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TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alismayi, degerli bilgi ve katkilar ile
yoneten, Yiiksek lisans egitimim sirasinda bilgi ve tecriibesiyle daima yol gosteren ve tez
calismalarim boyunca tezimin her asamasinda yardimlarin1 esirgemeyen hocam Sayin
Prof. Dr. Mine GULABOGLU’ na,

Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde gergeklestirilen bu calismanin
ortaya ¢ikmasinda biiyiik emegi olan, sabri ve hosgoriisii ile ilgi ve desteklerini
esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Dr. Zerrin KUTLU’ya ve bu siiregte bilgisiyle destegini
esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Lale DUYSAK’a gosterdikleri 6zveri ve anlayigdan dolay1
en derin saygi ve siikranlarimi sunarim. Egitim hayatim boyunca beni destekleyen aileme
tesekkiir ederim.

Bilal HAYTA



OZET

Hippophae Rhamnoides L. (Yabani igde) Bitkisinin Meyve Ekstraklarimn In Vitro

Antioksidan Ozelliklerinin Arastirilmasi

Amag: Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin farkli
polaritelere sahip ekstrelerinin toplam fenolik bilesik, total anitoksidan bilesik,

indirgeyici gili¢ ve aktivite testlerinin yapilmasi ¢alismamizin amacini olugturmaktadir.

Materyal ve Metot: Bu calismada Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde)
bitkisinin meyvelerinin farkli polaritelere sahip ekstrelerinin toplam fenolik bilesik, total
anitoksidan bilesik, indirgeyici giic ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal
sipliriici  aktivite tayin yontemi, ABTS (2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonikasit)) metodu, (FRAP) demir(Ill) iyonu indirgenmesine dayali antioksidan gii¢
metodu ve Cu(ll) indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) metodu ile tespit edildi.

Bulgular: Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkl
ekstrelerindeki total antioksidan kapasiteleri, fenolik bilesik miktarlari ve indirgeyici gii¢
analizleri sonucunda diger ekstrelere gore en yiiksek etki etanol ekstresinde tespit edildi.
DPPH radikali siiplirme kapasitesi ve ABTS katyon radikali siipliriicii kapasite %
inhibisyon degerleri diger ekstrelere gore etanol esktresinde oldukga yiiksek oldugu tespit
edildi. Ayrica FRAP radikali siipiirme kapasitesi ve CUPRAC katyon radikali siipiiriicii
kapasite degerleri diger ekstrelere daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Sonug: Hippophae rhamnoides L. meyvesinin etanol ekstresindeki antioksidan

aktivitenin diger ekstrelere gore oldukca yiiksek oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: ABTS, CUPRAC, DPPH, FRAP, Hippophae rhamnoides L.



ABSTRACT

Investigation of In Vitro Antioxidant Properties of Fruit Extracts of Hippophae

Rhamnoides L.

Aim: The aim of our study is to perform the total phenolic compound, total
antioxidant compound, reducing power and activity tests of the extracts of the fruits of
the Hippophae rhamnoides L. (Wild Spindle) plant with different polarities

Material and method: In this study, the total phenolic compound, total
antioxidant compound, reducing power and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
radical scavenging activity determination method, ABTS (2,2-diphenyl-1-
picrylnydrazyl) '-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) method, (FRAP)
iron (1) ion reduction based antioxidant power method and Cu (1) reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) method was determined

Results: As a result of the analysis of total antioxidant capacities, phenolic
compound amounts and reducing power in different extracts of fruits of Hippophae
rhamnoides L. DPPH radical scavenging capacity and ABTS cation radical scavenging
capacity% inhibition values were found to be quite high in ethanol extract compared to
other extracts. In addition, FRAP radical scavenging capacity and CUPRAC cation
radical scavenging capacity values were found to be higher than other extracts.

Conclusion: It was determined that the antioxidant activity of the ethanol extract

of Hippophae rhamnoides L. fruit was higher than the other extracts.

Keywords: ABTS, CUPRAC, DPPH, FRAP, Hippophae rhamnoides L.

VI



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABTS . 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
CUPRAC : Bakar(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi
DNA . Deoksiriboz Niikleik Asit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Eq : Equivalent

FCR . Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP : Demir(l11) iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi
GAE . Gallik asit esdegeri

GSH-Px :  Glutatyon peroksidaz

LOOH . lipid hidroperoksit

pL : Mikrolitre

mM : Milimolar

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

SOD . Siiperoksit dismutaz

HO: . Hidroksi radikali

TCA . Trikloroasetik asit

TEAC . Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini

TPTZ : 2,4,6 Tripridil-S-Triazin

uv . Ultra Viyole

XO . Ksantin oksidaz
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1. GIRIS

Insanlar bitkileri tedavi amaciyla eski ¢aglardan beri kullanmaktadir. Giiniimiizde
diinya tizerinde yetisen 250 bin ¢icekli bitkinin yaklasik %5-10"u etken madde
bakimindan incelenmistir.* Ulkemiz florasinda yaklasik 8500 bitki tiirii yetismekte ve
bunlardan yalmiz 650 kadar1 tedavi amaciyla kullanildig1 bilinmektedir. Arastirmalara
konu olmus bu bitkilerde bulunan bazi dogal kimyasallar insan saglig1 agisindan oldukga
faydali antioksidanlar olarak dikkat ¢ekmekte ve bu bitkiler ilk uygarliklardan bu yana
insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilmekte oldugu gibi giiniimiizde de git gide
tiikketilmesine talep artmaktadir.?

Antioksidanlar, canlilardaki metabolik faliyetler sonucu ortaya ¢ikan, kisa 6miirlii
olmalarina kars1 olumsuz etkisi fazla olan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek pek
cok hastaliga sebep olabilecek zincir reaksiyonlarmi engelleyen ve bunun yan: sira
gidalardaki oksidasyondan kaynaklanan tat bozulmalarini geciktirme ve Onleme
yetenegine sahip olan maddeler olarak tanimlanmaktadir.

Gidalarin iretim asamasinda yapilan uygulamalar nedeniyle olusan ve bunlarin
tilketimi sirasinda organizmaya serbest radikal alimi artarak bunlarin reaksiyonu sonucu
olusan toksik maddeler viicudumuzda birikmektedir. Viicudumuzda biriken bu toksik
maddeleri atmak ve onlarin zararhi etkilerinden kurtulmak igin antioksidan maddeler
iceren besinlerin tiikketilmesi dnem arzetmektedir.® Boylece serbest radikallerin meydana
getirdigi hiicre hasar1 biiylik oranda engellenmis olmaktadir. Bu baglamda insan sagligi
acisindan yararli olabilecek antioksidan Ozellikli bilesikleri igceren dogal iriinlerin
arastirilmasi onem kazanmaktadir.

Bu ¢alisma, Erzurum ili Tortum yoresinden toplanan Hippophae rhamnoides L.
bitkisi meyvelerinin su, etil alkol, metanol ve hekzan ekstraklarinin in vitro antioksidan

ozellikleri tespit etmek amaciyla yapilmistir.



Tez kapsamindaki bu ¢alismada, amacimiz Hippophae rhamnoides L. (Yabani
Igde) bitkisinin meyvelerinin farkli polaritelere sahip ekstrelerinin toplam fenolik bilesik,
total anitoksidan bilesik, indirgeyici gii¢ ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal
Stipiiriici Aktivite Tayin Yontemi, ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
siilfonikasit)) metodu, (FRAP) Demir(Ill) iyonu Indirgenmesine Dayali Antioksidan
Gii¢ Metodu ve Cu(Il)indirgeyici Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Metodu ile tespit
etmektir. Calismamiz, kullanilan bitki materyalinin Erzurum Tortum ilgesinden
toplanmis olmasi, test edilen konsantrasyon araliginin genisligi ve farkli polaritedeki

ekstre sayis1 bakimindan diger ¢alismalardan ayrilmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hippophae Rhamnoides L. (Yabani igde) Bilimsel Siiflandiriimasi
Alem: Plantae
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Rosales
Aile: Elaeagnaceae
Cins: Hippophae L.
Tiir: Hippophae rhamnoides L

2.2. Hippophae Rhamnoides L. (Yabani igde) Botanik Ozellikleri

Yiizyillardan beri kullanilmakta olan Hippophae rhamnoides L. bitkisi koklii bir
tarihe sahip oldugu goriilmektedir. Bu baglamda M.S. 618’de Tang Hanedani’ndan
itibaren geleneksel Cin tibbinda kullamlmistir. Ayrica M.O. 800’lerde Tibet medikal
klasigi olan “Gyud Bzi” kayitlarinda da bulunmaktadir. Antik Yunan tarihinde ise atlarin
yemine katilan Hippophae rhamnoides L. bitkisinin yapraklari atlarin daha ¢ok
biiylimesinin ve tliylerinin parlak olmasinin nedeni olarak kabul edilmistir. Bu nedenle
Latince Hippophae ad1 “parlayan at” anlamia geldigi belirtilmektedir.*

Tiirkiye’deki yerel isimleri Cicilik, Cigirgan, Ciskan (Erzurum bolgesi), Sincan
calis1 (Ilgaz, Sivas) oldugu goriilmektedir. Ancak Tiirk¢e Botanik kitaplarinda “Yalanct
Igde’ veya “Yabam igde’ olarak da gegmektedir.> Hippophae cinsi 6 tiir ve 12 alt tiirden
olusmaktadir. Sekil 2.1. ‘de goriildiigii gibi Hippophae Rhamnoides L. bitkisi simpodial
dallanma gosteren, cesitli yiikseklikte, yaprak doken, dikenli aga¢ ve calilardir.
Yapraklar, alternat dizilisli, yaprak kenar1 genellikle diiz, taban kism1 genis, uca dogru
gittikce incelen yapidadir ve glimiisi-bronz renkte tiiylerle kaplidir. Meyve renkleri

saridan koyu kirmiziya dogru renk ¢esitliligi gosterebilmektedir. Olgunlagsmis meyveleri



genellikle turuncu renkte ve kiiresel bir sekil aldigr goriilmektedir. Cigceklenme nisan-

mayis, meyve olusumu eyliil-ekim aylarinda goriiliir.*®

Sekil 2.1 Hippophae Rhamnoides L. Bitkisinin dogal ortamdaki goriintiisii.

2.3. Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) Ulkemizdeki Dogal Yayihis1

Hippophae rhamnoides L. bitkisi Tirkiye’de 2000 m ve daha fazla yiikseltilere
kadar dogal yayilisa sahip oldugu belirtilmektedir.> Hippophae Rhamnoides L. bitkisi
Sekil.2.3’ de gosterildigi gibi baslica Kuzey ve Bati Anadolu, Cankiri-Kochisar
(Ilgaz)’da, Kastamonu-Taskoprii’de yayilis gdstermektedir. Samsun yoresinde, Giresun-
Tirebolu’nun 4 km dogusundaki bolgelerde, Nevsehir-Goreme, Sivas Alacahan’in
giineyinde, Erzincan-Refahiye’de, Van’in Hosap ile Kepir Dagi’nin bati yamacinda ve

Erzurum-Oltu yakinlarinda dogal yayilis alan1 gosterdigi belirtilmektedir.”*
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Sekil 2.2. Hippophae rhamnoides L. bitkisinin dogal yayilisi.

2.4. Hippophae Rhamnoides L. (Yabani igde) Farmakolojik Ozellikleri

Hippophae rhamnoides L. bitkisi yiizyillardir Asya ve Avrupa’da kullanimasina
ragmen, son zamanlarda besleyici ve tedavi edici degerlerinden dolay1 diinya genelinde
bu bitkiye ilginin arttig1 goriilmektedir. Kanser, kalp rahatsizliklari, iilser, hepatik
hastaliklar ve beyin hastaliklar1 tedavi etmek icin yaklasik 200°den fazla endiistriyel
triinde kullanildigr bilinmektedir. Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvesi
kullanilarak iiretilen tibbi {iriinlerin anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, agr1 kesici, doku
rejenerasyonun tesviki, bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 korunma sagladigi belirtilmektedir.*

Hippophae rhamnoides L. meyvesinin bilegenleri potansiyel bir anti-kanserojen
aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir.® ° Ayrica meyvelerinin kardiyovaskiiler
hastaliklara kars tiiketilmeleri oldukga faydali oldugu ifade edilmektedir.?

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile Hippophae rhamnoides L. bitkisinin igerdigi
biyoaktif bilesiklerin kanser, gastrik iilser, deri hastaliklari, diyabet gibi hastaliklarin

tedavisinde ilag olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir.!? 12



Hippophae rhamnoides L. bitkisinin taze meyvelerinden elde edilen meyve suyu,
meyve surubu, meyve veya tohum yaglar;; mide {lseri, kanser ve metabolik
bozukluklarin tedavisinde, analjezik olarak soguk alginligi, ates, halsizlik ig¢in
kullanilmaktadir.'*

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin sayisiz yararlarindan dolay1 antioksidan
acidan in vitro ortamda bir¢ok kez ¢alisma yapilmustir.*>%/

In vitro ve in vivo yapilan ¢esitli deneylerde Hippophae rhamnoides L. bitkisinin
oksidatif stres ve yaslanmaya karsi koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir.'®
Hippophae rhamnoides L. bitkisinin ham meyve ekstresinin igerigi hem lipofilik hemde
hidrofilik antioksidan enzimler agisindan oldukga zengin oldugu bilinmektedir. Ilging bir
sekilde hem ham ekstrenin hem de fenolik ve askorbatli ekstrelerinin radikal siiptiriicii
etkinlikleri meyve olgunlastik¢a azalmaktadir.'

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi genetik c¢esitlilik, biiylime durumu, olgunluk
derecesi ve hasat mevsimi Hippophae rhamnoides L. bitkisinin fitokimyasal
konsantrasyonunu, in vitro ve in vivo aktivitelerini farkli oranlarda etkiledigi
gdzlemlenmektedir. 1> 19

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyveleri gida endiistrisinde yaygin olarak
birgok igecekte aroma artirici, gida takviyesi, regel yapimi, meyve suyu ve gida
renklendirme materyali olarak kullanilmaktadir. Hippophae rhamnoides L. bitkisinin
meyveleri fenolik bilesikler, flavonoidler, askorbik asit, tokoferoller, yag asitleri,
karotenoidler ve organik asitler gibi dogal antioksidanlar bakimindan olduk¢a zengin
oldugu belirtilmektedir.?°

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyveleri, ¢esitli vitaminler (A, C, E ve K),
karotenoidler, flavonoidler, organik asitler, mikro ve makro besinler gibi bilesikler

acisindan oldukca zengin besin kaynagidir.1 21-2



Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvesi, igerigindeki C vitamini
konsantrasyonu ¢ilek, kivi, portakal, domates, havu¢ gibi meyve ve sebzelerde yiiksek
oranda bulunan C vitamini konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu belirtilmektedir.'*

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyveleri zengin antioksidan icerigine sahip
olmalarinin yan1 sira ayrica bu meyveler palmitik asit, oleik asit, palmitoleik asit, linoleik
asit ve linolenik asit gibi yag asitleri ve fitosteroller acisindan da olduk¢a zengin oldugu
ifade edilmektedir.?* 2

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvelerinden ekstrakte edilen yaglar UV
1s1in1 absorbe ederek cildi korumakta, bu nedenle farmasotik ve kozmetik endiistrilerde
hammadde olarak tercih edildigi bilinmektedir.?®

2.5. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran atom ya da
molekiile serbest radikal denilmektedir. Bu eslesmemis elektronlar1 nedeniyle molekiilii
kararsiz yapan serbest radikaller, kimyasal olarak son derece reaktif bir yapiya
dontismektedir. Kisa omiirlii aktiviteleri olmasina ragmen protein, lipit, niikkleik asit gibi
biiyiilk molekiillii yapilarla etkilesmeleri sonucu hiicrelerin fonsiyon ve yapilarinda
olaganiistii degisikliklere yol agabilmektedir.?’ Yasadigimiz cevrede cok sayidaki fiziksel
etkenler ve kimyasal etkiler nedeniyle siirekli radikal tiretimi bulunmaktadir. Serbest
radikaller baslica ii¢ yolla meydana gelmektedirler.?®3°

Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek sicakliklar (500 - 600°C) ve
oldukga yiiksek enerjiye sahip elektromanyetik dalgalar kimyasal baglarin kirilmasina
neden olmaktadir. Bunun sonucunda bag yapisindaki iki elektronun herbiri farkli atomlar

tizerinde kalmasiyla homolitik kirilma olusmaktadir. Meydana gelen her iki atom

tizerinde de reaktif 6zellik gosteren ¢iftlesmemis elektron bulunur.



Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Radikal 6zellik gostermeyen normal bir molekiilden yalniz bir elektron
kaybetmesi sonucu dis orbitalinde ¢iftlesmemis elektron bulunmasiyla meydana
gelmektedir.

Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi bulunmayan normal
bir molekiile tek elektron transfer edilmesi sonucu dis orbitalinde eslesmemis elektron
meydana gelerek olusmaktadir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli radikal kaynagi oksijen
ve azottan meydana gelen radikallerdir.

Reaktif oksijen tiirlerinden meydana gelen serbest radikaller metabolizmadaki
faliyetlerden kaynakli olmasimin yani sira dis kaynakli da olusabilmektedir. Bu serbest
radikallerden metabolik kaynakli olusanlar elektron transport sistemi esnasinda veya
oksidasyon reaksiyonlari sonucunda ve bazi enzimatik reaksiyonlar sonucunda olusurken
dis kaynakli olusanlar ise UV 1sinlari veya radyasyon etkisiyle diger yandan hava kirliligi,
bazi ilaglarin yan etkileri, sigara dumanina maruz kalmak, koétii beslenme ve cesitli
kanserojen maddelerin etkisiyle meydana geldigi bilinmektedir.? 3% 32

2.6. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller organizmalarda normal metabolik faliyetler sonucu olusan
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlart esnasinda organizmada yabanci maddelerin
(ksenobiyotiklerin) metabolize edilmesinde veya organizmanin radyasyon gibi dis
kaynakli etkilere maruziyeti sonucunda meydana gelebilmektedir.®® 34

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar
tarafindan meydana gelebilmektedir.>>*°
2.6.1. Endojen Kaynaklar
Mitokondride meydana gelen oksijenli solunum esnasinda elektron transport

sistemi ile katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan iirlin olarak meydana



getirmektedir. Ayrica lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom
oksidaz gibi ¢esitli endojen radikal kaynaklar1 olarak bilinmektedir. Diiz kas hiicreleri,
plateletler ve arasidonik asit metabolizmas1 tarafindan serbest radikaller
iiretilebilmektedir. Otooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda ksantin oksidaz (XO) ile
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik
retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen elektron kagaklarindan
olusabilmektedir. Ayrica stres sonucu olarakta yine serbest radikal iiretebilmektedir. Bu
hormonlarin kendileri de serbest radikallere dontisebilmektedir. Bagisiklik sistemi
hiicreleri patojenlere yanit olarak reaktif oksijen tiirlerini ve oksi- radikalleri
iiretebilmektedirler.*!

2.6.2. Eksojen Kaynaklar

UV iginlar, X-rays, gamma i1smnlari, mikrodalga isinlari, gidalari pisirme
sirasindaki organik maddelerin yakilmasi, volkanik faliyetler, orman yanginlari,
karbonmonoksit, benzen, formaldehit, asbest ve toluen gibi hava Kkirletici faktorler,
temizlik trilinleri, boya, tiner, parfiimler ve insektisitler gibi kimyasallar, kloroform ve
diger gevresel kirletici maddeler, alkol ve sigara tiikketimi, sigara ve egzoz dumani serbest
radikal iiretimine katkida bulunan eksojen kaynaklardir.*!

2.7. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller genellikle i¢ ve dis etkilere maruz kalmasi sonucunda daha ¢ok
olusarak ve organizmada antioksidan sistemindeki eksiklige bagli olarak oOncelikle
membran lipidleri yani sira proteinler, karbonhidratlar ve DNA’ya ciddi bi¢imde hasar
verebilmektedir. Meydana gelen hasarlar hiicrenin tiirline, maruz kalinan strese ve
siddetine bagli olarak toksik etki, mutasyona sebep olan veya kanser yapici etki

gostermektedir,*2-4



2.7.1. DNA Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri DNA {izerine etki yaparak
oksidatif hasara neden olabilir. Ciinkii DNA, hidroksil gibi serbest radikaller tarafindan
rahatlikla hasar gorebilmektedir.3® 4547

Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali; sitoplazma, mitokondri, endoplazmik
retikulum gibi organelerde, niikleus membranlarinda lipid peroksidasyonunun
baglamasma sebep olmaktadir. Membranlarda meydana gelen lipid peroksidasyonu
sonucunda membran gegcirgenliginde artis Olugmaktadir. Serbest radikallerin etkisi
altindaki proteinlerde sistein siilfidril gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak
yikilmaktadir. Boylece mitokondriyal DNA okside olur. Sonu¢ olarak hiicrelerde
meydana gelen hasara serbest oksijen radikalleri sebep olmaktadir .

Gilinimiizde yapilan birgok arastirma sayesinde serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu hiicre hasarlarinin ¢ogu kronik hastaliga sebep oldugu bilinmektedir.
Bunlardan bazilarim1 solunum yetmezligi, parkinson hastaligi, rahim agz1 kanseri, ¢esitli
gebelik komplikasyonlari, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, ani gelisen
bobrek yetmezligi, yaslanma, bazi bebeklerde goriilen retina hasari, beyin ve kalp
damarlarinda tikanikliga bagli olarak gelisen bircok durumda serbest oksijen
radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusu olmaktadir.*8-50

2.7.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller proteinleri direkt etkilemektedir. Bu etkilenmenin boyutu ise
amino asit igeriklerine baglh olarak gelismektedir.>® Serbest radikallerin proteinler
tizerinde meydana getirdigi baglica 6nemli degisiklikler; amino asitlerin modifikasyonu,

proteinlerin fragmantasyonu, proteinlerin agregasyonu ve capraz baglanmalar olarak

bilinmektedir.>?
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2.7.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Karbonhidratlarla hidroksil gibi serbest radikaller reaksiyona girebilmekte ve
karbon atomlarmin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal
iiretebilmektedir. Bunlar hyaliironik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarina
neden olmaktadir.*®

2.7.4. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitler, serbest radikal hasarina
kars1 oldukea hassas oldugu goriilmektedir.?” Serbest radikaller, lipitler ile reaksiyona
girdiginde lipit peroksidasyonu, toksik yan tiriinlerin ¢ok fazla iiretilmesine sebep olarak
meydana gelen bu yan iriinler ikinci haberciler gibi hareket eder ve tiretildigi bolgeden
uzak bir alanda etkilerini gosterebilmektedir. Lipit peroksidasyonundan kaynaklanan
hasar, hiicrelerin fonsiyonlarini siirdiirmek icin oldukga zararli olmaktadir.*

Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikellerle kolaylikla reaksiyona girerek peroksidasyona sebep olmaktadirlar. Bunun
sonucunda membran akiskanliginda bozulma ve gegirgenliginde degisikliklere neden
olmaktadir.>* %

2.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar, daha diisiik yogunluklarda yiikseltgenebilen substratlara gore
substratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide engelleyen veya
geciktiren maddeler olarak bilinmektedir. Prooksidanlar ise proteinler, lipidler ve niikleik
asitlerde oksidatif bozunmalara neden olan ve bunun sonucunda birgok patolojik hastaliga
yol agan toksisitesi yiiksek maddelerdir. Ortamdaki bu tehlikeli bilesiklerin varligi,
saglikli bir yasam ic¢in antioksidanlar1 son derece gerekli kilmaktadir. Antioksidanlar,

hiicrelerin zarar gérmesine sebep olan bu prooksidanlar1 (serbest radikaller, reaktif azot
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ve oksijen tiirleri) oldukea etkili sekilde indirgeyip diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
maddellere doniistiirmektedirler.®

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan {iiretilmelerinin yani sira tiiketilen
gidalar yoluyla da viicudumuza girebilmektedir. Tiikettigimiz bu gidalarda bulunan ve
insan viicudunu zararli serbest radikallerin etkilerinden koruyan dogal antioksidanlardan
baslicalar1; vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenoller
olarak siralanabilmektedir. Gilinlimiizde yapilan ¢ogu arastirmada sebze ve meyve
tiikketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski
oldugu kanitlanmistir.>’

Polifenoller ve bunlarin tiirevleri, bilinen antioksidanlar arasinda énemli bir yere
sahiptir. Bu bilesikler oksidatif sistemde ¢esitli sekilde etki gostermektedir. Mesala
singlet oksijeni pasif hale getirerek oksijen derisimini diisiirebilmektedir. Ayrica birincil
radikalleri tutma 6zelligini kullanan hidroksil radikalleri zincirleme olusan reaksiyonlarin
baslamasini nleyerek bu bolgelere metal iyon katalizérlerini baglamaktadirlar.%®

Bir antioksidanin aktivitesi hidrojen veya elektron dondr araci olarak
gosterebildigi reaktiviteye, antioksidanlarin kendisinden tiireyen radikalin akibetine,
diger antioksidanlarla etkilesime girme yetenegine, gecis metali selatlama potansiyeli gibi
cesitli faktorler ile belirlenmektedir.>’

2.9. Antioksidanlarin Organizmaya Etkileri

Antioksidanlar organizmaya etkilerini baslica iki sekilde gosterebilmektedir.®
Bunlardan biricisi serbest radikal olusumunun 6nlenmesi seklinde gosterilir. Bunlar ise
oksijeni uzaklastirict veya derisimini azaltici etki, baslatici reaktif tiirevlerini
uzaklastirma etkisib ve katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki olarak bilinmektedir.

Ikinci olarak olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesiyle olabilmektedir.

Bunlar dort ayr1 etki tipi ile agiklanabilmektedir.®0-62
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1) Toplayic etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyip onlari tutma veya reaktif
olamayan yeni bir molekiile doniistirme “toplayic1” etkidir. Antioksidan
enzimler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, Glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) vb. bu sekilde etkilidir.

2) Bastiriar etki: Serbest oksijen radikali ile etkileserek onlara bir hidrojen
baglayip aktivitelerini azaltma veya inaktif haline doniistirme ‘“bastiric1”
etkidir. C vitamini, flavonoidler, E vitamini bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Onaricr etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi “onaric1”
etkidir. Genellikle DNA’daki hasarlarin onarilmasinda goriilmektedir.

4) Zincir kiriar etki: Serbest oksijen radikalleri baglanmasiyla zincir
reaksiyonlarini kirip fonksiyonlarini 6nleyici etki “zincir kirier” etkidir.

Serbest radikalleri etkisiz hale getirmede onemli rolii bulunan antioksidanlar

hakkinda yapilan calismalar sonucunda elde edilen bilgiler arttik¢a bunlara olan ilgi de
bilim insanlar1 tarafindan giin gectikge artarak devam etmektedir. Dolayisiyla giiniimiizde
yapilan her alandaki c¢aligmalarin antioksidan 6zelligiyle beraber degerlendirme

caligmalar1 da cogaldig1 goriilmektedir.5® &
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyve drnekleri EKim 2019
yilinda Erzurum ilinin Tortum bdlgesinden toplanmus. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoji Boliimii Prof. Dr. Meryem Sengiil Koseoglu tarafindan teshis edilmistir.

3.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez calismasi1 kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler (Tablo 3.1)

piyasadaki saflik derecesi en yiiksek olanlari tercih edilerek calismada kullanildi.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Firma

DPPH (CAS No: 1898-66-4) Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
ABTS (CAS No: 30931-67-0) Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
TPTZ (CAS No: 3682-35-7) Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Neocuproine%98(CAS No:484-11-7) Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Amonyum tiyosiyanat Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 1762-95-4)

Amonyum asetat Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 631-61-8)

Bakar (IDklortir Merck Millipore®, Almanya
(CAS No: 10125-13-0)

Demir (III)kloriir Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 7705-08-0)

Demir (IDklortiir Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
CAS No: 7758-94-3

Folin & Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Potasyum ferrisiyaniir Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 13746-66-2)

Potasyum persiilfat 99.0% Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 7727-21-1)

Sodyum karbonat Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 497-19-8)

Linoleik asit, 60-74% Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
(CAS No: 60-33-3)

Trikloroasetik asit Merck Millipore®, Almanya
(CAS No: 76-03-9)

Etanol %96 Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

(CAS No: 64-17-5)
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3.3. Deneylerde Kullanilan Aletler ve Cihazlar

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

Tablo 3.2. Tez kapsaminda deneylerde kullanilan aletler ve cihazlar

Ad1 /Modeli Firma

Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C) Vestel®, Tiirkiye

Calkalayicili su banyosu Memmert®, Almanya

Derin dondurucu (-80 °C) GLACIER®, ABD

Elisa Sistemi Epoch+Take3+Pc Roche®, isvigre

pH metre Schott CG 842®, Filipinler

Pipet seti Eppendorf®, Almanya

Santrifiij Hettich UNIVERSAL 32R®, ingiltere
Doner Buharlastirici SCILOGEX, Ingiltere

Saf su cihazi Merck Millipore Direct-Q 3, Almanya
Magnetik karigtiricilar Boeco MSH 300, Almanya

3.4. Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyveleri kurutulduktan sonra
bir havanda s1v1 azot ile muamele edilerek toz haline getirildi. Her birinden 100 g 6rnek
tartilarak bir Soxalet cihazi balonuna yerlestirildi. Calkalayicili su banyosunda iki giin
siireyle ekstrakte edildi. Meyvenin su, etanol, metanol ve hekzan olmak {iizere 4 farkl
¢oziicli sistemi (50°C, 250 ml x 4) kullanildi. Ekstraktlar siiziildiikten sonra ve ¢oziicii
icerigi doner buharlastirict (evaporatdr) da diisiik basing ve diisiik sicaklikta
uzaklastirildi. Ekstraktlar 5 pm-Hg basing altinda liyofilize edildi.

3.5. Bitki Ekstraktlarinin Total Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi Mitsuda ve arkadaslar1 tarafindan tarafindan gelistirilen yonteminin
modifiye edilmis hali kullanilarak gerceklestirildi. Bu metoda gore, tiyosiyanat yontemi

kullanilarak &l¢iildii.®* 1 mg ekstrakt 1 mL saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii
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igerisinde iizerine 4 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.0) ve 5 mL linoleik asit ¢ozeltisi
ilave edildi ve daha sonra 37°C ’da inkiibasyona birakild. Inkiibasyonun baslatilmasini
miiteakip her 10 saatte bir %75 etanol ve %30 amonyum tiyosiyanat ¢ozeltilerine 0.1 mL
inkiibasyon karigimi ilave edilerek vortekslendi. Karisima %35 HCI igerisinde 0.02 M
FeCly ¢ozeltisi ilave edilerek absorbanslar 500 nm’ de kore kars1 6l¢iildii. Kontrol i¢in
ayni islemler yalnizca linoleik asitli karisimda, kor i¢in ise 0.1 mL saf su ilave edilerek
tekrarland1. Inkiibasyona kontroliin maksimum absorbansa ulagsmasi neticesinde son
verildi. Inkiibasyon karigimindan her seferinde 6 tekerriir ile sonuglar verilmistir.

3.6. Bitki Ekstraktlarinin Toplam Fenolik Bilesiklerin Miktarlarmmin
Belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyve ekstraktlarindaki toplam fenolik
bilesiklerin miktarlari, Slinkard ve Singleton tarafindan gelistirilen yonteminin modifiye
edilmis hali kullamlarak gerceklestirildi.% 0.5 mg liyofilizat 0.5 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra kapakli deney tlipii igerisinde iizerine 2.5 mL Folin-Coicalteu ¢ozeltisi ilave edildi
ve 30 °C ’ de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra bu karigimin iizerine 2 mL Na2COg3
ilave edilerek 30 “C’de 90 dakika siireyle yeniden inkiibasyona birakildi. 90. dakikanin
sonunda 765 nm’de absorbanslar 6lgiildi. Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart
grafikten de yararlanilarak sonuglar, mg Gallik Asit ekivalenti (GAE)/g liyofilizat
seklinde verildi.

3.7. Bitki Ekstraktlarimin Indirgeyici Giiclerinin Belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyve ekstraktlarinin indirgeyici gii¢leri Yen
ve Chen tarafindan gelistirilen yoOnteminin modifiye edilmis hali kullanilarak
gercgeklestirildi.% 0.5 mg ekstrakt 0.5 mL saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii
igerisinde tizerine 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 mL % 1 potasyum

ferrisiyaniir ¢ozeltisi eklendikten sonra 50°C ’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. %10
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TCA c¢ozeltisinden 2.5 mL ilave edilip 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Bu
karisimin iizerine 2.5 mL siipernatan alinarak {izerine 2.5 mL %0,1 FeCls ve 2.5 mL saf
su ilave edildikten sonra 700 nm’ de absorbans Ol¢iildii. Yiiksek absorbans, yiiksek
indirgeyici giicii temsil etmektedir.

3.8. Antioksidan Kapasite Deneyleri

3.8.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Kapasite Tayini

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstrelerin DPPH
radikali siipiiriicii kapasiteleri Blois metoduna gore tespit edildi.” 1 mM DPPH ¢bzeltisi
serbest radikal ¢ozeltisi olarak kullanilarak bitki ekstrelere ait 10-60 pg/mL arasinda
degisen stok cozeltiler hazirlandi. Ardindan her bir kuyucuga 210 pL stok ¢ozelti ve 70
uL DPPH c¢ozeltisi pipetlendi. Ornekler 1 dakika siiresince vorteks yardimiyla
calkalandiktan sonra oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edildi. Kontrol
numunesi i¢in 210 pL etanol ve 70 uL DPPH ¢dzeltisi, standart antioksidan olarak ise a-
tokoferol, troloks ve askorbik asit kullanildi. Tiim 6rnekler etanolden olusan kore karsi
517 nm’de absorbanslar1 kaydedildi ve sonuglar yiizde inhibisyon olarak hesaplandi.

3.8.2. ABTS.+ Siipiiriicii Kapasite Tayini

Re ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismaya gore ABTS katyon radikali
stiptirme kapasitesi belirlendi. Bu yonteme gore ilk 6nce 2 mM ABTS ¢ozeltisi hazirlandi
ve bu ¢ozeltiye 1:1 oraninda, 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS.+
elde edildi. Ekstrelerin 1-40 pg/mL arasinda hazirlanan stok ¢ozeltilerinden 40 puL ve
ABTS.+ c¢ozeltisinden ise 100 puL fosfat tamponu (0.1 M, pH = 7.4) kullanildi. 30 dk
inkiibasyondan sonra tampondan olusan kore karsi 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

Standart bilesik olarak ise troloks ve a-tokoferol kullanildi.%®
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3.8.3. Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP)

Hippophae rhamnoides L. bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstrelerin,
elektron transferine dayanan antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemi Huang ve
arkadaslar1 metoduna gore yapildi. Ilk 6nce 0.3 M asetat tamponu (pH= 3.6) hazirland.
100 mL balon joje igerisinde 10 mM TPTZ, 40 mM HCI asit konulacak ve son hacim 100
mL tamamlandi.

Daha sonra 20 mM FeCls ¢ozeltisi hazirlanacak. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 2.5
mL TPTZ, 2.5 mL FeClz ve 25 mL asetat tamponundan olacak sekilde 30 mL’lik FRAP
cozeltisi elde edildi. Elde edilen FRAP cozeltisi 37°C ‘de 30 dk inkiibasyon siiresinden
sonra 593 nm’de kor numunesi olarak 6lciildii.®

3.8.4. Bakir Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi
(CUPRAC)

Apak ve arkadaslart metoduna gore Hippophae rhamnoides L. bitkisinin
meyvelerinden elde edilen ekstrelerin ve bilesiklerin antioksidan kapasite tayinleri
belirlendi. Bu yonteme gore ilk 6nce 10 mM 250 mL CuCl;H20 ¢o6zeltisi hazirlandi.
Tampon ¢ozeltisi olarak da 250 mL NHsAc (1 M, pH= 7.0) kullanildi. Daha sonra 25
mL’lik balon jojelerde %96’lik etanol ile 7.5 mM Neocuproin (Nc) ¢ozeltisi hazirlandi.
60 uL CuCl,, 60 pL asetat tamponu, 60 pL. Neocuproin ve 60 pL. numuneden olusan
cozelti karnistirlacak. 30 dk inkiibasyon siiresinden sonra, Cu (II) neocuproin
kompleksinin ortamdaki antioksidan etki goOsteren bilesikler vasitasiyla Cu ()
neocuproine doniismesine ve bu kompleksin metanolden olusan kore karsi absorbans
artislar1 450 nm’de okundu. Standart bilesik olarak 1-60 pg/mL arasinda degisen

konsantrasyonlarda troloks ¢ozeltisi kullanildi. 70"
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4. BULGULAR

4.1. Total Antioksidan Kapasitelerine Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin her 10 saatte bir alinan 6lgiimleri iceren veriler
esas alinarak 50. saatte en yiiksek seviyeye ¢ikan peroksit olusumu esnasinda dlgiilen total

antioksidan sonuglar1 ortalama absorbans olarak hesaplandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin
total antioksidan aktiviteleri

Total antioksidan aktivite

EllgRr D2z Ortalama absorbans
(mg/mL) (50. saat, 500 nm)
1 0.256+0.001
Etanol 5 0.484+0.005
10 0.679+0.003
il 0.216£0.004
Metanol 5 0.281+0.002
10 0.323+0.007
1 0.175+0.003
Su 5 0.226+0.005
10 0.319+0.007
1 0.178+0.003
n-hekzan 5 0.236+0.002
10 0.312+0.003

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve
aktivitenin doz artisina bagl oldugu belirlenmistir. Ekstreler (su, etanol, metanol ve n-

hekzan) arasindaki en yiiksek antioksidan aktivite ise etanol ekstresinde tespit edilmistir.
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4.2. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini Bulgulari

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktarlart Folin-
Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile belirlendi. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit

kullanild1 ve hesaplamalarda yararlanilacak olan standart grafik hazirland1 (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Gallik asit standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit

esdegeri (GAE) olarak hesaplandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin
toplam fenolik bilesik miktarlar

Ekstreler Toplam Fenolik Bilesik (ng GAE/mg ekstre)
Etanol 77.75+0.05
Metanol 50.28+0.01
Su 58.75+0.04
n-hekzan 45.32+0.03
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Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan
ekstreler arasindan en yiiksek toplam fenolik icerik miktar1 etanol ekstresinde oldugu
tespit edilmistir.

4.3. indirgeyici Giiclerine Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin indirgeyici gii¢lerine ait sonuglar ortalama

absorbans olarak hesaplanmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin
indirgeme giicleri

.

Indirgeyici giicii

Ekstreler Doz (mg/mL) Ortalama absorbans
(700 nm)
1 0.341+0.001
Etanol 5 0.565+0.003
10 0.735+0.001
1 0.131+0.005
Metanol 5 0.291+0.007
10 0.330+0.002
1 0.158+0.005
Su 5 0.222+0.004
10 0.321+0.003
1 0.356+0.006
n-hekzan 5 0.442+0.004
10 0.540+0.002

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin hepsinde indirgeyici gii¢lerinin doza bagh

olarak arttig1 tespit edilmistir. Bitki ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinde genellikle
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igerdikleri fenolik maddeler sorumludur. Bu sonug¢ bize Hippophae rhamnoides L.
(Yabani igde) bitki meyvesinin antioksidan &zelliginin genellikle igerdiginden
kaynaklandigini1 géstermektedir.

4.4. Antioksidan Kapasite Bulgular

4.4.1. DPPH Radikali Siipiirme Calismalarina Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin DPPH
radikali siiplirme aktivite tayinleri Blois metoduna gore yapildi. Analiz edilen
konsantrasyon araligi (10-60 pg/mL) standart antioksidan bilesikleri iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda belirlendi. Standart antioksidan olarak a-tokoferoliin DPPH
radikali stiplirme aktivitesi 60 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere ulasmistir. Bu
veriler dogrultusunda ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak

belirlendi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. a-Tokoferoliin konsantrasyon- % Inhibisyon grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,

etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL
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konsantrasyonda gergeklestirdikleri DPPH radikali siipiiriicti kapasiteleri % inhibisyon

seklinde (Tablo 4.4 ) gosterilmektedir.

Tablo 4.4. Ekstrelerin 50 pg/mL konsantrasyonda DPPH serbest radikali siipiiriicii
kapasitelerinin karsilastirilmasi

Ekstreler % Inhibisyon (50 ng/mL)
Etanol 42.27
Metanol 38.03
Su 24.17
n-hekzan 20.21
a-Tokoferol 91.8

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinden en yiiksek DPPH serbest radikali siipiiriicii
kapasiteye sahip ekstrenin etanol ekstresi oldugu tespit edilmistir.

4.4.2. ABTS" Radikali Siipiirme Kapasite Calismalarina Ait Bulgular

ABTS" katyon radikali siipiiricii kapasite tayinleri Re ve ark. tarafindan
gelistirilen yonteme gore yapilmustir. Pozitif kontrol olarak troloks kullanildi. Analiz
edilecek konsantrasyon araligi (10-60 pg/mL) standart antioksidan bilesikleri lizerinde
yapilan calismalar sonucunda belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks ABTS*
katyon radikali siipirme aktivitesi 50 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere
ulagmistir. Bu veriler dogrultusunda ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligir 10-60

ng/mL olarak belirlendi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 ug/mL
konsantrasyonda ABTS" katyon radikali siipiirme kapasiteleri % inhibisyon olarak (Tablo

4.5) gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Ekstrelerin 50 pg/ml konsantrasyonda ABTS® katyon radikali siipiirme
kapasitelerinin karsilastirilmasi

Ekstreler % Inhibisyon (50 pg/mL)
Etanol 47.02
Metanol 31.37
Su 27.06
n-hekzan 18.07
Troloks 88.38

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinden en yiiksek ABTS™ katyon radikali siiplirme

kapasiteye sahip ekstrenin etanol ekstresi oldugu tespit edilmistir.
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4.4.3. Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 595 nm’de
demir (III) indirgeme/antioksidan giicline karsilik gelen absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Analiz edilen konsantrasyon araligi (10-60 pg/mL)
standart antioksidan bilesikleri iizerinde yapilan calismalar sonucunda belirlendi.
Standart antioksidan olarak troloks, demir (IIT) indirgeme/antioksidan giicii aktivitesi 40
pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere ulagmistir. Bu veriler dogrultusunda

ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak belirlendi (Sekil.4.4).
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Sekil 4.4. Troloks standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL
konsantrasyonda spektrofotometrik yonlemle 593 nm’de demir(111)
indirgeme/antioksidan gii¢lerinin pg Troloks esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC)

cinsinden karsilastirilmasi (Tablo 4.6) gosterilmektedir.
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Tablo 4.6. Ekstrelerin 50 pg/mL konsantrasyonda demir (III) indirgeme/antioksidan

giiclerinin ugTEAC cinsinden karsilagtirilmasi

Ekstreler Troloks (Eq pg/ml)
Etanol 48.05
Metanol 28.07
Su 36.17
n-hekzan 23.09

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinden en yliksek demir iyonu indirgeyici antioksidan
gii¢ kapasitesine sahip ekstrenin etanol ekstresi oldugu tespit edilmistir.

4.4.4. Bakir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi
(CUPRAC)

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 450 nm’de
Cu (II) neocuproin kompleksinin ortamdaki antioksidan etki gosteren bilesikler
vasitastyla Cu (I) neocuproine doniismesine ve bu kompleksin metanolden olusan kore
kars1 absorbans artiglar1 450 nm’de okuma yapildi. Analiz edilecek konsantrasyon aralig
(10-60 pg/mL) standart antioksidan bilesikleri {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda
belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks, Cu (Il) neocuproin kompleksinin
ortamdaki antioksidan etki gosteren bilesikler vasitasiyla Cu (I) neocuproine doniisme
aktivitesi 50 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere ulasmistir. Bu veriler
dogrultusunda ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak belirlendi

(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Troloks standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL
konsantrasyonda spektrofotometrik yonlemle 450 nm’de Cu (II) neocuproin
kompleksinin ortamdaki antioksidan etki goOsteren bilesikler vasitasiyla Cu (1)
neocuproine doniismesine ve bu kompleksin pg Troloks esdeger Antioksidan Kapasite

(TEAC) cinsinden karsilastirilmasi (Tablo 4.7) gosterilmektedir.

Tablo 4.7. Ekstrelerin 50 pg/mL konsantrasyonda Cu (II) neocuproin kompleksinin Cu
(I) neocuproine doniismesinin ug TEAC cinsinden karsilastiriimasi

Ekstreler Troloks (Eq pg/ml)
Etanol 42.15
Metanol 23.41
Su 33.33
n-hekzan 21.05
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Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su,
etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinden en yiiksek bakir iyonu indirgeyici antioksidan

kapasitesine sahip ekstrenin etanol ekstresi oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Bitkiler eski caglardan beri halk hekimliginde tedavi amagh kullanilmaktadir.
Bilim insanlar1 bir¢ok bitki tiirii tizerinde ¢esitli arastirmalar yapilmasina ragmen halen
daha iizerine arastirma yapilmamis bir¢ok bitki tiirii bulunmaktadir. Bu calismada
Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli polaritelere sahip
ekstrelerinin toplam fenolik bilesik, total anitoksidan bilesik, indirgeyici giic ve
antioksidan kapasitleri (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC) tespit edilmistir.

Son yillarda arastirmacilar, serbest radikal kaynaklari, rol oynadiklar reaksiyonlar
ve bunlara karsi olusan savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasi iizerine bir¢ok
arastirma yapmaktadirlar. Serbest radikallerin asir1 iiretilmesi ve antioksidan sistemin
yetersiz kalmast durumunda organizmada oksidatif stres meydana gelmektedir.
Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde olusan radikalleri yakalamak bu molekiilleri
zararsiz hale getirmek ve baslayan zincir reaksiyonlarin1 durdurarak olusan hasar1 ortadan
kaldirmaya calisirlar.?

Antioksidan aktivite tayin yontemleri ¢esitli parametrelere bagli oldugundan, bir
bilesigin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in tek bir standart yontem yoktur. Bundan
dolay1 antioksidan aktivite tayin etmek igin bircok ydntem kullanilmaktadir.5t 6572
Deneysel ¢alismalarda, total antioksidan kapasitesinin belirlenmesi, antioksidanlarin tek
tek analizlere gore daha degerli kabul edilmektedir. Yaptigimiz bu ¢aligmada, Hippophae
rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin farkli ekstrelerindeki total
antioksidan kapasiteleri analiz edildi. Calismanin sonuglarina gore en yiiksek antioksidan
aktivite ise etanol ekstresinde tespit edilmistir.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli
ekstrelerindeki toplam fenolik bilesik miktarlar1 sonuglarina gore etanol ekstresinde diger

ekstrelere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Dogal bilesikler olarak bilinen
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fenolik bilesikler antioksidan o6zelliklerini, serbest radikalleri yakalayarak ve zincir
reaksiyonlarin1 durdurarak yapabilmektedirler.”® Bundan dolay1 toplam fenolik bilesik
miktar1 yiiksek olan ekstreler antioksidan deney sistemlerinde etkili bulunmustur.

Total indirgeyici gii¢, antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerden
biridir. Bu analizde yiiksek absorbans yiiksek indirgeme potansiyelini gostermektedir.®
Yaptigimiz ¢alismada, Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin
farkl ekstrelerindeki total indirgeyici gii¢ analizi yapildi. Calismanin sonuglarina gore en
yiiksek indirgeyici gii¢ etanol ekstresinde tespit edilmistir.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen
farkl ekstrelerin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla DPPH, ABTS, CUPRAC
ve FRAP testleri yapilmistir. DPPH radikali siiplirme kapasitesi Blois metodu
kullanilarak analiz edilmistir.®” Deney sonuglarinda goriildiigii gibi etanol ekstresi yiiksek
inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.

ABTS katyon radikali siipiiriicii kapasite ¢aligmalar1 Re ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen yonteme gore yapilmistir.®® 734 nm dalga boyunda yapilan &lgiimlere
yardimiyla % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Elde edilen bulgulara gére Hippophae
rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen farkli ekstreler
arasindan etanol ekstresindeki % inhibisyon diger ekstrelere gore oldukea yiiksek oldugu
tespit edilmistir.

FRAP testinde antioksidan varhiginda [Fe(l11)(TPTZ)2]*", [Fe(I(TPTZ)2]*"’ye
indirgenmektedir. Oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda rol alan demir, biyolojik
molekiillere elektron tasiyarak oksidatif hasar1 hizlandirir. Ayrica demir iyonlar lipit
peroksidlerinin  (LOOH) parcalanmalarim1  ve lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonlarmi katalize ederek radikallerin olusturdugu hasar1 daha da artirmaktadir.

Bundan dolayr demir iyonlarimin tutulmalar1 radikallerin sebep oldugu zararlar
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onlemektedir. Deney sonuglarina gore etanol ekstresi 42,15 Eq pg/mL Troloks’a esdeger
oldugu tespit edildi. FRAP antioksidan deney sonuglarina gore etanol ekstresi 48,05 Eq
ng/mL Troloks’a esdeger oldugu tespit edildi.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen
farkli ekstrelerde, CUPRAC yontemi ile ekstrelerin bakir(IT)-neokuproin kompleksini
bakir(I)-neukuproin kompleksine indirgeme giicii 6l¢iilmiistiir.”®”> CUPRAC antioksidan
deney sonugclarina gore etanol ekstresi 42,15 Eq pg/mL Troloks’a esdeger oldugu tespit
edildi.

Son yillarda gida sanayinde kullanilan sentetik antioksidanlarin toksik etkisinin
oldugu anlasildiktan sonra, bilim insanlar1 sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek
dogal antioksidanlar1 arastirmaya baslamislardir. Antioksidan 6zelligi bulunan bitki
ekstrelerinin gida sanayinde cesitli arastirmalarla analizi sonucunda endiistriyel
uygulamaya yonelik devamlilik i¢in 6nemli bir yer tutabilecegi diisliniilmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada analiz edilen Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde)
bitkisinin meyvelerinden elde edilen daha ¢ok etanol ekstresinde olmak kaydiyla metanol,
su ve n-hekzan ekstrelerinde yiliksek antioksidan aktivite, yiiksek indirgeyici gii¢ ve
toplam fenolik bilesik bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Bu ¢alisma sonuglarinin

son zamanlarda artan ¢aligmalara katki saglayacagina inanilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismas1 kapsaminda Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin
meyvelerinden elde edilen farkli polaritelere sahip 4 ekstrede (su, etanol, metanol ve n-
hekzan) toplam fenolik bilesik, total anitoksidan bilesik, indirgeyici gii¢ ve antioksidan
kapasitleri (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC) analiz edilmistir. Calismamiz test edilen
konsantrasyon araliginin genisligi ve farkli polaritedeki ekstre sayisi bakimindan diger
calismalardan ayrilmaktadir.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin farkli
ekstrelerindeki total antioksidan kapasiteleri, fenolik bilesik miktarlar1 ve indirgeyici gii¢
analizleri sonucunda diger ekstrelere gore en yiiksek etki etanol ekstresinde tespit edildi.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen
farkli ekstreler arasindan etanol ekstresindeki DPPH radikali siipirme kapasitesi ve
ABTS katyon radikali siipliriicti kapasite % inhibisyon degerleri diger ekstrelere gore
oldukga yiiksek oldugu tespit edildi.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen
farkli ekstreler arasindan etanol ekstresindeki FRAP radikali siipiirme kapasitesi ve
CUPRAC katyon radikali siipiiriicii kapasite degerleri diger ekstrelere daha yliksek
oldugu tespit edildi.

Hippophae rhamnoides L. meyvesinin etanol ekstresindeki etki digerlerine gore
oldukea yiiksek oldugu tespit edildi. Bu bitkinin etanol ekstresinden izolasyon islemleri
sonucu elde edilen major bilesiklerle daha ileri diizey calismalar yapilmasi1 gerektigini

diistinmekteyiz.
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