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OZET

Udi Hindi Ekstraktlarimin Antioksidan Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Biisra OKUR

Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Programi
Yiiksek Lisans Tezi

Danigman: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

Besinlerin bilesiminde bulunan antioksidanlar; viicudun dogal seyrinde iiretilen
reaktif oksijen ya da reaktif azot tiirlerinin hiicre hasaria yol acan aktivitelerini
azaltmaktadir. Hiicrelerde gerceklesen metabolik olaylar sonucu serbest radikaller
veya reaktif oksijen tiirleri optimum miktarin iistiine ¢iktiginda hiicre zarlarina
saldirarak hasara yol agmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallerin artisina karsi
radikal yakalama, radikali nétr hale getirme ve viicuttan atma fonksiyonlarina
sahiptir. Antioksidanlar, yaslanma siireciyle birlikte ilerleyen hastaliklari ve
hiicrelerde olusan oksidasyon tiriinlerini inhibe etme giicii sayesinde 6nemli bir role

sahiptir.

Agarwood olarak da bilinen udi hindi bitkisinin pek ¢ok ismi ve adlandirmasi
vardir. Asya Kitasi'nda popiler olan bitkinin Latince isimlerine Aquilaria
malaccensis, A. agallocha; yerel adlandirmalarina ise kartal agaci, aloe agaci, kusti
bahri, oud olarak 6rnek verilebilir. Agarwoodun saglik iyilestirici bir {lirlin olarak

kullanim1  sekizinci yiizylldan bu yana devam etmektedir. Farmakoloji

Xiv



caligmalarinda agarwooddan elde edilen esansiyel yag serbest radikalleri

yakalayarak enflamasyonu onler.

Bu calismada udi hindi bitkisinin kokiinden elde edilen su ve etil asetat ekstrelerinin
her biri i¢in antioksidan aktivite analiz yontemlerinden toplam fenolik madde,
toplam flavonoid icerigi, DPPH radikali, ABTS katyon radikali ve DMPD katyon
radikalleri yakalama etkisi, indirgeyici gii¢c analizi, metal selatlama etkisi, beta-
karoten agartma aktivitesi, antosiyanin analizi, prolin tespiti yontemleri ¢alisilarak
udi hindi bitkisi ekstrelerinin antioksidan kapasitesi incelenmistir. Ayrica kok
bitkilerin kaynatma yontemi ile etken maddelerinin aktiflestigi bilinmektedir. Bitki
kokiinlin ¢ay formunu da degerlendirmek i¢in demleme yontemi ve kaynatma
yontemleri uygulandi. Udi hindi bitkisi kokiiniin sicaklik faktdriine karsi
antioksidan aktivitesindeki degisim gozlemlenerek ¢ay formunda da antioksidan

aktivite tespiti yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Aquilaria agallocha, udi hindi kokii, antioksidan aktivite
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ABSTRACT

Determination Of Antioxidant Activities Of
Agarwood Extracts

Biisra OKUR

Department of Chemistry

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

Antioxidants found in the composition of foods; the activities of reactive oxygen or
reactive nitrogen species produced in the natural course of the disease, which cause
cell infection, decrease. When free radicals or reactive oxygen species exceed the
optimum amount as a result of metabolic events taking place in cells, they attack
cell membranes and cause damage. Antioxidants have radical scavenging, radical
regeneration and storage breakthrough to counter the increase of free radicals.
Antioxidants have an important role thanks to their power to reduce diseases and
oxidation that occur with the maturation process. Udi hindi plant, also known
as agarwood, has many names and designations. The Latin names of the plant,
which is popular in the Asian continent, are Aquilaria malaccensis, A. agallocha;
examples of its local names are eagle tree, aloe tree, kusti bahri, oud. The use
of agarwood as a health-improving product has been around since the eighth
century. In pharmacology studies, the essential oil obtained from agarwood prevents

inflammation by trapping free radicals.

In this research, antioxidant activity analysis methods were applied for each of
the water and ethyl acetate extracts obtained from the root of the agarwood
plant. Analysis methods, total phenolic substance content, total flavonoid content,
DPPH radical, ABTS cation radical and DMPD cation radicals scavenging effect,
reducing power analysis, metal chelation effect, beta-carotene bleaching activity,
anthocyanin analysis, proline detection methods were applied. It is also known that
the active ingredients of root plants are activated by boiling. Brewing method and

boiling methods were applied to evaluate the tea form of the plant root. Antioxidant

XVvi



activity was also determined in tea form by observing the change in antioxidant

activity of agarwood plant root against the temperature factor.

Keywords: Aquilaria agallocha, agarwood root, antioxidant activity
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Metabolizma icin redoks dengesi Onemlidir bu sebeple redoks tepkimeleri
sonucunda hiicre i¢i antioksidan-oksidan dengesinin bozulmasi, kronik hastaliklara
veya morbiditeye yol acar ve biyolojik homeostazda 6nemli bozulmalara neden
olabilir [1], [2]. Ozellikle, cok hiicreli organizmalarda redoks sinyali ve redoks
kontrolii, yaklagik 600 milyon y1l 6nce atmosferik O, ’deki artisla birlikte gelismeye
baglamistir [3]. Oksijen, ATP {iiretimi i¢in kullanildiginda serbest radikal
olarak adlandirilan, yiiksek aktivasyona sahip oksijen molekiillerinin olusumunu
tetiklemektedir [4]. Reaktif oksijen tiirlerinin 1990’1 yillardan bu yana pek ¢ok

yasam aktivitesini diizenleyen aktif bir faktor oldugu ileri siirtilmektedir [5].

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri diger molekiillerden veya atomlardan
elektronlar1 uzaklastirma egiliminde olmalar1 sebebiyle, hiicrede artiglar1 sonucu
biyolojik sistemlerde oksidasyona neden olmaktadir [6]. Bu konuda yapilan
onceki arastirmalar, serbest oksijen radikalleri artiginin, lipit peroksidasyonunun

artmasinda ve bir¢ok hastaligin ilerlemesinde rol oynadigin1 gdstermektedir [7].

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getiren fitokimyasallardir [8].
Antioksidanlar, hiicrelerde serbest radikallerin artmasiyla meydana gelen
oksidasyon {riinlerini ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan bozulmus metabolik
sinyalleri onarma oOzellikleri sebebiyle giincel calismalarda ilgi odagi olmaya
baglamigtir. Saglikli bireylerde, antioksidan kapasitesi diyet cesitliligi niteligini

gosteren parametrelerden biridir [9].

Dogada olusan temel antioksidan gruplari, flavonoidler ve farkli fenolik gruplara
sahip polifenoller cogunlukla fotosentetik canlilar tarafindan sentezlenirler [10].
Bitkilerdeki bu fonksiyonel faydalar1 olan bilesenlere genel olarak fitokimyasallar
denilmektedir. Fitokimyasallar, diyet kaynakli olduklari i¢cin daha giivenli kabul

edilirler ve nispeten diisiik toksisite ile daha iyi tolere edilirler [11]. Yapilan



caligmalara gore pek ¢cok kok sebze, yaprakli sebze ve meyve giiclii antioksidan
bilesenlere sahiptir. Zencefil, zerdecal gibi baharat olarak kullanilan bitkilerin
giiclii antioksidan igerige sahip oldugu bilinmektedir. Zencefil koksap1 genellikle
yiyeceklere baharat olarak eklenir veya besin takviyesi olarak alinir, hatta caligmalar
zencefilin bir¢ok iilkede en ¢ok kullanilan bitkisel ila¢ oldugunu kanitlamistir. Bu
ozellikleri sebebi ile tarih boyunca geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmigtir
[12].

Udi hindi ile ilgili calismalarda bitki genelde Ingilizce ismi olan agarwood olarak
gecmektedir ve Latince ismi Aquilaria malaccensis, A. agallocha ve A. sinensis ile
es anlamli olarak literatiirde yer alir. Bitkinin kullanimina iligkin ilk bilimsel kayit,
Avicenna (Ibni Sina)’ya aittir [13]. Agarwood reginesinin esansiyel yag bilesimi
esas olarak seskiterpenler ve 2-(2-feniletil) kromonlarin karistmini icermektedir
[14]. Hidrosoliinde ise seskiterpenler ve ¢esitli diisiik molekiiler agirlikli aromatik
bilesikler tespit edilmistir [15]. Udi hindi bitkisinin en Onemli biyoaktif
bilesenleri alkaloidler, saponinler, steroidler, terpenoidler, tanenler, flavonoidler ve
fenoliklerdir [16].

A. agalocha’nin antioksidan, antidiyabetik, antiinflamatuar ve antibakteriyel
aktiviteler gosterdigi, inflamasyon onciillerini inhibe ettigi, oksidasyon hasarina
kars1 etkili bir savunma yaptig1 ve bu o6zellikleri sayesinde inflamasyonla ilgili
rahatsizliklart tedavi etmek i¢in geleneksel olarak kullanildig1 bilinmektedir [17].
Uzak dogu tibbinda farmakolojik olarak kullanimi1 olan agarwood esansiyel yaginin
1 uL/mL konsantrasyonunda genotoksik olarak inaktif oldugu bulunmustur [18].
Yapilan bir ¢alismada 500-3500 pg/ml konsantrasyon aralifinda, Aquilaria agal-
locha’nin 6z odun kismi etil asetat ekstrelerinin, giiclii bir antioksidan etki
gosterdigi raporlanmustir. Icerigindeki bilesikler, 500-3500 ug/ml konsantrasyon
aralifindan daha yiiksek konsantrasyonlarda ise pro-oksidan aktivite gostermektedir
[19], [20]. Bu ve benzeri calismalara bakildiginda, Aquilaria agallocha’nin
etil asetat ekstraktlariin serbest radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu
bilinmektedir [20].

1.2 Tezin Amaci

Bitkiler, ge¢misten bu yana kadim ve modern tip tarafindan hastaliklari iyilestirmek
icin kullanilmigtir. Farmakoloji ve fitoterapi ile ugrasan bilim adamlar1 tek bir
bitki veya birden fazla bitkinin etken maddelerinin karigimi ile ilaglar tiretmektedir.
Bitkiler, icerdikleri polifenol grubu bilesikler sayesinde antioksidan etkiye sahiptir.
Bitkilerin bu sifali 6zellikleri halk tarafindan da bilinip kullanilmaktadir. Dilden



dile aktarilan halk ilaclar1 popiilerligini hep korumaktadir. Gec¢mis yillarda,
tilkemizde ve diinyada yayilmaya baglayan Covid-19 (patojen ajam1 SARS-CoV-2
olan) salgin doneminde de hastalik karsisinda doktorlar yeni tedavi yontemleri
gelistirmeyi amagladi. Halk arasinda da salgina yonelik koruyucu bitkisel tedavi
yontemleri kullanilmaya baglandi. Udi hindi yag1 kullanimi, salgin doneminde
halk arasinda popiiler hale gelen bitkisel bir tedavi yontemi olmustur. Giiniimiizde
sosyal medyanin aktif olarak kullanilmasi, bu tedavi Onerisinin insanlar arasinda
yayilmasini hizlandirmistir. Covid-19 salgiminda, dogrulugu kanitlanmamis modern
tibbi tedavi ve ilaglart reddeden hastalar tarafindan udi hindi yagi gibi dogal
bitkisel yontemler tercih edilmistir. Udi hindi bitkisi ile ilgili yapilan kimyasal
calismalar incelendiginde, udi hindi bitkisinin ¢esitli etken maddelere sahip oldugu
tespit edilmistir, fakat antioksidan kapasitesi analizine dair calismalar kisithdir.
Bu calismada, popiiler hale gelen udi hindi bitkisinin ekstrelerinin ve bitki ¢ay1

formunun antioksidan kapasitesinin arastiritlmasi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Bu calismada, udi hindi kokiiniin su ve etil asetat c¢oziiciileri kullanilarak,
ultrases ses destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstreleri hazirlanmistir.
Su ve etil asetat ekstrelerinin her biri icin antioksidan aktivite analiz
yontemlerinden total fenolik ve total flavonoid bilesenlerin Olctimlerinin
yapilmasi, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali yakalama etkisi, ABTS
(2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikali yakalama etkisi, DMPD
(N,N-dimetil-p-fenilendiamin) radikali yakalama etkisi, indirgeyici gii¢ analizi,
metal selatlama etkisi, J-karoten agartma aktivitesi, antosiyanin analizi, prolin
tespiti yontemleri calisilarak udi hindi bitkisi ekstrelerinin antioksidan kapasitesi
incelenmigtir. Ayrica kok bitkilerin kaynatma yontemi ile etken maddelerinin
aktiflestigi bilinmektedir. Bitki orneklerinin cay formunu degerlendirmek
icin demleme yontemi ve kaynatma yontemleri uygulanmistir.  Udi hindi
bitkisi kokiiniin sicaklik faktoriine karsi antioksidan aktivitesindeki degisim

gozlemlenerek ¢cay formunda da antioksidan aktivite tespiti yapilmisgtir.
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GENEL BILGILER

Oksijen, yasamin baglangicindan sonuna kadar ulagilmasi gereken elzem elementtir.
Canlilarin bir¢ok metabolik faaliyetinin aksamadan devam etmesi icin oksijene
ihtiyac duyulur. Oksijen, hiicrelerde oksijen molekiiliiniin kullanildig1 olaylarda
stirekli olarak serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Ayrica, mitokondri
organelinde siirekli iiretilmektedir [4]. Diisiik veya orta diizeyde meydana gelen
radikaller, hiicre sinyal yolaklarinda uyaric1 olarak bagisiklik sistemi iizerinde
faydali etki gostermektedir. Hiicre i¢inde konsantrasyonlari arttiginda ise tiim hiicre
yapilarina zarar verebilecek kadar zararli hale gelebilmektedir [21]. Antioksidanlar

ise bu radikallerin neden oldugu hasarlar1 azaltmaktadir [22].

2.1 Serbest Radikaller

Eslesmemis elektron ya da elektron ciftleri igerebilen herhangi bir molekiil
veya atom olarak tanimlanan serbest radikallerin bu 6zellikleri onlar1 reaktivitesi
yiiksek hale getirir.  Serbest radikaller diger molekiillerden veya atomlardan
elektronlar1 uzaklastirma egilimindedir. Bu 0ozellikleri sebebiyle oksidasyona
neden olmaktadirlar [6]. Son yapilan calismalar, serbest oksijen radikallerinin,
lipit peroksidasyonunu artirdigint ve pek ¢ok hastalifin seyrinde rol oynadigim
gostermektedir. Serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonunun artmasi,
Schwann hiicrelerinde ve noronlarda kiimiilatif yikici etkilere neden olmaktadir
[7]. Oksidasyona yol acan bu tepkimeler, redoks dengesinin bozulmasiyla birlikte
hastaliklara ve morbiditeye yol acgacak sekilde biyolojik homeostazda 6nemli
dengesizliklere neden olabilmektedir [23]. Ge¢miste ROS’un yalnizca hiicrelere
zararlt olduguna inanilsa da son caligmalar, ROS’un farkli hiicre ici yolaklara
aracilik eden cok onemli ikinci haberciler oldugunu gostermistir [24]. Yapilan
bu ¢alismalara ragmen serbest radikallerin sadece kotii ve zararh kelimesini temsil

etmedigine dair molekiiler agiklamalar soyledir:

(1) saghkli bir insanda serbest radikallerin tiiretimi, sistemde bir anormallik



degil, fizyolojik bir siirectir; ¢iinkil organizma, enzimler yoluyla, belirli hiicresel

konumlarda ve belirli miktarlarda temel serbest radikalleri de novo olarak tiretir;

(i1) serbest radikaller, spesifik ve diizenlenmis oksidatif reaksiyonlar yoluyla, hiicre
sinyali olarak bilinen temel biyolojik siireci, yani hiicrenin kendisiyle ve diger

hiicrelerle iletisimini kontrol eder;

(iii) serbest radikaller fagositoz, oksijen tasinmasi ve enerji iiretimi gibi 6nemli

stireclerde gorev yapar [6].

Reaktif oksijen ve hidrojen tiirleri, sik egzersize kars1t metabolizmanin olusturdugu
yanit1 diizenleyen fizyolojik sinyal yollarinda da énemli rollere sahiptir. Ornegin,
fiziksel egzersiz ROS diizeylerini artirir, bu da hiicre ¢cogalmasi ve antrenman
adaptasyonuyla ilgili sinyal yollarinin gen ekspresyonunu artirir fakat eksojen

antioksidan kullanimiyla bu durum ortadan kaldirilmaktadir [1].

2.1.1 Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi ve Kaynaklari

Serbest radikaller, canli sistemlerde fizyolojik metabolizmanin sonucu olusan
oldukca reaktif, kisa Omiirlii organik ve inorganik molekiillerdir. Oksijen, karbon,
nitrojen ve kiikiirt merkezli dort tip radikal vardir. Oksijen radikalleri fotosentez
ve aerobik solunumun benzer sekilde oksijen kullanmasi nedeniyle biyolojik
sistemlerde yaygin olarak goriilen serbest radikallerdir. Biyolojik sistemlerde
oksijen merkezli radikallerin 6nemi nedeniyle serbest radikallere reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ad1 da verilmektedir [25].

Tablo 2.1 Yaygin olan serbest radikaller [26]

Sembol | Radikal Ozellik

H- Hidrojen En c¢ok bulunan radikal

OH Hidroksil Aktivitesi en yiiksek oksijen radikali

H50, Hidrojen Peroksit | Aktivitesi en diisiik oksijen radikali

Oy~ Stiperoksit Aerobik tepkimelerde en yaygin goriilen radikal
ROO | Peroksil Lipidlerin oksidasyonu sonucu olusan radikal
NO- Nitrik Oksit Fizyolojik diizenlemelerden sorumlu radikal

2.1.2 Endojen Serbest Radikal Kaynaklar

Reaktif oksijen tiirlerinin 1990’11 yillardan bu yana pek c¢ok yasam aktivitesini
diizenleyen aktif bir faktor oldugu ileri siiriilmektedir [5]. Mental stres, yogun
egzersiz, bagisiklik sisteminin sik uyarilmasi, enfeksiyon artisi, iltihap olusumu,
artmis iskemi, kanser ve yaslanma gibi faktorlerin etkisiyle endojen olarak serbest

radikallerin hiicre i¢i konsantrasyonu artmaktadir [21]. Endojen olarak en 6nemli
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tiretim yeri mitokondridir. Elektron tagima zinciri, oksijenin kismi indirgenmesi
yoluyla iiretilen siiperoksitin ¢ogundan sorumludur. Aktivite acisindan hidroksil
radikali bilinen en reaktif tiirdiir ve ROS’un sitotoksik etkilerinden biiyiik ol¢iide
sorumludur. Buna kargilik, nitrik oksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif tiirler daha
az reaktiftir ve cesitli hiicresel aktivitelerde 6nemli bir rol oynadiklar1 gosterilmistir
[27].

H,05’nin Fe*" ile Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari, oksidatif stresi artiran,
lipit, protein ve DNA hasarindan sorumlu olan hidroksil radikallerini tiretir [28].
Hidroksil radikali, biyomolekiillere kars1 giiclii reaktivite gosterir ayrica hiicrelerde
daha ciddi zararlar olusturabilecek etki giiciine sahiptir. Sekil 2.1’de goriildiigii
gibi Fe?t ve Cu™ gibi gegis elementlerinin bulundugu ortamda hidrojen peroksit,
indirgenerek *OH’a doniistiiriilii.  Bu reaksiyon “Fenton reaksiyonu” olarak
adlandirlir. Fenton reaksiyonu ile siiperoksit radikali tepkime verdiginde olusan
metal iyonlarinin yeniden kullanilmasi saglanir. Bu tepkimeler "Haber-Weiss
tepkimeleri" olarak adlandirilir (Sekil 2.1). Bu yoniiyle gecis elementleri, OHe
olusmasinda etkili role sahiptir [4].

H20: + Cu'/Fe™ > OH +OH +Cu'2Fe”? Fenton reaksiyonu
Cu?Fe? + 02° Cu/Fe™? +0a
02" + H:02 > OH + OH + 02 Haber-Weiss reaksiyonu

Sekil 2.1 Fenton ve Haber Weiss Reaksiyonu [4], [29]

Endojen serbest radikal kaynaklari su sekilde siralanabilir:

1. Mitokondriyal Enerji Uretimi

ATP iiretimi sirasinda fizyolojik kosullar altinda ETZ’deki elektronlarin
aktariminda %100 verim saglanamaz, %0,2-2’si normal sekilde transfer
edilemez, ETZ’den disar1 sizar ve siiperoksit veya H,O olusturmak iizere
oksijenle etkilesime girer [5]. Elektron kacagi ve proton kacaginin varligi
nedeniyle, ETZ’deki tiim elektronlar son elektron alicis1 Os’ye aktarilamaz
bu sebeple aktarilan elektronlar tarafindan salinan enerji, ATP iiretimi ile
tamamen birlestirilemez. Elektron sizintis tarafindan iiretilen ROS (O ve
H505) hiicrelerin fizyolojik ve patolojik dengesinin siirdiiriilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir (Sekil 2.2) [24].
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Sekil 2.2 Elektron transport zincirinde reaktif oksijen tiirleri salinimi [24]

2. Notrofil ve Lokositlerde Solunum Patlamasi

Mikroorganizmalar ve bakteriler fagositlerin i¢ine alindiginda ROS etkisiyle
parcalanarak hiicreden uzaklagtirilir. Fakat ROS’lar agir1 arttifinda
saglikli organizmaya zarar vererek cesitli hastaliklarin patogenezinde rol
oynarlar [26]. Notrofiller, eozinofiller, monositler ve makrofajlar gibi
fagositler, yiiksek diizeyde ROS iiretmek icin antimikrobiyal mekanizmalarin
bir parcasi olan, siiperoksit iireten NADPH oksidazi (NOX) kullanirlar
[30]. Notrofillerin en 6nemli savunma mekanizmalarindan biri, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu yoluyla giiclii bir oksidatif patlama
yetenekleriyle iligkilidir. Oksidatif patlama, istilact mikroorganizmalarin
ortadan kaldirilmasi icin etkili bir yontemdir [31]. Fagozom membraninda
lokalize olan NADPH oksidaz araciligiyla NADPH’tan Os’ye elektron
aktarilmast sonucu ‘“‘solunum patlamasi (respiratory burst)” adi verilen,
oksijen kullaniminin yiikseldigi ve siiperoksit radikal konsantrasyonunun

arttig1 bir siire¢ gerceklesir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Notrofil ve 16kositlerde reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu solunum
patlamasi [32]

3. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Arasidonik asit (AA), normalde hiicre zarinda fosfolipidler formunda insan
viicudunda bolca bulunur. Hiicre zar1 uyaranlara, ozellikle de inflamatuar
reaksiyona maruz kaldiginda, fosfolipitler hiicre zarindan salimir [33].
Hiicreler AA’ya maruz kaldiginda mitokondriyal solunum zincirindeki
kompleks I ve III enzimlerinin aktivitesinin inhibe edilmesi ve mitokondriyal
membranlarin akigkanliginin artirilmasiyla ROS iiretimi de indiiklenir [34].

Sekil 2.4 ve 2.5’de bu reaksiyonlar gosterilmistir.
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. Ksantin Oksidazin Katalitik Dongiisii

Ksantin oksidaz (XO), tiim hiicre tiplerinde bulunur, esas olarak dehidrojenaz
olarak gorev yapar ve cogu durumda diisiik diizeyde aktiviteye sahiptir
[37]. Artan hipoksantin seviyeleri , iirik asitin daha fazla oksidasyonu i¢in
XO aktivitesinin artmasini indiikler (Sekil 2.7). XO reaksiyonlari; yiiksek
yogunluklu antrenmanlar, cerrahi ameliyatlar, miyokardik sok ve anemi
sebebi ile olusur [26]. Bu durum XO fonksiyonu acisindan ¢ok onemlidir
ve bu arada yan iiriinler olarak O? - ve H,0, iiretilir (Sekil 2.6) [38].

Oksjien e
yoklugu dehidrogenaz
i - SH gruplarnn
ATP — ADP — AMP — adenozin oksidasyonu
i ve/veya
inozin proteoliz
$ v
... hipoksantin ksantin oksidaz
purin bozunma yolu Reperfiizyon

O2

04 . HyO9, ksantin, tirik asit

Sekil 2.6 Piirin bozunma yolu, ksantin oksidazin katalitik dongiisii [39]

O O
N o N o NH
HN 2 HN 2 HN
Ly ) > — I o
Y NH N NH N NH
0] H 0 H
Hipoksantin Ksantin Urik asit

Sekil 2.7 Hipoksantinin iirik aside oksidasyonu [40]

. Endoplazmik Retikulum Radikalleri

Endoplazmik retikulumda hiicrelere ulagan kimyasallarin zehirsizlestirilmesi
gerceklestirilir.  Sitokrom P-450 enzimleri ile katalizlenen zehirsizlegtirme

islemleri sirasinda farkli serbest radikaller olusur [26].
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6. Stres

Psikolojik stres, fizyolojik, noroendokrin ve otonomik degisikliklere sebep
olur. Ozellikle, stres hormonlarindan olan glukokortikoidler mitokondrinin

aktivitesini arttirarak ROS {iiretiminin artigina sebep olur [41].

7. Baz1 Gegis Metalleri

H50,, ozellikle demir, bakir veya diger gecis elementlerinin ortamda

bulundugu zamanlar indirgenerek OHe’a doniistiiriiliir.

2.1.3 Eksojen Serbest Radikal Kaynaklari
Eksojen ROS kaynaklari, UV 1sinlart ve cesitli kimyasal maddeler basta olmak

izere, hava ve su kirliligi, sigara dumani, alkol, agir metaller veya gecis metalleri,
ksenobiyotikler, bazi ilaglar, endiistriyel c¢oziiciiler, gida tiitsiilenme yontemi, yag
metabolizmasinin bazi toksik iiriinleri ve radyasyon etkisi ile olugsmaktadir [4],
[21], [30], [42].

Sigara dumani pek ¢ok oksidan madde ve ROS’lar1 igerir. Ayrica sigara dumaninin
akcigerlere solunmasi, nétrofil ve makrofajlarin birikmesi gibi bazi endojen
mekanizmalart da aktive ederek oksidan hasar1 daha da artirir. Ozon gazi, kursun

agir metali maruziyeti lipid peroksidasyonuna neden olan diger faktorlerdendir
[43].

2.1.4 Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari
Serbest radikal aracili reaksiyonlarin onemli bir 6zelligi, zincirleme reaksiyon
olarak ilerleme egiliminde olmalaridir. Ornegin lipit peroksidasyonu zincirleme

devam ettigi icin hiicrelerde biiyilk bozunmalara sebep olacak kadar tehlikelidir
[44].

Tablo 2.2 En sik goriilen serbest radikallerin kimyasal reaksiyonlar1 [43], [45]

Radikal ad1 Formiil | Mekanizmalar
Siiperoksit 0,5~ Oy +e” =0y~
Peroksi radikali ROO | R+0; — ROO
Hidroperoksil radikali | HOO" | O; + H,O — HOO + OH~
Hidroksil OH | HyOy +O0y,— - OH + OH™ + O,
Hipokloroz asit HOCI | H,O, +Cl- + H" — HOC! + H50O
Hidrojen peroksit H;O5 | Hiicresel Oy — SOD — Oy + Hy0,
Oy + 2e™ + 2HT — H>0,
Hipoksantin + HoO + Oy — ksantin + HyOs
Ksantin + H,O + Oy — H505 + urikasit
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Sekil 2.8 Hidrokinon molekiiliiniin radikal aktivitesi [46]

2.1.5 Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller, bir yan zincir metilen karbonundan hidrojen atomunu
kopararak lipit peroksidasyon zincirleme tepkimelerini baglatabilirler.  Lipid
radikali bu tepkimelerle oksijen ile tepkimeye girerek peroksil radikali iiretir.
Peroksil radikali bir zincirleme tepkime baslatir ve coklu doymamis yag
asitlerini lipit hidroperoksitlere doniistiiriir. Kararsiz olan lipid hidroperoksitler,

malondialdehitler (MDA’lar) ve aldehitler gibi ikincil iirlinlere doniisiirler [43].

Baslama ilerleme Sonlanma
0,
00"
;/\ R1/N—<R2
00+ radikal

olmayan

9 10 12 13 R; /w_<
HO« + R1/TR2 Ry b3 R, Ry 3 R 2k, tirtinler

H H (= ROO*~)
linoleik asit M
k
HOO .

RZ)W:R, Rw/_Y_-\Rz
hidroperoksitler H H
(birincil Griinler) linoleik asit

(alt gruplar)

.
v
v

ikincil tGrtinler

Sekil 2.9 Lipid peroksidasyonu tepkimesi [46]

Lipid Peroksidasyonu Asamalari

1. Baslatma Asamasi

Lipid peroksidasyonu, bir hidrojen atomunun lipid molekiiliinden serbest bir
radikal (genellikle hidroksil radikali, *OH) tarafindan koparilmasiyla baslar.
Bu, lipidden bir lipid radikali (Le) olusturur.

12



LH (lipid) + -OH (hidroksil radikali)

|

L- (lipid radikali) ~ H2O

Sekil 2.10 Lipid peroksidasyonu baglama asamasi [40]

2. Tlerleme Asamasi

Olusan (Le) radikali oksijenle varliginda hizlica (LOOe) radikalini olusturarak
zincirleme tepkimeleri siirdiirtir. Bu radikal, diger lipid molekiillerinden

hidrojen atomlarin1 kopararak zincir reaksiyonunu devam ettirir.

L (lipid radikali) + Oz (oksijen)

l

LOO- (lipid peroksil radikali)

|

LOO- (lipid peroksil radikali) + LH (lipid)

|

LOOH (lipid hidroperoksit) + L- (lipid radikali)

Sekil 2.11 Lipid peroksidasyonu ilerleme asamast [40]

3. Sonlanma Asamasi

Zincir reaksiyonlari, iki radikalin bir araya gelerek daha stabil iiriinler
olusturmasiyla sona erer.
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L- (lipid radikali) + L- (lipid radikali)

l

L-L (stabil tiriin)
veya|

LOO- (lipid peroksil radikali) + LOO- (lipid peroksil radikali)

l

LOOH (lipid hidroperoksit) — Oz (oksijen)

Sekil 2.12 Lipid peroksidasyonu sonlanma asamast [40]

2.1.6 Serbest Radikallerin Zararlari1 ve Canli Viicuduna Etkileri

Serbest radikaller notralize edilmediklerinde hiicre zarlarina saldirma,
biyomolekiillere saldirarak fonksiyonlarim1 bozma, c¢ekirdek zarina zarar
vererek genetik materyale kadar ulagsabilme etkisine sahiptir.  Bu sebeple
DNA’y1 mutasyonlara acik hale getirerek hiicrelerin bagisiklik sistemine darbe
vurabilmektedir [7]. Oksidatif stres, oksidan tiirlerin tretimi ile antioksidan
savunmalar arasindaki, hiicresel redoks homeostazisini etkileyerek molekiiler
degisikliklere yol acan ve dolayisiyla hiicre hasarina yol agabilen bir dengesizlik
olarak tamimlanabilir [2], [6] .
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Sekil 2.13 Serbest radikallerin yol actig1 membran hasar1 [39]

Viicut, serbest radikal gruplarin1 azaltmak icin C vitamini (askorbat), E vitamini,
glutatyon ve cesitli enzimler gibi dogal antioksidanlar kullanir. Serbest radikallerin
olusumu kontrol edilmezse agir1 reaktif oksijen birikimi lipidlerin ve proteinlerin
yapisini degistirebilir ve hiicresel islev bozukluguna neden olabilir [47]. Oksidan

tiirler, lipidler, proteinler ve DNA dahil olmak iizere biyolojik sistemlerin tiim
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bilesenlerine zarar verebilir ve bu modifikasyonlar kanser, Alzheimer ve Parkinson
gibi hastaliklara, norolojik bozukluklara ve cesitli metabolik sistemlerde hasara
sebep olabilirler [48].

2.2 Antioksidanlar

Bir antioksidan, diger molekiiller veya atomlar tarafindan gerceklestirilen oksidatif
modifikasyonlar1 geciktiren, Onleyen veya ortadan kaldiran (indirgemeye neden
olan) herhangi bir molekiil veya atomdur [6]. Diinyanin her yerinden c¢ok
sayida arastirmaci, antioksidanlarin kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabetik
komplikasyonlar, Alzheimer ve benzeri hastaliklart Onleyip Onleyemeyecegini
arastirmistir  [44]. Diyet toplam antioksidan kapasitesi, metabolik sendrom ve
cesitli kanser tiirleri ile ters korelasyon gosterir. Saglikli bireylerde, antioksidan
kapasitesi diyet cesitliligi niteligini gostermektedir [9]. Ayrica besinlerde dogal
olarak bulunan bazi besin ogeleri antioksidan sistemi destekleyerek viicudun
savunma sistemine katki saglar. Fakat tiim bu olumlu yanini 6ne ¢ikaran
calismalara ragmen antioksidanlara mutlak iyi ve sadece faydali bilesikler goziiyle
bakmak dogru degildir. Antioksidan eksikligi olan bireylere hedefli bir sekilde
uygulanan antioksidan takviyenin iyilestirici etkisi vardir ancak eksikligi olmayan
bireylerde uygulanan takviye ekstra bir iyilik hali saglamamaktadir [49]. Fazla
antioksidan tiikketiminin olumsuz etkileri de géz 6niinde bulundurulmalidir. Eksojen
antioksidanlar, hiicre sinyallesmesi i¢in gerekli olan serbest radikallerin bazi
fizyolojik fonksiyonlarini engeller. Yiiksek dozda antioksidan takviyesinin olumsuz

etkilerinin potansiyel faydalarini agmas1 muhtemeldir [1].

2.2.1 Antioksidanlarin Smiflandiriimasi

Antioksidanlar dogal ve yapay olarak ikiye ayrilir. Bir¢ok sentetik antioksidanin,
ornegin biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ile
yapilan hayvan calismalar1 sonucunda bu maddelerin kanserojen ve toksik etkilere
sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu sebeple bazi iilkelerin yonetmeliklerine gore
bu sentetik antioksidanlarin kullanimlarinda sinirlandirmalar uygulanmistir. Dogal
olmayan antioksidanlar hakkindaki endiseler, ekonomik olan bitkisel kaynakli

dogal antioksidanlara yonelimi artirmistir [10], [S0].

Dogal antioksidanlarin biiyiik ¢ogunlugu bitkisel kaynakli olup bunlar cesitli
fenolik yapiya sahip polifenoller ve flavonoidler halinde bitkiler tarafindan

sentezlenirler [10].
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Sekil 2.14 Sentetik antioksidan BHA ve BHT nin kimyasal yapilar1 [51]
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Sekil 2.15 Dogal kaynaklardan iiretilen antioksidan bilesenlerin siniflandirilmasi

[52]
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Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak iizere iki tiire ayrilirlar. Endojen
kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt
grupta stmiflandirilabilir [29]. Insan ve hayvan organizmalarinda iiretilen endojen
antioksidanlar, enzimler, hormonlar ve redoks proteinleri olmak iizere cesitli
siiflara ayrilir.  Viicutta iiretilen endojen antioksidanlar ve diyetle aldigimiz
eksojen antioksidanlar, redoks homeostazini siirdiirmek veya yeniden kurmak i¢in
sinerjik olarak hareket edebilir [53].

Daha cok bitkiler aleminde, sebze ve meyve gibi gidalarin yapisinda iiretilenlere
ise eksojen antioksidan kaynaklar1 denilmektedir. Antioksidan maddelerin en
onemli kayna@i bitkisel gidalar oldugundan dolay1 diyetle alinan antioksidanlar
genellikle fitokimyasal antioksidanlar olarak adlandirilirlar. Gidalardaki dogal
antioksidan bilesenler; indirgen ajan, serbest radikal baglayici, singlet oksijen
tutucu mekanizmalardan bir veya birkaci ile antioksidan etkilerini gostermektedirler
[54]. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda en sik bilinen A, C ve E

vitaminleri; flavonoidler; ve karotenoidler sayilabilir [30].

Tablo 2.3 Endojen kaynakli baz1 enzimatik antioksidanlar [29]

Glutatyon Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz | Siiperoksit dismutaz
Katalaz Alblimin

Transferrin Melatonin

Tablo 2.4 Endojen kaynakli enzimatik olmayan bazi antioksidanlar [29]

Biliriibin Urik asit
Hormonlar (Melatonin, Estradiol) | Redoks proteinleri
Alfa Lipoik asit Koenzim Q10

2.2.2 Polifenoller

Dogal biyoaktif polifenoller, cesitli kimyasal yapilara sahip bilesiklerdir [55].
Polifenol ailesinde 8000’den fazla yapisal varyant mevcuttur. Polifenoller, meyve
ve sebzelerde bulunan ve renklerine, lezzetlerine ve farmakolojik aktivitelerine
katkida bulunan biyoaktif bilesiklerdir [56]. Polifenollerin morbiditeyi azalttigi,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar ile kanser hastalifinin ilerlemesini
yavaglattig1 sonuglarina ulasilmistir. Polifenollerin etki mekanizmasi, antioksidan
etkinlikleri ile iligkilidir [57]. Polifenoller Fe™ , Cu™ gibi metal iyonlarim
ve serbest radikalleri selatlayabilir boylece reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini
diistiriir.  Kimyasal yapilarina gore flavonoid tiirleri sekil 2.16’da gosterilmistir.

Bu molekiillerin ¢cogunlugu bitkilerin metabolitleridir ve hidroksil siibstitiientlerine
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sahip cesitli aromatik halkalardan olusurlar. Kimyasal yapilarindaki bu farkliliklar,

polifenollerin farkli siniflara ayrilmalarini saglamaktadir [56].
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Sekil 2.16 Cesitli polifenollerin molekiiler gosterimi [58]

2.2.3 Karotenoidler

Karotenoid kaynaklari, yapisindaki eslesmemis cift baglara sahip olmasi yoniiyle
ROS’lar1 nétralize etme 6zelligine sahiptir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi,
yapisindaki konjuge cifte baglardan kaynaklanmaktadir [51]. Karotenoidler, sari,
kirmizi, turuncu gibi pigmentasyon skalas1 gosteren ve yagda kolayca ¢oziinebilen
fitokimyasallardir. Gidalarda renk yogunlugu karotenoid icerigiyle orantihidir [59].
Karotenler, siiperoksitleri yakalama, ROS’lar1 temizleme, hiicre zarlarina karsi
olusabilecek zincirleme peroksidasyon ataklarin1 6nleme fonksiyonu ile degerli bir
fitobilesiktir [60].

W AN A A, g -
SO R-karoten

Sekil 2.17 (-karotenin kimyasal yapist [61]

2.2.4 C Vitamini (L-askorbik asit)

C Vitamini, glikoza benzer alt1 karbondan olusan hidrofilik bir molekiildiir
[62]. C vitamini, alfa-tokoferol (E Vitamini) gibi viicuttaki diger antioksidanlari
yenilemenin yani sira kolayca elektron verme yetene8i nedeniyle oldukca etkili

bir antioksidandir, boylece onemli biyomolekiilleri serbest radikal hasarindan
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korumaktadir [62], [63]. Ozellikle siiperoksit radikalleriyle giiclii bir sekilde
reaksiyona giren birkag biyolojik molekiilden biridir [64].

Sekil 2.18 L-askorbik asidin molekiiler yapis1 [62]

2.2.5 E Vitamini (a-tokoferol)

Tokoferoller (E vitamini), yalnizca fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenen
ve membranlarin lipit ¢ift katmanlarinda, 6zellikle de kloroplastlarda bulunan,
yagda ¢oziinen molekiillerdir [50]. Kromanol kismindaki fenolik grup, ROS’lar1
bir elektron indirgemesiyle etkili bir sekilde sondiiriir ve lipid peroksidasyonunda
serbest radikal reaksiyonlarinin yayilmasini onler. Ortaya ¢ikan tokoferol fenoksi
radikali, askorbik asit veya glutatyon varliginda indirgenerek tokoferol molekiiliinii
yeniden olusturabilir [65].

LOO" + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O°
(Lipid peroksil radikali) (tokoferoksil radikali)

Sekil 2.19 Tokoferoliin antioksidan aktivite ile lipid peroksidasyonunu onlemesi
[51]

( a) o-Tokoferol R, =R, =R, =CH,
: : ( b) p -Tokoferol R, =R,=CH,,R,=H
,\/\/\/\/\/j\ ( c) Y-Tokoferol R,=R,=CH,, R, =H

( d) §-Tokoferol R,=CH,,R,=R,=H
AV

kroman grup Hidrofobik yan zincir

Sekil 2.20 Tokoferoliin molekiil yapist [50]
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2.3 Udi Hindi (Aquilaria agallocha) Bitkisi ve Ozellikleri

Udi hindi, yaygin olarak "agarwood" olarak bilinir ve Latince ismi Aquilaria
malaccensis, A. agallocha ve A. sinensis ile es anlamli olarak literatiirde yer
alir.  Morfolojik ¢aligmalarin ardindan Japonya’daki arastirmacilar A. sinen-
sis, A. agalloccha ve A. malaccensis arasinda 6nemli anatomik farkliliklarin
olmadig: bildirilmektedir [13]. Asya Kitasi’'nda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Thymelaeaceae familyasinda olan bu aga¢ grubu, Hindistan, Malezya, Butan,
Endonezya, Laos, Singapur, Myanmar, Banglades, Tayland ve Filipinler’de
yetismektedir [18]. Aquilaria agallocha bitkisinin halk arasinda bilinen pek ¢ok
adi vardir. Udi hindi, yaygin olarak oud veya kusti bahri adlari ile endiistride
taninmaktadir. Hindistan’da ’agar’, Malezya’da ‘agarwood agaci’, Japonya’da
’jin-koh’, Kore’de ’chimhyuang’, Fransa’da ’calambac’ veya ’calambour’ ve Orta
Dogu’da ’ud, oud’ olarak adlandirilmaktadir [66]. Geleneksel olarak, kabuk, kok ve
0z odun tibbi dzellikleri nedeniyle agarwoodun saglik uygulamalarinda kullanimi

sekizinci yiizyila kadar uzanmaktadir [17].

Agarwood kullamimina iliskin ilk bilimsel kaydin doktor Avicenna (Ibni Sina)’ya
ait oldugu bilinmektedir. Cin, tibbi etkileri sebebi ile sifali bir bitki olarak; Japonya
meditasyon uygulamalarinda sakinlestirici olarak; Hindistan dini bir gelenek
olmasi sebebi ile parfiim, tiitsii ve ticaret kaynagi olarak Aquilaria agaclarini
onemsemektedir [13]. Agarwood binlerce yildir tibbi amaclarla kullanilmistir ve
Ayurveda, Tibet ve geleneksel Dogu Asya tibbinda kullanilmaya devam etmektedir.
Yiiksek dereceli agarwood recinesi tozu aromaterapide ve ayrica farmasotik
tentiirlerin iiretiminde kullanilir. Geleneksel Dogu Asya tibbinda, qi akigini tegvik
etmek, agriy1 hafifletmek, mideyi 1sitarak kusmay1 durdurmak ve astimi hafifletmek
icin regete edilmektedir. Japonya’da bir¢ok kisi tarafindan kutsal kabul edilir ve
oliileri yaglamak icin kullanilir. Budizm’de bircok tiitsii karistminin ana maddesi
olarak hizmet eder ve sandal agaci ve karanfil ile birlikte ic tamamlayici tiitsiiden
biri olarak kabul edilir [14].

2.3.1 Udi Hindi Bitkisi Fitokimyasal Yapisi ve Etkileri

Udi hindi agaci1 recinesinin esansiyel yag bilesimi esas olarak seskiterpenler
ve 2-(2-feniletil) kromonlarin karistmini icermektedir [14].  Hidrosoliinde
ise seskiterpenler ve cesitli diisitk molekiiler agirlikli aromatik bilesikler tespit
edilmigstir [15]. Udi hindi bitkisinin en énemli biyoaktif bilesenleri flavonoidler,
fenolikler, alkaloidler, saponinler, steroidler, terpenoidler ve tanenlerdir [16].
Ayrica bitkide mantar ve patojenlere direnmek icin bir bagisiklik tepkisi

olarak biyotik stres altinda cucurbitacin de sentezlenmektedir. Cucurbitane tipi
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triterpenoidler (cucurbitacins) antikanser aktiviteleriyle iyi bilinmektedir.  A.
sinensis’in ciceklerinde, kabuklarinda, meyvelerinde ve saplarinda ondan fazla
sitotoksik kukurbitasin bulunmustur [67]. Yapilan ¢alismalarda cucurbitacin
on tedavisinin apoptozu ve oksidatif stresini inhibe ettigi, kanser hiicrelerinde
apoptozu indiikleyerek giiclii anti-kanser aktivitesi sergiledigi ayrica hafiza
fonksiyonlarini 1iyilestirdigi bildirilmektedir [17]. Bildirilen her calismanin
agarwood metabolit bilesenlerinin sayis1 ve tiirleri, Aquilaria agac1 kaynagina,
ekstraksiyon yontemlerine ve kullanilan analiz yaklagimlarma bagli olarak
degismektedir. Dogal yasam alanlarinin agir1 tahribati nedeniyle, agarwood tasiyan

tirlerin ¢ogu nesli tilkkenmekte olan tiirler kategorisine girmistir [14].

Sekil 2.21 A. agallocha agaclarindan tanimlanan 2-(2-feniletenil) kromonlarin
yapilar1 [68]

Sekil 2.22 A. agallocha agac kokiinde bulunan seskiterpenlerden Gmelofuran’in
yapist [67]

A. agalocha’nin antioksidan, antidiyabetik, antiinflamatuar ve antibakteriyel
aktiviteler gosterdigi, oksidatif stresi ve proinflamatuar sitokin iiretimini onemli
Olciide azaltti@1 ve inflamasyonla ilgili rahatsizliklar tedavi etmek i¢in geleneksel
olarak kullanildig1 bilinmektedir [17]. Farmakolojik degerlendirme kisminda
agarwood esansiyel yagi etkili bir sitokin azaltici, anti-diyabetik, anti-iirolitik
ozelliklere sahiptir. Esansiyel yagmin bu etkileri sebebi ile A. malaccensis,

bitkisel ilaclarin formiilasyonu ve hazirlanmasinda kullanilmistir. Bunlarin diginda
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agarwood esansiyel yaginin 1 pL/mL konsantrasyonunda genotoksik olarak inaktif
oldugu bulunmugtur [18].

Sekil 2.23 Agarwood kaynakli kromonlarin yapilar1 [68]

2.3.2 Udi Hindi Bitkisi ile Tlgili Yapilan Onceki Calismalar

Yurt disinda, ozellikle Asya Kitasi’ndaki iilkelerde udi hindi bitkisi yaygin bir
kullanima sahiptir. Bu sebeple calismalar daha ¢cok Asya Kitasi’nda yapilmistir.
Covid-19 (patojen SARS-CoV-2) salgim1 doneminde diinyada ve iilkemizde
fitoterapi ajanlarina olan ilgi artmistir ve A. agallocha, karaciger koruyucu ve sinir
sistemi iizerindeki bilinen etkileri ile farmakoloji alaninda etkili olan tiirler arasinda
sayllmistir [17]. Covid-19 salgim ile giindeme gelen bitki hakkinda, tilkemizde
yapilan aragtirmalar da artmaya baslamstir.

Covid-19 viriisii, patojenik etkilerini ¢oklu organ diizeyinde oksidatif stres ve
inflamasyona sebep olarak gostermistir ayrica pek cok organi aynmi anda etkileyen
bir hastalik olarak ortaya c¢cikmistir.  Covid-19 viral hasarinin ilerlemesinde
anahtar rol oynayan oksidatif stres ve inflamasyonun tedavisinde, gida kaynakli

antioksidanlar ve metal selator ajanlari iyilestirici etkilere sahiptir [69].
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Sekil 2.24 Aquilaria agaclarindan tanimlanan seskiterpenlerin yapilar1 [68]

A. agallocha yapraklarinin etanolik ekstrakti, si¢canlarda aspartat aminotransferaz
(AST), alanin transaminaz (ALT), alkalin fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz
(LDH), kolesterol, bilirubin seviyelerinde onemli bir azalmaya sebep olmustur
ayrica albiimin (ALB), toplam protein (TP) konsantrasyonunda artis ile
parasetamole bagli hepatotoksisiteye karst koruyucu etki sergilemistir [70].
Hepatoprotektif o6zelligi sayesinde karacieri koruyan agarwoodun esansiyel
yagindan tiiretilen agarofuran, sicanlar iizerinde mental anlamda ruh halini

iyilestirici etkiler gostermigtir [68].

Farmakolojik calismalar agarwood ve A. sinensis agaclarmin yapraklarinin
mide-bagirsak diizenleyici etkiye sahip oldugunu gostermistir.  Caligmalar,
agarwood etanol ekstraktinin bagirsak hareketliligini iyilestirdigini ve mide ilserini
tedavi edici etkiye sahip oldugunu gostermistir. Agarwood esansiyel yagi, oksidatif
stresi ve sitokin iiretimini 6nemli Olclide azaltan bir anti-inflamatuar fonksiyona
sahiptir [71].

Suyla damitilarak izole edilen agarwood (A. crassna) ekstraktlari, S. aureus ve Can-
dida albicans’ a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken, Escherichia coli tizerinde

bu etkiye rastlanmamistir [68].
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A.crassna yapra8i sulu ekstraktinin, Staphylococcus epidermidis’e kars1 in vitro
antibakteriyel etkiye sahip oldugu, bakterilere kars1 mikrobiyosidal etki gosterdigi,
biyofilm olusumunu engelledigi tespit edilmistir. A. crassna tiiriiniin etil asetat
ekstrakti, etanol ekstraktindan daha giiclii antifungal (Fusarium solani) aktivite

sergilemistir [72].

A. agallocha yapraklarn etanolik ekstraktinin, Sprague-Dawley sicanlarinda
parasetamol kaynakli hepatotoksisitede hepatoprotektif etkileri vardir; AST, ALP,
ALT, laktat dehidrojenaz’1 azaltmistir; ALB’de artis gozlemlenmis, toplam
protein konsantrasyonu ve karacigerde parasetamol’iin neden oldugu histopatolojik

degisikliklerin 6nlenmesinde etkili oldugu saptanmigtir [73].

2.3.3 Udi Hindi (A. agallocha) Antioksidan Etkinligi

Literatiirde bitkilerden elde edilen polifenollerin antioksidan, antiinflamatuar ve
pek cok farmakolojik aktiviteleri agik¢a vurgulanmaktadir [69]. ABTS, DPPH
ve FRAP analizleri dogru, sabit ve basit olmasi yoniiyle bitki ekstraktlarindaki
antioksidan kapasiteyi belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.  Udi
hindi bitki tiirleri ile ilgili ¢alismalar, A. crassna yaprak kismu sulu ekstraktinin
onemli miktarda antioksidan aktivite sergiledigini gostermisti. Bu da onun
antimikrobiyal aktiviteye sahip olma potansiyelini ortaya koymaktadir. Aquilaria
crassna’nin  ¢esitli boliimleri 500 pg/mL konsantrasyonlarda, ¢oziicli olarak
metanol, metanol-su ve aseton ile ekstrakt edilerek incelendiginde yiiksek

antioksidan aktivite gozlemlenmistir [74].

Modern farmakolojiye gore, agarwood esansiyel yagi antioksidan, antibakteriyel,
antiinflamatuar o6zelliklere sahiptir [75]. Agquilaria agallocha 6z odunu etil
asetat ekstraktinin (EAE) antioksidan aktivitesini aragtirmak amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirildi. Insan kan hemolizatinda hemoglobinin, nitrit kaynakli oksidasyonu
tizerindeki inhibitor etkisi gozlemlendi. Sonuclar 500-3500 pg/ml konsantrasyon
aralifinda Aquilaria agallocha 6z odununu EAE’nin giiclii bir antioksidan etki

gosterdigini raporlamigtir [19].

Ulkemizde yakin zamanda yapilan bir calismada; akut rinosiniizit modeli
olusturulan ratlarda, oral yolla kullanilan agarwoodun antioksidan ve
antiinflamatuar 6zelligi ile TNF-« (timor niikler faktor-c), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-15 (IL-3) total oksidan seviye ve oksidatif stres indeksinde anlamli
sekilde azalma goriildii. Total antioksidan seviyesinde de anlamli sekilde artma
gozlemlendi. Agarwoodun anlamli sekilde akut rinosiniizitte antioksidan ve

antiinflamatuar 6zelligi ile oral yolla kullanilabilecegi goriilmiistiir [76].
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3

MATERYAL METOT

3.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Calhsmada Kullanilan Cihazlar

» Spektrofotometrik olarak yapilan antioksidan aktivite tayinleri i¢in: Perkin
Elmer, UV/Vis Spektrometre

* pH Ol¢timii i¢in: Sartorius, pH metre
* Santrifiijleme islemleri icin: Sigma, 3K Santrifiij
+ Ogiitme / Par¢alama: Cereals, Yiiksek hizli cok fonksiyonlu hububat 6giitiicii

e Cozeltilerin hazirlanmasinda: Chiltern, Hotplate manyetik karistirici, IKA,
Basic model Vorteks, Sartorius, Tart1

» Ultrases Ses Destekli Ekstraksiyon: Bandelin, Electronic 320 w 35 kHz

3.1.2 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup satin alinan firmalar Tablo

3.1’de gosterilmigtir.

25



Tablo 3.1 Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal FIRMA/Numara
BHA Fluka / 20021

(+)- Katesin hidrat1 Fluka /22110

Folin & Ciocalteu Reaktifi | Sigma Aldrich / F-9252
ABTS Sigma Aldrich / A1888
DPPH Sigma Aldrich / D9132
DMPD Merck / 103067

EDTA Merck / 108421
[S-Karoten Fluka / 22040

Linoleik Asit Sigma Aldrich / 62240
Tween 40 Sigma Aldrich / P1504
K55504 Merck / 105091

NaOH Merck / 106462

TCA Merck / 100807
Pirokatekol Brenzkatechin | Fluka / 15880

Ferrozin Fluka / 82950

Etanol Merck / 100971

Etil Asetat Merck / 109623
Metanol Riedel-de Haen / 24229
Kloroform Merck / 102431

Toluen Merck / 108323
Fosforik Asit Riedel-de Haen / 30417
HCI Sigma Aldrich / 07102

NGHQPOQ.QHQO

Riedel-de Haen / 04269

Na2HPO4.2H20

Riedel-de Haen / 04272

Asetik asit (glasiyal) Merck / 100063

Prolin Sigma Aldrich / P-5607
Ninhidrin Fluka / 72490

NaNQO, Merck / 106544

AlCl3.6 H,O Merck / 10841000
K3[Fe(CNg)] Merck / 104973

FeCly, 4H,0O Fluka / 44939

FeCls Fluka / 44943

Sodyum asetat Sigma Aldrich / S-7545250
Siilfosalisilik asit Merck / 800691
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3.1.3 Udi Hindi Kokiiniin Temini
Aragtirmalarda kullanilan udi hindi (Aquilaria agallocha) bitkisinin kok kismi

aktardan alinmistir. Saf su ile yikanip temizlenerek, 25 °C’de 24 saat kurutulmustur.
Kuruyan kokler ogiitiilmiistiir, elenerek toz kismi deneylerde kullanilmistir.

Materyaller, kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.1 Udi hindi kokii kullanima hazirlama agamalari
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3.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kurutulmus udi hindi kokii 6giitiildiikten sonra su ve etil asetat ¢oziiciileri i¢inde
ultrases ses destekli ekstraksiyon yontemi ile (Sekil 3.2) ayr1 ayn ekstrakte edildi.
Ultrasonik banyo 1sindik¢a tiipler soguk su altinda sogutularak toplam 10 dakika
boyunca ultrases destekli ekstraksiyon islemi uygulandi. Islemin sonunda udi hindi
bitkisinin 0ziitii ¢oziicii olarak kullanilan siviya gecti. Sonra, ekstraktlar 20 dakika
10.000 devir ile santrifiijlenerek kalan toz parcalar1 uzaklastirildi. Ekstraksiyon
sonrasi ¢Oziiciiler ugurularak etil asetat ekstresi ile su ekstresi elde edildi (Sekil 3.2).
Antioksidan analiz yontemlerini ¢alisirken, bu ekstrelerden alinan 0ziitiin iizerine
ayn1 miktarda coziicii eklenerek mg/mL stok c¢ozeltiler hazirlanarak caligmalar

gerceklestirildi.

Sekil 3.2 Farkli ¢oziiciiler ile udi hindi kokii ekstreleri hazirlanmasi
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3.3 Bitki Caylarimin Hazirlanmasi

Kurutulmus udi hindi kokii tozu 2’ser gram olarak tartildi. Demleme (enfiizyon)
yontemi ile bitki ¢ay1r demlemek icin 100 mL kaynar suya, kurutulmug 2 gram
udi hindi bitkisi eklenerek iizeri ortiilii sekilde 15 dakika bekletildi. Kaynatma
(dekoksiyon) yontemi ile bitki ¢cayr yapmak i¢in 100 mL kaynayan suya 2 gram
udi hindi bitkisi eklendi ve 15 dakika boyunca kaynatilmaya devam edildi. Elde
edilen bitki caylan filtrasyon isleminde kullanilan siizge¢ kagidindan siiziilerek
partikiillerinden ayrildi. Ardindan santrifiijlenerek (20 dakika 6.000 rpm) kalan
bitki tozlarindan iyice arindirildi. Siiziilerek sivi hale getirilen bitki caylar1 1/1
oraninda ve 1/10 oraninda seyreltilerek deneylerde kullanildi.

Sekil 3.3 Demleme ve kaynatma metotlarina gore udi hindi kokii bitki ¢ay1
hazirlanmasi
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3.4 Uygulanan Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.4.1 Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Flavonoid sinifi bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve cesitli biyolojik
stireclerden sorumlu olan, dogal olarak olusan polifenolik fitokimyasallardir
[55], [77]. Flavonoidler, bitkilerin bulundugu cevre sartlarina yanit olarak
iiretilen bilesiklerdir. Ornegin, bitkilerdeki flavonoid iceriginin mor otesi 1smna
ve karbondioksit seviyelerine bagli oldugu bildirilmistir [78]. Bitkilerin ana
bilesenlerinden olan flavonoidler, ortamda bulunan ROS’larin birikimini kontrol
etme yetenegine sahip organik maddelerdir. Flavonoidlerdeki fonksiyonel hidroksi
gruplari, serbest radikalleri stabilize etmek ve antioksidan korumaya aracilik etmek
icin rezonans yoluyla elektron verir [79]. Hem siiperoksit hem de hidroksil
radikalleri, flavonoidler tarafindan in vitro olarak temizlenir [80]. Flavonoidler
antioksidan 6zelliklleri sayesinde kazandiklar gii¢lii etkileri ile endiistrinin pek ¢cok

alaninda, gida, kozmetik ve ilag tiretiminde kullanilmaktadir.

Udi hindi bitkisinin total flavonoid igerigi, Zhishen ve arkadaslarinin gelistirdigi
yontem kullanilarak belirlenmistir [81]. Oncelikle, stok cozeltilerden (mg/mL)
ve standart antioksidan olan (+)-katesin ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda
(20-100 pg/mL) seyreltildikten sonra igerisinden 0,25 mL alindi1 ve ardindan 1,25
mL saf su eklendi. 75 pL. sodyum nitrit (%5 m/v) , 150 puL %10 (m/v) AlCl3 ve 0,5
mL 1 M NaOH ilave edildi. 510 nm dalga boyunda absorbans ol¢iildii (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Toplam flavonoid tayini
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Sekil 3.5 Bir flavonidin genel yapis1 [77]

3.4.2 Toplam Fenolik Bilesik Icerigi Tayini

Toplam fenolik iceriginin belirlenmesi deneyinde standart antioksidan olarak
pirokatekol kullanilarak Slinkard ve Singleton’un yontemine gore Folin-Ciocalteu
reaktifi ile belirlendi [82]. Deneyde kullanilan Folin-Ciocalteu reaktifi, molibden ve
tungsten heteropoli bilesiklerinin karisimindan olugsmaktadir [83]. Folin-Ciocalteu
yontemi, nispeten hizli ve ucuz olmasi nedeniyle diinya capinda laboratuvarlarda
en yaygin kullanilan yontem olarak kabul edilebilir. Ayrica karmagik enstriimantal
cihazlara veya reaktiflere ihtiya¢ duyulmadigindan gerceklestirilmesi kolaydir [84].
Farkl1 konsantrasyonlardaki 6rnek ve standart ¢ozeltilerinden (25-100 pg/mL) 1 mL
alinarak 45 mL su ve 1 mL Folin-Ciocalteau reaktifi ile karistirildi. 3 dakika sonra
3 mL %2 (w/v) NayCOs ilave edilerek 60 dk inkiibe edildi. Sonra 760 nm’de

absorbans degeri ol¢iildii.

COOH Ccoo ~2 coo"
_/L Na,CO4 _//l 2z 5
f 1 -3 \|I - I | + 6 &= yan yukseltgeme reaksiyonu
HO” \Qr “OH pH =10 R"ﬂ“( “R3 07 “~OH
OH R2 0
Antioksidan R'"RZR'=0H s 0O fsksli_tlie;rii
Fenolik bilesik nolik bilesi
M atomu
Molibden (Ma)
veya Tungsten (W)'dir.
(+6) 2 {#5) (+6)
2APM120udl” x99 - 2[PMMgO o] ¢= yan indirgeme reaksiyonu
Folin Ciocalteu . _
Reaktifi indirgenmig
(oksidan) Folin Reaktifi

Sekil 3.6 Folin-Ciocalteu ile fenolik madde tayininde genel redoks reaksiyonu
[84]
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3.4.3 Antosiyanin Tayini

Antosiyaninler, fenilpropanoid yoluyla iiretilen flavonoid tiirevleri olan
antosiyanidinlerin glikozitleridir. Bitkilerin meyve, ¢icek, yaprak, govdeler, kokler
gibi tiim dokularinda bulunurlar. Gidalarda bulunan alti baskin antosiyanidin,

siyanidin, delphinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin ve malvidindir [85].

Delfinidin HO OH

Malvidin Malvin

Sekil 3.7 Antosiyanin tiirevleri [85]

Udi hindi kokiindeki antosiyanin icerigi, Padmavati’nin gelistirdigi yontem 1s181inda
belirlenmigtir [86]. Bu metot i¢in kurutulup 6giitiilen udi hindi kokii 25 mg
tartilarak 25 mL %1 lik asitlendirilmis metanol ile iyice karigtirildi. Cozelti
buzdolabinda +4 °C’de tam 24 saat bekletildi. 24 saat ardindan bitki tozlar
filtre kagid1 yardim ile ¢ozeltiden ayirildi (Sekil 3.4). 20 dakika 1000 devirde
santrifiijlendi. 530 ve 657 nm’de antosiyanin igerigi absorbanslar1 6l¢iildii. Kor
olarak metanol kullanildi. Absorbans degerlerinden yararlanilarak antosiyanin

konsantrasyonu esitlik (3.1)’e gore hesaplanda.
Antosiyanin konsantrasyonu (xmol/g):

[(As30- 0,33 x Ass7) / 31,6] x [V (mL) / m (g)] G.1)
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Sekil 3.8 Bitki kokiiniin antosiyanin analizi i¢in hazirlanan ¢ozelti

3.4.4 Prolin Analizi

Prolin, bitki ve insan metabolizmasinda {iretilen, esansiyel olmayan amino
asitlerdendir [87]. Bitkilerin icerdigi prolin miktari, kuraklik, agir metal, diigiik
sicakliklar, yiiksek tuzluluk, hastalik yapan ajanlarin enfeksiyonu, gida yetersizligi,
hava kirliligi ve UV radyasyonu gibi bircok cevresel stres ile indiiklenebilir ve
stresli bitkiler i¢in koruyucu oldugu diisiiniilmektedir [88], [89]. Prolinin,
prolin tiikketimi olmadan bir prolin-prolin dongiisii yoluyla hidroksil radikallerinin

temizlenmesine katkida bulundugu bulunmusgtur [90].

Prolin analizi Bates’in kesfettigi yontemin 1s18inda belirlendi  [91].  Prolin
miktar1 belirlemek icin calisilan drneklerden 50 mg alinarak 10 mL %3 oraninda
stilfosalisilik asit ile ¢ozelti hazirlandi. Cozelti iyice karistiktan sonra siiziilerek
1 mL’si bir tiipe aktarildi. 1’er mL glasiyal asetik asit ile 1 mL asitninhidrin
de eklenerek calkalandi. 100°C’ye ayarlanan su banyosunda 1 saat inkiibasyona
birakildi. Bekleme siiresi dolan deney tiipleri, buz dolu suyun icerisinde bekletilerek

reaksiyon durduruldu.

Deneyin ikinci agamasinda, olusan deney ¢ozeltisine 2 mL toluen ilave edilerek
15-20 sn kuvvetlice vortekslendi. Reaksiyon sonucu meydana gelen kirmizi faz ve
su fazi birbirinden ayrildi. Prolin miktar1 tespiti icin spektrofotometrenin 520 nm
dalga boyunda absorbans degerleri ol¢iildii. Sekil 3.9°da numunelerin prolin analizi

ornegine yer verilmisgtir.
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Sekil 3.9 Ekstrelerin prolin analizi

3.4.5 [-Karoten Agartma Yontemi

[-karoten agartma metodu, Bruni’nin yontemi 1s1g¢inda belirlendi [92]. (-karoten,
kloroformda c¢oziilerek hazirlandi. Bundan 0,2 mL alinarak 20 mg linoleik
asit ve 200 mg Tween-40 ile karstirtldi. Kloroform ucuruldu ve karisima 50
mL su eklenerek viskoz bir emiilsiyon elde edildi. Deneyin ikinci asamasinda,
olusturulan emiilsiyondan 5 mL, farkli konsantrasyonlardaki stok ¢ozeltilerden ise
0.2 mL alinarak deney tiiplerine aktarilarak 50°C‘de beklemeye alindi. 60 ve 120
dakikalarda, 470 nm’de absorbans ol¢timii yapildi. BHA pozitif kontrol olarak

kullanildi. Sonuclar rolatif antioksidan aktivite (RAA) formiiliine gore hesaplandi.

* RAA = Ornegin absorbans1 / BHA ¢ozeltisinin absorbansi

34



Sekil 3.10 S-karoten agartma tayini

3.4.6 Indirgeme Giicii

Bu c¢alisma, Oyaizu (1986)’de gelistirdigi analiz yontemine gore gerceklestirildi
[93]. Antioksidan bilesikler, indirgeyici yeteneklerinden dolayr demirin (Fe3t)
formunu (Fe*?) formuna indirgerler. Deneyde, demir (Fe™2) formu ile FeCls
reaksiyona girerek deney sonunda Prusya mavisi renkli kompleks olusturulur
[94]. Reaksiyon sonucu olgiilen absorbanstaki artig, orneklerin indirgeme giicii
ile dogru orantilidir. Deneyin yapilisinda farkli konsantrasyonlardaki ornekler
(200-1000 pg/mL) ve standart antioksidan (20-100 pg/mL) kullamildr. Islem, 2,5
mL fosfat tamponu (0,2 M, pH 6,6) icinde 2,5 mL potasyum ferrisiyaniir (%1) ile
gerceklestirildi. 50°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra 2,5 mL
%10’luk TCA konuldu. 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Ust fazdan almip iizerine
esit miktarda su ve 0,5 mL FeCl;s (%0,1) eklendi. Spektrofotometrik olarak 700
nm’de absorbans okundu (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Indirgeme giicii kapasitesi analizi

3.4.7 Metal Selatlama Aktivitesi

Bu yontem i¢in Decker ve Welch’in yontemi 1s18inda ¢aligmalar yapildi  [95].
Caligilan bu yontem, kirmizi renkli Ferrozin- Fe** kompleksinin inhibisyonunun
562 nm’de ol¢iilerek belirlenmesine dayanmaktadir [95]. Bu metoda gore ornekler
ve standart farkli konsantrasyonlarda 1 mL alinarak 3,7 mL su, 0,1 mL (2mM/L)
FeCly ile karistirildi.  25°C’ye ayarlanan etiivde 30 dk bekletildi. Sonra, 0,2
mL Ferrozin (SmM/L) eklenerek calkaland1 ve 10 dakika daha etiivde bekletildi.
Standart antioksidan olarak 0,1 mM EDTA kullanildi.

Demir Metali Selatlama Aktivitesi:

[(Ao— A1) / Ag x 100]
(3.2)

Ap: Kontrol absorbansi

A;: Ornek veya standardin absorbansi
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Sekil 3.12 Metal selatlama aktivitesi analizi

3.4.8 DPPH-+ Radikali Siipiirme Aktivitesi

Brand Williams’1n yontemi kullanilarak DPPHe+ radikali yakalama giicii belirlendi
[96]. DPPH, oda sicakliginda stabil bir serbest radikaldir ve elektron veya hidrojen
radikaline kars1 oldukga reaktiftir [97]. Antioksidanlarla bir arada bulundugunda,
DPPHe+’1n eflatun renginin siddeti ve 517 nm’de ol¢iilen absorban degeri diiser.

Bu absorbans diisiisii ve renk acilmasi, radikal yakalama giicii ile orantilidir.

u’»_Q*"" + el == O, H—N I,
Xo R
mor sdril

Sekil 3.13 DPPHe+ radikalinin antioksidan ile etkilesimi [98]

Bu calismada etanol icerisinde 1 mg/LL DPPHe+ eklenerek radikal hazirlandi.
Bitki ekstreleri 200-800 pg/mL ve BHA ise 20-100 pg/mL konsantrasyonlarinda
calisildi. Orneklerden ve BHA cozeltisinden 0,75 mL alinarak iizerlerine 1,5 mL
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Sekil 3.14 Kararl bir hidrazil serbest radikali olan DPPHe+’nin kimyasal yapisi
[99]

DPPHe+ eklenerek tepkimeye girmeleri saglandi. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in
30 dakika boyunca 25°C’ye ayarlanan etiivde bekletildi. Kontrol grubu olarak su
kullanilan deneyde 517 nm’de absorbanslar ol¢iilerek esitlik 3.3 deki formiile gore

hesaplamalar yapildi.

9%0DPPHe+ radikali siiptirme etkisi:
[(Ao— A1) / Agx 100]
(3.3)

Ap: Kontrol absorbansi

Aj;: Ornek veya standardin absorbansi

Sekil 3.15 Ekstrelerin DPPH radikali siipiirme aktivitesi
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3.49 ABTSe-+ Radikali Siipiirme Aktivitesi

ABTSe+ radikal yakalama giiciiniin belirlenmesi, Arnao ile arkadaslarinin yontemi
ile ol¢tilmiigtiir [100]. Bu yontem, ABTS’nin K,5,05 ile tepkimesi sonucu
olusan katyon bilesiginin yanina antioksidan iceren ornek eklenmesi ve radikalin
indirgenmesine dayanir. Bu yontem sonucunda ortamdaki radikal indirgenmekte ve

renk acilmasi goriillmektedir.

- _ _ .,
[ i | : 0
N . L 0
o _ o
J NS A \\s\/ antioksidan | ¢’ N \\S\,
— : _ \
N \N:< m/ 0 | /=—= X \N :< :@/ 3
Loy, W F +K,30, s JN
H;,CJ -
ABTS" (i gy = 734 ) ABTS? (renksiz)

Sekil 3.16 ABTSe+ radikalinin antioksidan bilesik ile etkilesimi [101]

Bu calismay1 yapmak icin Oncelikle hazirlanan 7,4 mM radikal ¢ozeltisi ve 2,6
mM K,S5,05 ¢ozeltileri ayn1 miktarlarda karigtirilarak, oda sicakliginda karanlik
ortamda 12 saat bekletilmistir. Bu bekleme sonucunda ABTSe+ radikal ¢ozeltisi
olusmustur. Ertesi giin, 12 saatin ardindan radikal ¢ozeltiden 1 mL behere eklenerek
radikalin {izerine metanol ¢ozeltisi kademeli olarak ilave edilmisti. Uzerine
metanol eklenen radikal ¢ozeltisi, 734 nm’de absorbansi Olciilerek 1,1 + 0,02
degerine ulasana kadar izlenmis ve seyreltik hale getirilmistir. Calisilan her bir
konsantrasyon icin ornekleden 150 pL, ABTSe+ radikal ¢ozeltisinden ise 2850
pL alinarak kuvvetlice karigtirmis ve 2 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubu
olarak deneyde Ornek yerine su kullanilmistir. Bekleme siiresinin ardindan, 734
nm’de tekrar absorbans ol¢iimii alinmistir. Orneklerin sonuglari, standart BHA ile
kiyaslanarak yorum yapilmistir. ABTSe+ radikali yakalama giicii aktiviteleri esitlik

(3.4)’deki formiile gore hesaplanmustir.

90 ABTSe+ radikali siiplirme etkisi:

[(Ao— A1) / Ao x 100]
(3.4)

Ap: Kontrol absorbansi

A;: Ornek veya standardin absorbansi
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Sekil 3.17 ABTSe+ radikali olusumu
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Sekil 3.18 Ekstrelerin ABTSe+ radikali yakalama aktiviteleri

3.4.10 DMPDe++ Radikali Siipiirme Aktivitesi

DMPDe+ radikal yakalama aktivitesi Fogliano ile arkadaslarinin metodundan
faydalanarak belirlenmistir [102]. DMPD, asidik ortamlarda veya oksidan
varlifinda katyon radikalini (DMPDe+) olusturmaktadir. Bu deneyde ilk olarak
renkli DMPDe+ radikal katyonu olusturuldu. Bir beherin igerisine 1 mL 100
milimolar DMPD ¢ozeltisi, 100 mL pH 5,3 0,1 molar asetat tamponu ve 0,2 mL 0,05
molar FeCls ilavesi ile DMPDe+ radikali elde edildi. Farkli konsantrasyonlarda
ornek ile standarttan 0,5 mL alinarak iizerine 1 mL radikal ¢ozeltisi eklendi.
Kontrol grubu olarak su kullanildi. Spektrofotometrik olctimleri 505 nm dalga
boyunda yapildi. DMPDe+ radikali yakalama aktivitesi esitlik (3.5)’deki formiilden
hesaplandi.

9% DMPDe+ radikali siipiirme aktivitesi :

[(Ao— A1) / Agx 100]
3.5

Ap: Kontrol absorbansi

A;: Ornek veya standardin absorbansi
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Sekil 3.19 Ekstrelerin DMPDe+ radikali yakalama aktiviteleri

3.4.11 Udi Hindi Bitki Cay1 Deneylerinde Antioksidan Etki

Bitki cayinda antioksidan aktivite denemeleri icin DPPHe+ radikali yakalama
aktivitesi (Sekil 3.20), metal selatlama aktivitesi (Sekil 3.21), indirgeme giicii
kapasitesi (Sekil 3.22) dl¢timiine ait deneyler uygulandi. Deneylerde udi hindi kokii
cayr’nin dogrudan ve 1/10 oraninda seyreltilmis konsantrasyonlarinin antioksidan
aktivite dl¢timleri yapildi.

Sekil 3.20 Bitki orneklerinin kaynatma ve demleme formlarinin DPPHe+ radikali
yakalama analizi
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Sekil 3.21 Bitki orneklerinin kaynatma ve demleme formlarinin metal selatlama
analizi

Sekil 3.22 Bitki 6rneklerinin kaynatma ve demleme formlarinin indirgeme giicii
kapasitesi siiplirme analizi
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4

BULGULAR

4.1 Toplam Fenolik Bilesik Icerigi Tayini

Udi hindi bitkisinin, su ve etil asetat olmak iizere iki farkli ¢oziicii kullanilarak,
ultrases ses destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstreleri olusturulmustur. Ekstrelerin
fenolik madde miktar1 pirokatekol esdegeri olarak belirtilmistir. Toplam fenolik
madde iceri8i en yiiksek etil asetat ekstresinde 48,01 ug pirokatekol esdegeri/mg

ekstre degerinde bulunmustur.

4.2 Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Ekstrelerin flavonoid miktar1 katesin esde8eri olarak belirtilmistir.  Toplam
flavonoid madde degeri maksimum etil asetat ekstresinde 216,04 pg katesin
esdegeri/mg ekstre olarak Olciilmiistir. Bu metoda gore udi hindi kokii su

ekstresinde flavonoid madde icerigi gdzlemlenmemistir.

4.3 Antosiyanin Tayini

Antosiyaninler, ciceklerin pembeden maviye degisen renklerde olmasindan
sorumludur. Antosiyaninler bitkilerin yapraklarinda, meyvelerinde ve koklerinde
de bulunurlar [79]. Cesitli calismalar, antosiyaninlerin antimikrobiyal, antioksidan
gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir [103].  Esitlik
(3.1)y’den yararlanilarak udi hindi bitkisinin antosiyanin igerigi 4,89 pmol/g
bulunmustur (Tablo 4.1).
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Sekil 4.1 Aquilaria malaccensis kaynakli flavonoidlerin yapilar1 [68]

4.4 Prolin Analizi

Bitki dokusunda biriken prolin, ROS’un neden oldugu oksidatif hasar1 énler. Prolin,
enzimatik olmayan antioksidan gorevi goriir [104]. Udi hindi kok ekstrelerinin
toplam prolin igerigine bakildiginda su ekstresinin 61,14 pg prolin/mg ekstre

sonucu ile en yiiksek oldugu bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Caligilan bitki 6rneklerinin fenolik madde icerigi, flavonoid madde
iceri8i ve prolin miktari

Ornek Toplam Fenolik Toplam Flavonoid Prolin
Icerigi Icerigi Icerigi
(ug pirokatekol (ug katesin esdegeri/) | (ug prolin/)
esdegeri /mg ekstre) mg ekstre) mg ekstre)
Su Ekstresi 27,01 0 61,14
Etil Asetat Ekstresi 48,01 216,04 3,44

4.5 [-Karoten Agartma Yontemi

Bu yontemden elde edilen sonuglara gore udi hindi bitki kokii rolatif antioksidan
aktivitesi absorbans degerleri 60. dakikada etil asetat ekstresi icin 1,13; su ekstresi

icin ise 1,01 6lciilmiistiir. Orneklerin agartma giicii, 60. dakikada pozitif kontrol
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icin kullanilan BHA’dan daha iistiin sonug¢ gostermistir. 120. dakikada ise etil asetat
ekstresi 1,12 dl¢iilerek BHA’dan yiiksek etki gosterirken, su ekstresi 0,89 degerinde
Olciilerek BHA’dan diisiik etki gostermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Calisilan bitki 6rneklerinin S-karoten agartma giicii

Ornek RAA (60. dk) | RAA (120. dk)
Su ekstresi 1,01 0,89

Etil asetat ekstresi 1,13 1,12
BHA 1 1
Negatif kontrol 0,91 0,91

RAA: Rolatif antioksidan aktivite
Pozitif kontrol: BHA
Negatif kontrol: Linoleik asit emiilsiyon

4.6 Indirgeme Giicii Belirlenmesi

Indirgeme giicii belirlenmesinde, udi hindi bitkisinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan
ekstrelerinin Fe™’ii Fe'™’ye indirgeme giicii 6lgiilerek, standart antioksidan
olan BHA ile karsilagtirilmigtir. Sonug, Sekil 4.2°de gosterilmistir. Ortamdaki
indirgenmis demir miktar1 ile Olciilen absorbans degeri dogru orantilidir.
Ekstrelerin konsantrasyonlar1 artirildik¢a, indirgeme giiclerinde de kademeli
artis gozlemlenmistir. BHA ve bitki Orneklerinin indirgeme giicli kapasitesi
kiyaslandiginda BHA iistiin gelmistir. Bu deneyde standart antioksidan olarak
kullanilan BHA, 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 0,29 —
0,50-0,72 - 0,85 — 0,98 seklinde absorbans dl¢iim degerleri gdstermistir. Etil asetat
ve su ekstreleri 400-600 pg/mL konsantrasyon araliginda birbirine yakin degerlerde
aktivite gosterdi. 200, 800, 1000 pug/mL konsantrasyonlarinda ise su ekstresi etil

asetat ekstresinden daha yiiksek aktivite gostermistir.
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Sekil 4.2 Calisilan bitki 6rneklerinin indirgeme giicii aktiviteleri

4.7 Metal Selatlama Giicii Belirlenmesi

Metal selatlama giicii belirlenmesi, ortama eklenen antioksidan ile Ferrozin-Fe*?
kompleksi olusumunun inhibisyonuna dayanmaktadir. Deney sonucunda
calisilan tiim Orneklerin farkli konsantrasyonlart i¢in metal selatlama aktivitesi
gozlemlenmedi. Standart antioksidan olarak kullanilan EDTA ile konsantrasyon

arttik¢a yiikselen bir selatlama etkisi goriildii.

4.8 DPPHe+ Radikali Yakalama Giicii

DPPHe+ radikali yakalama giicii i¢in etil asetat veya su ile hazirlanan udi hindi
ekstreleri, standart antioksidan olan BHA ile kiyaslandi. Orneklerin DPPHe+
radikali yakalama giicii Sekil 4.3’de gosterilmistir. 200 pug/mL’lik konsantrasyonda
etil asetat ekstresi su ekstresinden daha iistiin bir aktivite gosterdi. 400-800
pg/mL konsantrasyon aralifinda ise konsantrasyon arttik¢a, su ekstresi sirasiyla
artan; %13, %21, %28 oranlarinda DPPH radikal siipiirme aktivitesi sergiledi.
400-800 pg/mL konsantrasyon araliginda, etil asetat aktiviteleri sirasiyla %12,
913, %15 oranlarinda aktivite gosterdi. Su ekstrelerinin DPPHe+ radikali siiptirme
aktiviteleri, etil asetat ekstrelerinden daha iistiin sonuclar verdi. BHA ise olciilen
tim konsantrasyonlarda (50-100-150-200 pg/mL) %90’1n iizerinde bir aktivite

gosterdi.

47



30

&
&
‘B 25
]
=
%20
a2
=
£ 15
=
w
g 10
=1
g
o5
Py
[
O
0
200 400 600 800
Konsantrasyon (pg/mL)

M Su ekstre M Etil asetat ekstre

Sekil 4.3 Calisilan bitki orneklerinin DPPHe+ radikali siiptirme aktiviteleri

4.9 ABTSe<+ Radikali Yakalama Giicii

Udi hindi bitkisi 6rneklerinin 200-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda ABTSe+
radikali yakalama aktiviteleri calisilmistir (Sekil 4.4). Bulgulara gore etil asetat
ekstrelerinin radikal yakalayici aktivite gostermedigi bulundu. Su ekstreleri
konsantrasyon artigi ile birlikte %1- %12,5 arasi artan standart antioksidana kiyasla
daha diisiik aktivite goriilmiistiir. Standart antioksidan olarak kullanilan BHA
ise 20-100 pg/mL konsantrasyonlarinda %24’den %100’e dogru artan bir ABTS

radikali siipiirme aktivitesi gostererek udi hindi ekstresinden daha yiiksek etki

400 600 200

1000

gosterdi.

ABTS radikali vakalam aktivitesi (%)
M OB B e & R

=1

200
Eonsantrasyon pg/mL

Sekil 4.4 Calisilan bitki orneklerinin ABTSe+ radikali yakalama aktivitesi
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4.10 DMPD-+ Radikali Siipiirme Aktivitesi

Calisilan  orneklerin  DMPDe+ radikali = siiplirme aktivitesi Sekil 4.5°‘de
goriilmektedir.  Su ekstresi 6rne8inin 200 pg/mL konsantrasyonda DMPDe+
radikali yakalama oram1 %32 iken 800 pg/mL konsantrasyonda ise bu oran %59’a
ulagmistir. 1000 pg/mL konsantrasyonda aktivite bir miktar diigmustiir. Standart
antioksidan olan BHA, (20-100 pg/mL) konsantrasyon aralifinda sirasiyla %19
- %25 - %28- %31 - %34 seklinde aktivite gostermistir. Bu durumda bitki
ornegi, standart antioksidana iistiin gelmistir. Etil asetat ekstresi DMPDe+ radikali

yakalama etkisi gostermemistir.
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Sekil 4.5 Calisilan bitki 6rneklerinin DMPDe+ radikali siipiirme aktivitesi

4.11 Udi Hindi Bitki Cay1 Deneylerinde Antioksidan Etki

4.11.1 DPPH-+ Radikali Yakalama Giicii
Udi hindi bitki ¢ay1 antioksidan etki analizlerinde DPPHe+ radikali yakalama giicii

tek konsantrasyon ¢aligilmigtir. Udi hindi bitki ¢caymin 1/10 oraninda seyreltilmis
kaynatma orne8inde %77, 1/10 oraninda seyreltilmis demleme 6rneginde ise %71
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6). Standart antioksidan olarak uygulanan BHA
%78’1ik DPPHe+ radikali yakalama aktivitesi gdstermistir.
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Sekil 4.6 Udi hindi ¢cay1 ve BHA nin DPPHe+ radikali yakalama aktivitesi

4.11.2 Metal Selatlama Giicii Analizi

Udi hindi antioksidan etki analizlerinde en diisiik metal selatlama aktivitesi,
demlenerek hazirlanan bitki ¢aymin 1/10 oraninda seyreltilmis 6rneginde %40;
kaynatma yontemi ile hazirlanan bitki ¢ayinin 1/10 oraninda seyreltilmis 6rneginde
ise %60 olarak gozlemlenmistir. ~ Ayrica seyreltilmeyen bitki cayr demleme
yontemi 6rnegi %835, kaynatma yontemi 6rnegi %82’lik metal selatlama aktivitesi
gostermigtir.  (Sekil 4.7).  Standart antioksidan olarak kullanilan EDTA,
konsantrasyona bagli artan bir etki gostermektedir (Sekil 4.8). EDTA, 400
pg/mL’lik konsantrasyonda %50’lik bir aktiviteye ulagsmustir; 800 pg/mL’lik
konsantrasyonda ise %80’lik metal selatlama aktivitesi gostermigtir.  Bitki
orneklerinde demleme yontemi, kaynatma yonteminden daha iistiin metal selatlama
aktivitesi gostermigtir.  Seyreltilen Orneklerde ise kaynatma yontemi degeri,

demleme yontemine iistiin etki gostermistir.
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Sekil 4.7 Udi hindi ¢ay1 orneklerinin metal selatlama aktivitesi
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4.11.3 Indirgeme Giicii Belirlenmesi

Udi hindi bitki ¢aylarinin indirgeme giiciiniin belirlenmesinde, kaynatilan bitki ¢ay1
Orneginin absorbans degeri 0,70, demlenen bitki ¢ay1 Orneginin degeri ise 0,64
olarak ol¢iilmiistiir. Bitki caylarinin dogrudan kullanilan demleme ve kaynatma
formlarinin indirgeme giicii absorbanslari, BHA nin 60 pg/mL’lik konsantrasyonda
gosterdigi absorbans degerine yakin bir indirgeme giicii aktivitesi gostermistir. Bitki
cayiin seyreltilmis kaynatma 6rnegi absorbans degeri 0,17, seyreltilmis demleme
ornegi degeri 0,15 olarak aktivite gostermistir (Sekil 4.9). Bitki cayinin seyreltilmig
kaynatma ve demleme 6rnekleri, standart antioksidan olarak kullanilan BHA nin en
diisiik konsantrasyonunda gosterdigi etkiden daha diisiik indirgeme giicii aktivitesi
gostermistir. BHA’da, konsantrasyona bagli absorbans artig1 goriilmiistiir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.9 Udi hindi ¢ay1 6rneklerinin indirgeme giicii
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Gezegenimizde bulunan bitkisel ve hayvansal kaynakli pek ¢ok gidanin igerisinde
saglhiga faydali bilesenler bulunmaktadir. Bu bilesenler vitamin, mineral, enerji
ihtiyaclarimizi karsilamanin yam sira fizyolojik olarak metabolik yolaklarda da
diizenleyici olarak etkili olmaktadir. Metabolik siire¢lerde oksijenin aktivasyonunu
takiben ortaya c¢ikan siiperoksit anyonu ve tiirevleri yiiksek reaktivite ozellikleri
sebebi ile biyomolekiillerle etkilesime girebilirler [22]. Serbest radikal ve ROS’lar
bu ozellikleri sebebiyle artiglar1 sonucu biyolojik sistemlerde oksidasyona neden
olmaktadir [6]. Piyasadaki pek cok maddenin ve gidalarin iiretiminde, kullanim
tarihlerinin uzatilarak muhafaza edilmesi hedefi ile antioksidan bilesikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antioksidanlarin, iiriinlerde peroksidasyon proseslerini
onleme ve geciktirme giicleri sebebi ile endiistriyel iiretim teknolojilerinde
sentetik antioksidanlarin kullanimi olduk¢a yaygindir. Sentetik antioksidanlardan
BHA, BHT, TBHQ yaygin olarak kullanilmaktadir fakat sentetik antioksidanlarin
kanserojen olabilecegine dair calismalar sebebi ile kullanim1 konusunda kisitlayici
kurallara sahip iilkeler mevcuttur [105]. Bu sebeple arastirmacilar, daha dogal
ve diisiik toksisiteye sahip antioksidanlar {izerine ¢aligmalar yapmaktadir. Bitki
ekstraktlar1 ve bilesikleri iizerinde yapilan ¢alismalar, polifenollerin antioksidan

ozelliklerini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu calismada udi hindi bitkisinin kokii toz haline getirilerek c¢alismalarda
kullanilmis ve antioksidan oOzellikleri kapasitesini belirlemek amaci ile cesitli
radikal tiirlerine maruz birakilan Orneklerin radikal sitiplirme aktiviteleri
Olciilmiistiir. Bitkinin su ve etil asetat ekstrelerinin, standart olarak kullanilan
antioksidanin radikal siipiirme aktivitesine iistiin geldigi parametreler mevcuttur.
Ayrica bitki kokii cayr hazirlanarak bazi antioksidan parametreler bitki cayi
orneklerinde tekrar caligilmistir.  Sicakhik faktorii ile muamele edilen udi
hindi bitki kokiinde yiiksek aktivite Olciiliirken, standart ile karsilastirildiginda,
metal selatlama ve indirgeme giicii aktivitesi standarda kars1 iistiin bir aktivite

gostermigtir.
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Calisilan udi hindi bitkisi Orneklerinin fenolik madde miktar1 su ekstresinde
27,01 pirokatekol esdegeri/mg ekstre, etil asetat ekstresinde ise 48,01 pirokatekol

esdegeri/mg ekstre olarak bulunmustur.

Weijuan ve Li (2012) ile Tay ve ark. (2014) yapmis oldufu calismalarda,
cesitli ¢oziiciilerle ekstrakte ettikleri Aquilaria tiirii bitkinin yapraklarindaki toplam
fenolik madde igeriginin 157,41 - 183,5 mg gallik asit esdegeri /g kuru agirlik
aralifinda oldugunu raporlamislardir [106], [107].

Bu calismada flavonoid madde miktar1 su ekstresinde tespit edilmemis, etil asetat
ekstresinde ise 216,04 katesin esdegeri olarak bulunmustur. Yapilan deneylerde
bitki 6rneginin prolin miktar1 su ekstresinde 61,14 pg prolin/mg ekstre, etil asetat
ekstresinde 3,44 pg prolin/mg Olciilerek su Ornegi etil asetat Ornegine {istiin
gelmigtir (Tablo 4.1). Bitki 6rneginin antosiyanin icerigi ise 4,89umol/g olarak
Olciilmiistiir. Birden fazla hidroksil grubu iceren flavonoid molekiilleri, biiyiik bir

radikal temizleme aktivitesi sergilemektedir [108].

Tay ve ark. (2014) yaptig1 calismada bitki yapraklarinin etanol ekstraktindaki
toplam flavonoid madde icerigini 249 mg quersetin esdegeri /g kuru agirlik; Bahrani
(2013)’de yaptig1 calismada bitki yapraklarimin kloroform ekstraktindaki toplam
flavonoid igerigini 414 mg quersetin esdegeri/g kuru agirlik olarak belirtmistir
[107], [109].

Orneklerin [B-karoten agartma aktivitesi, 60. dakikada su 1,01, etil asetat ekstresi
1,13 ol¢iildii; 120 dakikada ise su 0,89, etil asetat ekstresi 1,12 olciildii (Tablo 4.2).
Etil asetat ekstresi iki farkli siiredeki 6l¢timde de standart antioksidan olan BHA’dan

daha yiiksek aktivite gosterdi.

Bu calismada indirgeme giicli kapasitesi deneylerinde orneklerin su ve etil
asetat ekstreleri 400-600 pg/mL konsantrasyon araliginda 0.08 absorbans degeri
gostermistir. 200-800-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ise sirasi ile su ekstreleri
0,07 - 0,11 - 0,13; etil asetat ekstreleri ise 0,07 — 0,10 — 0,11 seklinde artan
bir absorbans gostermislerdir (Sekil 4.2). Yiiksek absorbans, yiiksek indirgeme
giiciinii gostermektedir [110]. Sicaklik faktorii devreye gidiginde, bitki cay1
demleme ve kaynatma metodlar1 uygulanan bitki Orneklerinin indirgeme giicii
kapasitesindeki artis soyledir; kaynatma yontemi ile hazirlanan bitki cay1 6rnegin
absorbansi 0.70, demleme yontemi ile hazirlanan bitki cay1 6rnegi ise 0,64 degerini
gostermistir. Bu deneyde standart antioksidan olarak kullanilan BHA ise 20-100
pg/mL konsantrasyon araliginda sirasiyla 0,29 — 0,50 — 0,72 — 0,85 — 0,98 seklinde
artarak bitki Orneklerinden daha yiiksek indirgeme giicii aktivitesi gostermistir

(Sekil 4.2). Deney sonucuna gore ekstrelerin indirgeme giicii aktivitesi diisiik olsa
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da bitki ¢ay1 orneklerinin aktiviteleri standart antioksidanin aktivitelerine yakin etki

gostermistir.

Farkli aragtirmacilar tarafindan yapilan onceki calismalarda indirgeme giicii, metal
selatlama aktivitesi, DPPH radikali yakalama giicii, ABTS radikali yakalama
giicii gibi antioksidan aktivite parametreleri ile ilgili degerler /C5, degeri olarak
belirtilmigtir. IC'5y degeri radikallerinin olusumunu %50 oraninda engellemek i¢in

gereken ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir [74].

Weijuan ve Li (2012)’de, A. sinensis yapraklart metanol ekstraktlarinin 0-140
pg/mL konsantrasyon araliginda indirgeme giicii aktivitesi i¢in /Cy degerini 18,56
+ 1,60 pg/mL olarak belirtmistir [106].

Metal selatlama deneylerinde ise su ve etil asetat ekstreleri negatif aktivite
gosterirken; bitkinin ¢ay1 yapildiginda demleme yontemi uygulanan 6rnekler %86,
kaynatma yontemi uygulanan drnekler %82 oraninda aktivite gosterdi. Orneklerden
demleme yontemi ile hazirlanan bitki cay1 6rne8i 1/10 oraninda seyreltildiginde
aktivitesi %40, kaynatma yontemi ile hazirlanan bitki cayr 6rnegi 1/10 oraninda
seyreltildiginde ise %65°lik bir metal selatlama aktivitesi gostermistir (Sekil 4.7).
EDTA 50, 100, 200, 400, 800, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla
%5 - %13 - %29 - %50 - %80 - %95 metal selatlama aktivitesi sergilemistir
(Sekil 4.8). Ornekler, standart antioksidan olarak kullanilan EDTA’nin bazi

konsantrasyonlarindan daha yiiksek aktivite gostermistir.

Weijuan ve Li (2012)’de, A. sinensis yapraklart metanol ekstraktlarinin 0-140
png/mL konsantrasyon araliginda metal selatlama aktivitesi i¢in /Cj degerini 94,24
+ 3,19 pg/mL olarak belirtmistir [106].

DPPH radikali siipiirme aktivitesi deneylerinde 200 pg/mL’lik konsantrasyonda
etil asetat ekstresi su ekstresinden daha iistiin bir aktivite gosterdi. 400-800
pg/mL konsantrasyon araliginda ise konsantrasyon arttik¢a, su ekstresi sirasiyla
artan; %13 - %21 - %28 oranlarinda DPPH radikal siipiirme aktivitesi sergiledi.
400-800 pg/mL konsantrasyon araliginda, etil asetat aktiviteleri sirasiyla %12 -
%13 - %15 oranlarinda aktivite gosterdi. Su ekstrelerinin DPPH radikali siipiirme
aktiviteleri, etil asetat ekstrelerinden daha iistiin sonuglar verdi. BHA ise olgiilen
tim konsantrasyonlarda 50, 100, 150, 200 pug/mL %90’1n iizerinde bir aktivite
gosterdi. Yapilan deneyde su ekstesi ornekleri en yiiksek aktiviteyi 800 pg/mL’de
%27 olarak; etil asetat ekstresi ise %15 olarak gostermistir (Sekil 4.3).

Bitki kokiine demleme ve kaynatma yOntemi uygulanan orneklerde ise aktivite

artis1 gozlemlenmistir. Kaynatma yontemi ile hazirlanan 6rnekler %78, demleme
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yontemi ile hazirlanan o6rnekler %71°lik bir DPPH radikali siiplirme aktivitesi
gostermigstir (Sekil 4.6).

Weijuan ve Li (2012)’de, A. sinensis yapraklart metanol ekstraktlarinin 0-140
pg/mL konsantrasyon araliginda DPPH radikali siipirme aktivitesi i¢in IC50
degerini 11,63 + 0,16 pg/mL olarak belirtmistir [106].

Kamonwannasit ve ark. (2013), A. crassna yaprak ekstraktinin DPPH radikalini
yakalama aktivitesi /C50 degerini 7,25 + 2,05 pg/mL olarak belirtmigtir [74].

Moosa’nin (2010)’daki arastirmalarina gore A. malaccensis yapraklari ile 0-1000
pg/mL konsanrasyon araliginda metanol, heksan, etil asetat, butanol ekstreleri
calisilmistir. En yiiksek aktiviteyi 1000 pg/mL’de metanol ekstrakti %80 DPPH

radikali siiplirme aktivitesi yaparak gostermistir [111].

Bu calismada ABTS radikali siipiirme aktivitesinde etil asetat ekstrelerinde ABTS
radikali siipiirme aktivitesi goriillmezken, su ekstrelerinde %1- %12,5 aras1 artan
standart antiksidana kiyasla daha diisiik aktivite goriilmiistiir (Sekil 4.4). Standart
BHA, 20-100 pg/mL konsantrasyon araliginda %?24’den %100’e dogru artan bir

aktivite gostermisgtir.

Kamonwannasit ve ark. (2013), A. crassna yaprak ekstraktinin ABTS radikalini
yakalama aktivitesi /C50 degerini 218,93 + 2,771 olarak belirtmistir [74].

Weijuan ve Li (2012)’de, A. sinensis yapraklari metanol ekstraktlarinin, 0-140
pg/mL konsantrasyon araliginda ABTS radikali stipirme aktivitesi i¢in /C'50
degerini 2,05 + 0,06 1g/mL olarak bildirmiglerdir [106].

DMPD radikali siipiirme aktiviteleri, bu ¢calismada 200-800 pg/mL konsantrasyon
araliginda su ekstreleri icin sirastyla %32 - %46 - %355 - %59 oraninda olciilmiistiir.
(Sekil 4.5). Etil asetat ekstreleri ise negatif sonug¢ vermistir. Standart BHA 20-100
pg/mL konsantrasyon araliginda sirasiyla %19 - %25 - %28 - %31 - %34 seklinde
artan aktivite gostermistir. Orneklerin su ekstreleri, BHA dan daha iistiin aktiviteye

sahiptir.

Miles ve Grisham (1994), Aquilaria agallocha yapraklarinin etil asetat ekstraktinin
farkl1 konsantrasyonlarinda (500, 1000, 1500, 2000 pg/mL) antioksidan
potansiyelini aragtirmis, etil asetat ekstraktlarinin diisiik konsantrasyon araliginda
antioksidan etki gosterdigini ve yiiksek konsantrasyonlarda bu etkinin tersine

dondiigiinii raporlamistir [112].

Miniyar ve ark. (2008), insan kan hemoglobininde oksidasyona karst A. agallocha
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0z odununun etil asetat ekstraktlarinin 500-3500 pg/mL konsantrasyon araliginda
inhibitor etki gosterdigini, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise prooksidan etki

gosterdigini raporlamigtir [19].

Kamonwannasit ve ark. (2013)’de Agquilaria crassna’nin 500 pg/mL
konsantrasyonda, ¢oziicii olarak metanol, metanol-su ve aseton ile ekstraktlarini

incelediginde yiiksek antioksidan aktivite gdzlemlemistir [74].

Ayrica Gogoi, Sarma ve ark. (2023)’de A. malaccensis esansiyel yaginin 1 pL/mL

konsantrasyonunda genotoksik olarak inaktif oldugunu bildirmistir [18].

Ozbalta (2022)’de siganlar iizerinde yaptig1 bir deney igin udi hindi bitkisini
metanol igerisinde ¢Ozdiirmiis, ardindan metanolden uzaklastirilip toz haline
getirerek kullanmistir. Rinosiniizite yakalanan hayvanlara 100 ve 200 mg/kg/giin
dozlarinda uygulanmistir. Calisma sonucunda toplam oksidan seviye ve oksidatif
stres indeksinde anlamli sekilde azalma goriilmiis, toplam antioksidan seviyesinde
anlamli sekilde artma gozlemlenmisti. Agarwoodun sahip oldugu antioksidan ve
antiinflamatuar 6zellikleri sebebiyle sicanlarin akut rinosiniizit tedavisi ic¢in oral

yolla kullanilabilecegini raporlamigtir [76].

Rahman ve ark. (2012), Aquilaria agallocha yaginin 2.000 mg/kg viicut agirli§ina
kadar kullanim dozunun giivenli oldugunu bildirmistir [113].

Yapilan tiim bu deneylerin sonucunda udi hindi bitkisinin anlamli bir antioksidan
aktivite sergiledigi goriilmektedir. Literatiirde udi hindi bitkisinin birden cok etken
maddeye sahip oldugu tespit edilmesine ragmen antioksidan kapasitesi tespitine
yonelik siirli bilgi mevcuttur. Bu calismada halk arasinda kullanimi artan udi hindi
bitkisinin ekstrelerinin ve bitki cay1 formunun antioksidan kapasitesi ol¢iimleri
ile baz1 soru isaretleri giderilmistir. Udi hindi bitki tiirline dair aragtirmalar
incelendiginde, birden fazla isme sahip oldugu goriilmektedir. Calismalarin
netlik kazanabilmesi i¢in bitkinin cinsine dair spesifik Ozellikler tespit edilmesi
gerekebilir. Ayrica bitkinin detayli toksikoloji testleri yapilarak giivenli kullanim

doz aralig1 tespit edilmelidir.
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