekstrelerinin gram basina

esdeger mg miktar gallik asit olarak fenolik bilesik miktar1 siralamasi ise eter ekstreleri
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icin 64.71 mg, su ekstreleri i¢in 34.74 mg ve etanol ekstreleri i¢in ise 30.35 mg olarak
belirlendi (Tablo 4.4).

Varshneya ve ark.*" calismalarinda H.R. posasinin ekstrelerinde fenolik
bilesikleri esdeger mg gallik asit olarak belirlenmis olup metanol, AME (70:30
su:metanol, h/h) ve su ekstreleri igin bu degerler sirasiyla 78.12, 84.28 ve 19.96 mg
GAE/g ekstre olarak tespit edilmistir. Calismamizda bu bitkinin su ekstresi degerinin
daha yiiksek (41.94) etanol ekstresi degerinin ise daha diisiik (18.94) oldugu belirlendi.
Thomas ve ark.** H.R. bitkisinin yaprak, cekirdek, kok ve dal kisimlarinin sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen hekzan, etil asetat ve su ekstrelerinde ise fenolik
bilesik miktarlarmi 65+14  ile 139422 mg GAE/g ekstre degerleri arasinda
belirlemisledir. Bu degerler ¢calismamizdaki degerlerden daha yiiksektir. J.D. bitkisinin
koklerinde yapilan fenolik bilesik belirleme caligmasinda Tarik ve ark.*® hekzan,
metanol ve su ekstraktlarinda sirasiyla 3.2, 76.1 ve 25.4 mg GAE/g ekstre bulmuslardir.
Bizim g¢alismamizda ise su ekstresi igin fenolik bilesik miktar1 degeri 34.74 ve apolar
olan eter ekstresi degeri ise 64.71 olarak tespit edildi ve daha yiiksek degere sahiptir.
Bunun nedeni arastirilan bitki kisimlarmin farkli olmasi ya da bulundugu cografi
kosullarin farkliligidur.

Calismamizda karaciger toksisitesi olusturulduktan sonra H.D. ve J.R. bitkisi
verilen ratlarin karaciger dokularinda UV ve floresans dedektorlic HPLC yontemleriyle
retinol ve a-tokoferoliin miktar tayinleri gergeklestirildi. Literatiir taramasinda dokuda
es zamanli miktar tayinleri ile ilgili ¢aligmalara ulasilamamistir. Ancak bu bitkilerle
ilgili olarak serum ve plazma calismalart mevcuttur. Wisanu® yaptigi calismada
avokado bitkisinin su:hekzan (50:50) ekstresinde UV-HPLC yontemiyle gradient
hareketli faz metanol:su kullanarak retinol ve a-tokoferolii analiz etmistir. Retinol ve a-

tokoferol igin sirasiyla LOD degerleri; 0.044 ve 0.134 ug/mL ve LOQ degerlerini ise
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sirasiyla 0.120 ve 0.364 ug/mL olarak tespit etmistir. Bu ¢alismada ise retinol ve a-
tokoferol igin sirasiyla LOD degerleri 0.025 ve 0.220 pg/mL ve LOQ degerleri ise
0.100 ve 0.712 ug/mL olarak belirlendi. Bu degerler bizim g¢alismamiza yakindir.
Analiz siiresi 5.5 dk’dir bizim ¢alismamizdaki analiz siiresi ise 5 dk’dir. Kesinlik degeri
retinol i¢in giin i¢i; 1.04-1.90 giinler arasi; 1.05-1.33 arasinda a-tokoferol igin ise gilin
ici; 1.07-1.80 giinler arasi; 1.00-1.02 arasindadir. Bizim ¢alismamizda ise retinol igin
giinigi:1.112-1.464 arasinda giinler arasi; 0.070-3.037 arasinda a-tokoferol i¢in ise giin
1¢1:0.027-0.140 arasinda giinler arasi; 0.070-0.822 oldugu belirlendi. Geri kazanim
olarak ise retinol i¢in % 103.84-114.66 a-tokoferol icin ise % 97.27-106.16
araligindadir. Bizim c¢alismanizda ise retinol i¢in % 97.667-104.800 ve a-tokoferol igin
% 93.933-104.173 araligindadir. Calismada internal standart kullanilmamistir. Baska bir
calismada William ve ark.”® serumdan o-tokoferol ve retinolii UV ve amperometrik
dedektorlii LC ydntemiyle analiz etmislerdir. Internal standart olarak tokol kullanmiglar
ve gradient hareketli faz ile c¢alismislardir. Ekstraksiyonda ise sivi-sivi hekzan
ekstraksiyonuni1 yapmislardir. Bu yonden ¢alismalar birbirine benzerlik gostermektedir.
Retinol ve a-tokoferol igin LOQ degerleri 6 ve 96 ug/mL’dir. LOD degerleri ise 1.3 ve
16 ng/mL’dir. Analiz siiresi hizli izokratik eliisyonda 15 dk yavas gradient eliisyonda
ise 30 dk’dir. Calismada kesinlik ve dogruluk degerleri verilmemistir. Bizim
calismamiz analiz siiresi olarak daha kisadir. Retinol ve a-tokoferol igin sirasiyla LOD
degerlerimiz; 0.400 ve 0.670 ve LOQ degerlerimiz ise 1.232 ve 1.964 pg/mL’dir ve bu
calismaya gore daha diisiik ve hassasiyeti daha fazladir. Ganiére-Monteil ve ark.>* ise
caligmalarinda retinol ve o-tokoferoliin plazmadan analizini gergeklestirmislerdir.
Hekzan ile siv1 s1v1 ekstraksiyonu yapmislardir. HPLC sisteminde ise izokratik hareketli
faz asetonitril:metanol:su (64.5:33:2.5, h/h/h) kullanmislar analiz siireleri ise 8 dk’dir.

Calismalarinda geri kazanim % 100’diir. 280 nm’de UV dedektor kullanmiglardir. LOD
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degerleri retinol ve a-tokoferol igin sirasiyla 0.015 pg/mL ve 0.030 ug/mL’dir. Bizim
calismamizdaki geri kazanim degerleri retinol i¢cin % 97.667-104.800 ve tokoferol igin
% 96.800-104.173 araligindadir ve bu ¢alismaya es degerdedir. Retinol ve a-tokoferol
igin sirasiyla LOD degerleri 0.400 ve 0.670 pg/mL olup ve bu literatiirdeki degere
yakindir. Thongchai ve Liawruangrath®® calismalarinda nano emiilsiyon misirdzii
yaginda retinol ve a-tokoferol es zamanli analizini gerc¢eklestirmislerdir. Cg (4.6
mmx150 mm) kolon ile metanol:su hareketli faz1 ve gradient eliisyon kullanmislardir.
Analiz siiresi 15 dk’dir. Bizim ¢alismamizin analiz siiresi bu yonteme gore daha kisadir.
retinol ve a-tokoferol i¢cin LOD degerleri sirasiyla 0.063 ve 0.067 ug/mL ve LOQ
degerleri ise 0.192 ve 0.203 pg/mL’dir. Calismamizda retinol ve a-tokoferol igin
sirastyla LOD degerleri; 0.025 ve 0.220 ve LOQ degerleri ise 0.100 ve 0.712
ug/mL’dir. Bizim ¢alismamiz retinol igin daha yiiksek hassasiyete sahiptir. a-Tokoferol
icin ise bu yonteme gore daha diisiik hassasiyete sahiptir. Retinoliin giin i¢i kesinlik
degerleri derigimler icin sirasiyla 2.34-1.81-1.48 ve giinler arast: 2.02-1.00-1.01"dir. o-
Tokoferoliin giinici kesinlik degerleri derisimler i¢in (5-10-20 pg/mL) sirastyla 2.16-
1.36-1.94 ve giinler arast: 2.05-1.21-1.33’tiir. Bizim ¢alismamizda ise retinol igin giin
ici 1.112-1.464 arasinda ve giinler arasi ise 0.070-3.037 arasinda tokoferol igin ise giin
ici 0.027-0.140 arasinda giinler aras1 ise 0.070-0.822 olarak belirlendi. Bu veriler de
bize gosteriyor ki bizim ¢alismamizin kesinlik degerleri daha 1yidir.

DPPH radikali proton alarak tutuklanacagindan radikal giderme aktivitesi proton
vermenin bir Olgiistidiir. Fenolik bilesikler kolaylikla hidroksil hidrojenini verebilirler.
Ciinkii fenolik bilesiklerdeki oksijen ile hidrojen arasindaki bag, olusacak fenol
radikalinin rezonans kararliligindan dolay1 kolaylikla homolitik olarak par¢alanabilir ve
bdylece iizerinde bir tane elektron bulunduran hidrojen kolaylikla verilebilir. Bu yiizden

fenolik bilesik miktar1 ve radikal giderme aktivitesi birbiriyle iligkilidir. Bu etanol ve su
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ekstreleri i¢in sonuglardan anlasilmaktadir (P<0.05). Ancak eter ekstreleri her iki bitki
icin de etanol ve su ekstrelerinden daha fazla fenolik bilesik icermektedir. Ayrica
indirgeme kuvveti de proton verme yetenegine bagh oldugundan radikal giderme
aktivitesi ve indirgeme kuvveti arasinda da bir iliski olacagi disiiniilebilir. Bu yiizden
bitki ekstreleri i¢in fenolik bilesik miktar1 tayini 6l¢limii, indirgeme kuvveti ve radikal
giderme aktivite Ol¢limleri arasindaki iliskiye bakilmalidir. Her iki bitki ekstrelerinde
radikal giderme, indirgeme kuvveti ve fenolik bilesik miktarlar1 arasinda bir iliski
oldugu goriilmektedir (P<0.05). J.D. bitki ekstrelerinde metal iyonu Kkelatlama,
indirgeme kuvveti ve fenolik bilesik miktarlar1 arasinda Eter Ekstresi > Su Ekstresi >
Etanol Ekstresi seklinde bir iliski oldugu goriilmektedir (P<0.05). J.D. bitkisi eter
ekstresi icin siganlara uygulanan ve karaciger toksisitesi sonucunda biyokimyasal
Ol¢iimleri alinan AST ve ALT seviyelerinde diger gruplara gore olduke¢a iyi oldugu
goziikmektedir (Sirastyla 883, 215). Ayrica H.R. su ekstresi de J.D. eter ekstresine
yakin degerlerde AST ve ALT degerlerine (sirasiyla 1002, 318) sahiptir ve bu
indirgeme kuvveti ile iligkilidir (P<0.05).

Antioksidan bilesik olarak bilinen o-tokoferol ve retinol i¢in hayvan
gruplarindan alinan doku 6rneklerinde HPLC analizleri yapildiginda H.R. su ekstresi
verilen hasarli hayvan grubu dokularinda retinol miktarinin tespit edildigi, bu degerin
(2.651 pg) kontrol degerinden (9.125 ng) kiigiik oldugu tespit edildi.

a-Tokoferol miktar1 hasarli dokularin higbirinde Olgiilemediginden hasar
sonucunda dokularda a-tokoferol azalmasi oldugu kanisina varilmaktadir. Hayvan doku
calismalarinda floresans dedektorlii 6lgtimlerde o-tokoferoliin daha diisiik miktarlarda
Olctilebildigi (daha diisiik LOQ degeri) retinoliin ise ayni sekilde UV dedektorle diistik
miktarlarmin 6lgtilebildigi (daha diisiik LOQ degeri) tespit edildi ve bu ¢alismanin her

iki dedektorle gerceklestirilmesi bir avantaj oldugunun kanisina varildi.
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Genelde bitkilerden elde edilen antioksidan bilesikler polar bilesiklerdir
(flavonoidler, fenolik asitler, antosiyaninler, tanenler rozmarik asit, vs). Apolar 6zellikli
dogal antioksidan kaynaklarina ¢ok az rastlanmaktadir. Calismalarimizin sonucu
gostermektedir ki, 6zellikle andiz bitkisi hem lipofil ve hem de hidrofil 6zellikli
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin kaynagi olabilir. Bu da ¢alismanin bir avantaji

olarak gosterilebilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda; H.R. (Hippophae Rhamnoides) ve J.D. (Juniperus Drupacea)
bitkilerinin belirli derecede antioksidan aktivite gosterdikleri, 6zellikle andiz eter ve ¢ali
gagasi su ekstrelerinin karaciger hasarinda etkili olduklari, antioksidan olduklar: bilinen
ve karaciger dokularinda bulunan a-tokoferol ve retinoliin UV ve floresans dedektorlii
HPLC yontemiyle kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilabilecegi, bu analizlerde
hareketli faz bilesenlerinin HPLC sistemine olumsuz bir etkisinin olmadigi, analiz
siiresinin 5 dk gibi kisa bir siire olmasindan dolayr zaman ve maddenin ekonomik
kullanimin1 saglayacagi gosterilmistir. Yapilan bu g¢alisma sonucunda elde edilen
bulgularin farkli dogal antioksidan ¢alismalarina, karaciger toksisitesinde vitaminlerin
etkisi ile ilgili calismalara, o-tokoferol ve retinoliin dokudan es zamanli floresans
dedektorli HPLC yontemiyle analizini gergeklestiren hassasiyeti yiiksek orijinal bir
calisgma olmasindan dolay1r doku ve farmasoétik preparatlardan a-tokoferol ve retinol
analizi gerektiren ¢alismalara yol gosterici olacagi diistiniilmektedir.

Bu caligma sonucunda calisilan her iki bitkinin antioksidan 6zellige sahip oldugu
ve karaciger hasarinda iyilestirme etkisinin oldugu goriilmektedir. Bu bilgiler 15181inda
daha ileri c¢alismalarn aktivite yoniinden degerlendirilmesinin de yapilmasi

diistiniilmektedir.
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EK-2. ETiK KURUL ONAY FORMU

' T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanhg:

Say1 :B.30.2.ATA.0.23.85-126 ' 18.11.2008
Konu : Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari. ERZURUM

‘Sayin Prof.Dr.Yiicel KADIOGLU
Atatiirk Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Dekanhg:
Analitik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi

25240 — Kampus / ERZURUM

{lgi : 17.09.2008 tarihli yazi.

ilgide kavitli vazida belirtildigi tizere. tarafimizca Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dah ve Atatiick Universitesi Eczacilik Fakiltesi Analitik Kimya Anabilim
Dali laboratuarlarinda viiriitiilecek olan “Hippophae Rhamnoid (Cali Gagasi), Citrus Nobilus
(Mandarin), Citrus Limonium (Limon) ve Arcethos andrachne (Andiz) bitkilerinin cesitli
ekstrelerinin karaciger toksisitesi ve antioksidant enzimler iizerine etkileri ve aktivitelerinin
arastirllmasi” bashkl arastirma ¢alismaniz. Atatiick Universitesi Hayvan Denevleri Yerel Etik
Kurulumuzun 06.11.2008 tarih ve 10 sayith Oturumunda Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurulu
Basvuru Formu ve ekli belgeleri. gerekge. amag. yaklagim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis
ve agagiyva ¢ikarilan 74 no’lu karar ile arastirmanin Etik Kurallara uygun olduguna meveudun oy
birligiyle karar verilmistir. ’7 l

\

Bilgilerinizi ve geredini rica ederim. \ \ o\
\ \ e \ s B

Dog. Mustata ATASEVER
Bagkan

Toplanti Tarihi : 06.11.2008

Toplanti Sayist : 10

KARAR NO : 74- Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekanhigi. Analitik Kimya Anabilim
Dali gretim tyesi Prof.Dr.Yiicel KADIOGLU nun viiriticiiligiinde. Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali ve Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim Dali laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan *Hippophae Rhamnoid (Cali Gagasi), Citrus
Nobilus (Mandarin), Citrus Limonium (Limon) ve Arcethos andrachne (Andiz) bitkilerinin
cesitli ekstrelerinin Kkaraciger toksisitesi ve antioksidant enzimler iizerine etkileri ve
aktivitelerinin arastlrllmaSI baslikli aragtirma ¢alismast ile ilgili proje yiiriitiiciisii Prot.Dr. Yiicel
KADIOGLU nun 17.09.2008 tarihli dilekgesi ve ekleri goriisiildii.

Yapilan gorismelerden sonra: adi gegen arastirma ¢alismasinin  yiritiilmesinin. etik
kurallarina uygun oldugunun. mevcut oy birligi ile kabuliine; (Yénergenin 5/f maddesi gereomce,

ASLI GIBID!R

Yrd.Do¢.Dr.Mine GULABOGLU oylamaya katilmadi). karar verildi.
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11 TEM 200
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Eczacilik Analitik Kimya Ana Bilim Dali

Tez isminin degistirilmesine iligkin Enstitiimiiz Yonetim Kurulu’nun almis oldugu
10.07.2014 tarih ve “2014.27.2” sayil karar1 ekte gonderilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

¢
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EK: 1 Adet Karar

e-mail:sagbilenst@atauni.edu.tr Dahili TIf : 0-442-231-4885-4886-4887-4895
Harici TIf : 0442 -236 09 70 Fax : 0-442 -236 09 69
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“2014.27.2” ENSTITU YONETiM KURULU KARARLARI OTURUM TARiHi 10.07.2014

2- Enstitiimiiz Eczacilik Analitik Kimya Anabilim Dalt doktora grencisi Metin CAPA’nin tez isminin
degistirilmesine iliskin Anabilim Dali Bagkanliginin 10.07.2014 tarih ve 111 sayili yazisi goriisiildii

Yapilan goriismelerde Metin CAPA’nin tez konusunun igerigi degismeksizin Anabilim Dali Bagkanliginca
teklif edildigi sekli ile “Hippophae Rhamnoid (Calt Gagasi) ve Juniperus Drupacea (Andiz) Bitkilerinin
Cesitli Ekstrelerinin Antioksidant Aktivitelerinin Aragtirilmasi” olarak degistirilmesine, kararin 6grenciye ve
Anabilim Dali Bagkanligina bildirilmesine mevcudun oy birligi ile;

MUDUR
Prof. Dr. Yavuz Selim SAGLAM

MUDUR YRD. MUDUR YRD.

Prof. Dr. Abdulkadir YILDIRIM Dog. Dr. Reva BALCI AKPINAR
UYE UYE

Prof. Dr. Mehtap TAN Prof. Dr. Hayati Murat AKGUL
(Katilmadi)

UYE
Dog. Dr. Meltem CETIN
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EK-4. DOKTORA TEZ SAVUNMA SINAVI TUTANAGI

Tk R » SAGy, 3
ATATURK UNIVERSITESI EV» Y2
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU z

DOKTORA TEZ SAVUNMA SINAVI TUTANAGI “
(Tez bashg degisiklik onerisi olanlar igin)
(FORM: 22)

L8
o
MRET S

OGRENCI BiLGILERI

Adi ve Soyad : M. QAPA Damismani : QP vV/—U\bcq\CAmoeT‘-U
Programi (Fakiilte/Y.Okul) : EQ—MM\‘L\PH\:;).\:)' ......... Ortak Damgmgn : ......... P T P P PRTIIN

Anabilim Dal: . Bas\id e e

Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun @4./.42./20)% ve
........ bhe.z.Qb.... sayih kararniyla olusturulan tez savunma smnavi  jiirisi,

.\:\R???f.\.\.as,.....P.\\nt;mﬂ.m.\.’ ‘é...(T.Cs&.\-.‘...(993.‘:".\)...\&%...‘5.\.’.{\;99?{?3......Qﬁ‘f.fﬁ%..c%;.\k}m&{ A\t Arn

baglikli doktora tezini incelemis ve adayi 48/10./2013. tarihinde, saat 1&. :99.’da tez
savunma sinavina tabi tutmustur.

DEGERLENDIRME VE SONUC:

miri raporlarinin tartigilmasi sonucunda basaryla savunulan tezin KABUL EDILMESINE,
O Jiri raporlarinin tartigiimasi sonucunda, ........ ay ek siire verilerek tezin DUZELTILMESINE,
[J Jiiri raporlarinin tartisilmasi sonucunda tezin REDDEDILMESINE,

mncak konu ve igerigi degismeksizin tez bashginin ..l‘.\.:.f?m?.\nﬂl.‘.m‘.p‘l‘\n%n.o.l—.éﬁﬁ.C,Cﬁ%\)....&‘i. u\)

ster.. Jwaigeeys... DevoaseaCAndr ). Bt Gardli | Ehshaedemtmin . Mbroks! den
s citel et A LA MAELLAES o olarak diizenlenmesine,
I OY BiRLIiGi [J OY COKLUGU ile karar verilmistir.
Tez Smav Jiirisi  Unvam, Ad1 Soyadi imza
=

Baskan 8o Pcﬂf: Pr. ﬁek'\/‘ o )&AT ’ %— ..... (
Uye :.f(.o.J.,.P..c....-S.c‘é.h& ...... (27 %

Uye :..Pl’.ﬁ.{.. .De¢... Mine 6 f).\mhos \u M}"Z

Oye P

Uye

Uye

Uye B e rod
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