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KIRKKILIT (EQUISETUM ARVENSE ) VE KURTPENCESI (LYCOPODIUM
CLAVATUM) BITKI TURLERININ TOPLAM ANTIOKSIDAN
KAPASITELERININ BELIRLENMESI

OZET

Canlilarda, kimyasal siiregler (prosesler), ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmasma neden olur. Yiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli
molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar
verebilir. Yiyecekler, kozmetikler, ilaglar, sigara dumani (Aktif veya pasif) ve
modern yasamin getirdigi diger pek cok kir serbest radikallerin olusmasina neden
olur. Oksidasyon reaksiyonlart sonucu meydana gelen serbest radikaller zincir
reaksiyonunu baslatir. Antioksidanlar serbest radikallerle bag kurarak zincir
reaksiyonunu sonlandirir.

Antioksidanlarin kimyasal ¢esitliligi onlar1 sebzelerden ayirmayi ve miktar tayinini
giiclestirir. Bu yiizden toplam antioksidan aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan
yontemlerin ekstrakt ¢ozeltilerine direkt uygulanabilmesine ihtiya¢ vardir.

Bu calismada, Tirkiye’de Kiitahya ve Trakya Bolgelerinden toplanan kirkkikit
(Equisetum Arvense) ve Trabzon yoresinden toplanan kurtpengesi (Lycopodium
Clavatum)bitkilerinin inflizyon, kaynatma ve % 80 metanol’deki toplam antioksidan
miktar1 Ui¢ farkli analiz yontemi ile tayin edilmistir. Bu ydntemler CERAC,
CUPRAC ve son olarak spektroflorimetrik CERAC yontemidir. Ayrica, bitkilerin
optimum kosullarda analiz edilmesi amaciyla sicaklik ve zaman caligmalari yapildi.
Bu bitkilerin karigimlari halk arasinda birlikte tiiketilmektedir. Bu nedenle bu
bitkilerin karigimlariin sinerjik bir etki olusturup olusturmadigi incelendi.

Sonu¢ olarak, bitki ekstraktlarina ti¢ farkli yontem uygulandiginda, hazirlanan
ekstraksiyon c¢ozeltisi ve uygulanan yonteme gore bitki tirlerinde farklilik
gozlemlendi.

Bitki orneklerindeki toplam antioksidan miktarina bakildiginda, trakya ydresinden
toplanan kirkkilit (Equisetum Arvense ) bitkisi Kiitahyadan toplanan tiiriine gore
daha yiiksek antioksidan kapasiteye ssahip oldugu gozlendi. Kurtpengesi
(Lycopodium Clavatum ) bitki tiirliniin ise kirkkilit bitki tiiriine gore antioksidan
kapasitesinin daha diisik oldugu gozlendi. Bitki  karigiminin antioksidan
kapasitesinin ise her iki bitkideki degerin toplamina yakin oldugu hesaplandi.
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DETERMINATION OF TOTAL ANTIOXiDANT CAPACITIES OF
KIRKKILIT (EQUISETUM ARVENSE ) AND KURTPENCESI
(LYCOPODIUM CLAVATUM)

SUMMARY

In organisms, chemical proses,especially oxidation,can produce free radicals which
has high reactivite can easily it can be to react with different molecules and this is
damage to cells. Foods, drugs,cosmetics, smoke and a lot of dirty that comes by
modern life result in producing free radicals. Free radicals which produced by
oxidation reactions start chain reactions. Free radical is the part of unpaired electron
in the atomic and molecular structure. These molecules which react easily with the
other molecules named oxidant molecules or reactive oxygen particules.These
radicals create oxidative stress react with other molecules. Free radicals can be form
while normal cell metabolisms or external factors. Oxidative stress is identifed
corruption of balance of pro-oxidant and antioxidant in organisms. As oxidative
stress appears to be an important part of many human diseases, the use of
antioxidants in pharmacology is intensively studied, particularly as treatments for
stroke and neurodegenerative diseases. Moreover, oxidative stress is both the cause
and the consequence of disease. Radicals have property of resulting damage in basic
cell compounds such as lipids, proteins, and nucleic acids. This damage can play
important role in cancer, hypertension and biological ageing process. Nowadays
almost all illnesses depend on oxidative stress. Living organisms have antioxidative
protection system to avoid from effect of free radicals. Antioxidants terminate these
chain reactions by binding free radicals.

Antioxidants ; Substances which prevent or delay oxidation of proteins, lipids,
carbohydrates and DNA that in the living cells are named antioxidants. Because of
decreasing properties of abnormalities and forming tumors, it providex life which has
minimum effect of ageing. There is a lot of different substances which have
antioxidant properties. These subtances can be taken from outside and can produce
by body for defense system according to the free radicals. These antioxidants are
enzymes such as catalase, glutathione peroxidase and SOD (superoxide dismutase).
Antioxidants are widely used in dietary supplements and have been investigated for
the prevention of diseases such as cancer, coronary heart disease and even altitude
sickness. Although initial studies suggested that antioxidant supplements might
promote health, later large clinical trials with a limited number of antioxidants
detected no benefit and even suggested that excess supplementation with certain
putative antioxidants may be harmful. Antioxidants also have many industrial uses,
such as preservatives in food and cosmetics and to prevent the degradation of rubber
and gasoline.

The chemical diversity of antioxidants makes it difficult to separate and quantify
antioxidants from the vegetable matrix. Therefore, it is desirable to establish a
method that can measure the total antioxidant capacity of level directly from
vegetable extracts.
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Total Antioxidant Capacity Dtermination Methods in Literature as below

TEAC (Troloks Equivalent Antioxidant Capacity) Method ; Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) measures the antioxidant capacity of a given substance,
as compared to the standard, Trolox. is based on the suppression of the absorbance of
radical cations of 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) (ABTS) by
antioxidants in the test sample when ABTS incubates with a peroxidase
(metmyoglobin) and H202. A reaction mixture containing H202 (100 pmol/L),
metmyoglobin (6.1 umol/L), ABTS (610 umol/L), and Trolox (concentration range,
0-1.65 umol/L) was incubated and subjected to spectrophotometry .The formation of
ABTS radicals increased in proportion to the incubation period until a plateau was
achieved after 30 min. The higher the concentration of Trolox used in the reaction
mixture, the more the absorbance of ABTS radicals was suppressed.

FRAP ( Ferric Reducing Ability Plasma) Method; The FRAP assay was done
according to Benzie and Strain (1996) with some modifications. The stock solutions
included 300mM acetate buffer (3.1 g C2H3NaO2 3H20 and 16mL C2H402), pH
3.6, 10mM TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine) solution in 40mM HCI, and 20mM
FeCI3 6H20 solution. The fresh working solution was prepared by mixing 25mL
acetate buffer, 2.5mL TPTZ solution, and 2.5mL FeCl3 6H20 solution and then
warmed at 37°C before using. Fruit extracts (150mL) were allowed to react with
2850 mL of the FRAP solution for 30 min in the dark condition. Readings of the
colored product [ferrous tripyridyltriazine complex] were then taken at 593 nm. The
standard curve was linear between 25 and 800 mM Trolox. Results are expressed in
mM TE/g fresh mass. Additional dilution was needed if the FRAP value measured
was over the linear range of the standard curve.

CUPRAC (CUPRIC Reducing Antioxidant Capacity) Method ; The “parent”
CUPRAC (CUPRIC Reducing Antioxidant Capacity) method of antioxidant
measurement, introduced by our research group to world literature, is based on the
absorbance measurement of Cu(l)-neocuproine (Nc) chelate formed as a result of the
redox reaction of chain-breaking antioxidants with the CUPRAC reagent, Cu(ll)-Nc,
where absorbance is recorded at the maximal light absorption wavelength of 450 nm;
thus this is an electron-transfer (ET)-based method

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Method ; The DPPH assay was done
according to the method of Brand-Williams et al. (1995) with some modifications.
The stock solution was prepared by dissolving 24 mg DPPH with 100 mL methanol
and then stored at 20°C until needed. The working solution was obtained by mixing
10mL stock solution with 45mL methanol to obtain an absorbance of 1.170.02 units
at 515 nm using the spectrophotometer. Fruit extracts (150 mL) were allowed to
react with 2850 mL of the DPPH solution for 24 h in the dark. Then the absorbance
was taken at 515 nm. The standard curve was linear between 25 and 800 mM Trolox.
Results are expressed in mM TE/g fresh mass. Additional dilution was needed if the
DPPH value measured was over the linear range of the standard curve.
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CERAC ( Cerium Reducing Antioxidant Capacity) Method ; A Ce(IV)-based
reducing capacity (CERAC) assay was developed to measure the total antioxidant
capacity (TAC) of foods, in which Ce(IV) would selectively oxidize antioxidant
compounds but not citric acid and reducing sugars. The redox potential of the Ce(1V)
oxidant was fine-tuned in 0.3M H2SO4 +0.7M Na2S04 aqueous medium for
selective oxidation. In the classical Ce(IV)-based assay for which the name CERAC
was proposed, the presence of citric acid (at 1.5x10—-5M) caused approximately 25%
reduction in Ce(IV) (at 2.0x10—4M) recovery, whereas in the present method, the
presence of citric acid (at 1.0x10—4M) caused negligible error in the TAC
measurement of quercetin. The trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) values
in the order of quercetin>rutin>gallic acid>catechin>caffeic acid>ferulic
acid>naringenin>naringin>trolox>ascorbic acid were established with the proposed
method and were found to be compatible with those found with other antioxidant
assays. It is noteworthy that naringin and rutin were also hydrolyzed in the acidic
medium of the method so as to exert their full antioxidant capacity not measured by
other TAC assays. The proposed TAC assay with Ce(IV) is simple, low-cost, rapid,
and can be easily applied in modestly equipped conventional laboratories.

Spectroflourimetric CERAC Method ; It depends transfer of electrons between
Ce(1V) ion and antioxidants. In the consequence of fluorometric method Ce(l1l) ions
are formed. Ce(lll) ions Show violence of fluorescence according to the density of
antioxidant at 256 nm and 360 nm.

In this study the plants of kirkkilit (Equisetum Arvense) which are largely grown
Kiitahya and Trakya in Turkey and kurtpengesi (Lycopodium Clavatum) which are
largely grown Trabzon in Turkey was analyzed to measure total antioxidant capacity
by infusion, boiling and %80 methanol with three different methods which are
CERAC, CUPRAC and spectroflourimetric CERAC. On the other hand to
determine the best conditions of plants time and temperature practices were done.
People generally consume these plants as a mixture. So that, mixture of these plants
was examined, synergic effect will comprise or not.

Finally, when performing three different methods on the plant extracts, difference
was seen on the species of plants according to extraction solution and the
method.When examined the total antioxidant capacity of plant samples, kirkkilit
(Equisetum Arvense) which is grown in Trakya was larger yield than Kirkkilit (
Equisetum Arvense) which is grown in Kiitahya. The species of kurtpengesi
(Lycopodium Clavatum) was less yield according to Kirkkilit ( Equisetum Arvense)
species. Antioxidant capasity of mixture was calculated nearly same as value of both
plants.
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1. GIRIS

XIX. yiizyilin baslarinda sanayi devriminin baglamasi ile hizli sanayilesmenin
sonucu olarak yer alt1 ve yer iistii kaynaklar1 hizla kirletilmistir. Ozellikle atmosfere
salinan zararli gazlar ozon tabakasinin incelmesinde biiyiik rol oynamistir. Ozon
tabakasinin incelmesi giines ismnlarinin zararli etkilerini beraberinde getirmistir.
Bunun yaninda kimya sanayinin gelismesi ile cesitli alanlarda kullanilan herbisit ve
peptisitler, c¢oziicliler, petrokimya Triinleri, ilaglar gibi {riinler {retilmeye
baslanmistir. Bu da somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran ve insanlarda
kanser, hizli yaslanma, kalp hastaliklar1 gibi zararli etkileri olan serbest radikallerin
olusumunu arttirmistir. Glinlimiiziin en ciddi saglik sorunlarint da beraberinde
getirmistir[1].

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron
boliimlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine
girebilen bu molekiillere ‘oksidan molekiiller’ veya ‘reaktif oksijen partikiilleri’ de
denmektedir. Bu radikaller hiicredeki diger molekiillerle kolayca etkilesime girerek
oksidatif stres meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma
sirasinda olusabildigi gibi ¢esitli dis etkenler araciligi ile de meydana gelebilir.
Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir. Radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel
hiicresel bilesenlerde hasara yol acabilme 6zelligine sahiptir. Olusan bu hasar kanser,
yasa bagli bagisiklik yetersizligi ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskilidir
ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynamaktadir. Giiniimiizde hemen her hastaligin
bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul edilmektedir. Canli
organizmalar serbest radikallerin etkisinden korunmak igin antioksidatif koruma
sistemine sahiptirler[2].

Bu tez kapsaminda kirkkilit ve kurtpencgesi bitki tiirlerinin oksidatif stres ve serbest
radikalleri engelleyici ve uzaklastirici etkiye sahip olan antioksidanlar1 igerip

icermedigi incelenerek toplam antioksidan kapasitelerine bakilmistir.






2. GENEL BOLUM

2.1 Otooksidasyon

Otooksidasyon, kimyasal reaksiyon olarak tanimlanir. Bu reaksiyon, atmosferik
oksijen ve organik bilesik arasinda uygun sicaklikta olur. Gidalarda ilk oksidasyon
tirtinlerinin ortaya ¢ikmasi igin belli bir depolama siiresinin ge¢mesi gerekmektedir.
Indiiksiyon periyodu olarak adlandirilan bu spesifik siirenin asiimasindan sonra
tepkime hiz1 artar. Prooksidan igeren gidalarda oksidasyon indiiksiyon periyodu
gerektirmeksizin gerceklesir. Indiiksiyon periyodunun hizi ve uzunlugu 6ncelikle yag
asitlerinden etkilenir. Yag asitlerindeki allil grubunun( -C=C-) artmasi reaksiyon
hizinin  artmasi ve periyodun kisalmasi anlamina gelir. Lipit oksidasyon
reaksiyonlarinin birinci basamagimi aktif radikal olusumu olusturur. Is1 151Kk veya
metal iyonlarinin varhginda allil grubuna komsu C atomuna bagh H atomu yapidan
ayrilir. Oylece ayrilan H atomunun baglh oldugu radikal aktivite kazanir. Bu olay allil
grubu yerine ona komsu C atomunda gergeklesir ¢iinkii allil grubundaki H atomlari
daha stabildir[3].

2.2 Serbest Radikaller

Antioksidanlarin Oykiisii serbest radikallerle baslar. Bu yiiksek aktiviteye sahip
bilesikler (serbest radikaller), kirli havalarda, sigara dumaninda, radyasyonda
(1smim), bitki koruma ilaglarinda, bozulmus gidalarda ve normal viicut
metabolizmasinda (metabolik siirecte) bulunurlar. Serbest radikaller viicuttaki
hiicrelere saldirir ve tahrip eder. Ilk saldirida dncelikli olarak yeni bir serbest radikal
olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon bagslar.

Serbest radikallerdeki asir1 yiiklenme viicut icin tehlike olusturur. Ancak viicudun
islevlerini gorebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi i¢in de gereklidir. Serbest
radikaller viicudun hastaliklara karsi direncini viicudu saran organizmalar1 yok
ederek arttirir. Buna karsin fazla tretildiginde viicuttaki bazi yerlerde de hasara
neden olarak hastaliklara yol agar. Serbest radikallerin hiicrelerde proteinler, lipidler,
karbohidratlar, enzimler, niikleik asitler ve DNA tizerinde 6nemli etkileri vardir [4].

Birgok hastalikta serbest radikallerin rolii agik bir sekilde ortaya konulmustur [5].



2.3 Antioksidanlar

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid,karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan
denir[6]. Bu ozellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug olarak timor olusturma
risklerini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da azalttiklar1 i¢in, daha saglikli ve yaslilik
etkilerinin minimum oldugu bir yasam saglarlar. Antioksidan &zelligi kesfedilen
bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismini bitkilerden alirken, bir kismini
viicut kendisi, serbest radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun
serbest radikallere karsi savunma olarak irettigi antioksidanlar; katalaz, glutatyon
peroksidaz, ve SOD (siiperoksit dismutaz) gibi enzimlerdir[7].

Antioksidanlar gidalarda lipit oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren yapida
bilesiklerdir. Bunlar,serbest radikal yakalayicisi, oksijen tutucu ve selat ajan1 olarak
gorev yaparlar. Gidalarda lipit oksidasyonunun tiimiyle oOnlenmesi miimkiin
olmamakla birlikte raf 6mriinii uzatirlar ve besin maddelerinden oksidasyona duyarl
olanlar1 da koruduklarindan gida kaliteside bir anlamda yiikselmis olmaktadir. Ideal

bir antioksidanin sahip olmasi gereken 6zellikler sunlardir:

1. Kullanimda saglik agisindan bir sakinca olmamalidir.

2. Gidanin tat, koku veya lezzetini degistirmemelidir.

3. Diistik konsantrasyonlarda dahi etkili olmalidir.

4. Gidaya kolaylikla karistirilabilmelidir.

5. Firinlama veya pisirme islemleri sonrasinda dahi aktivitesini stirdiirmelidir.
6. Fiyat1 ucuz olmalidir.

Antioksidanlarin yaglarda lezzet ve kaliteyi gelistirdikleri, ilerlemis diizeydeki
oksidatif acilasmayr veya herhangi bir nedenle olusmus tat bozukluklarin
giderebildikleri, mikrobiyal bozulmayi, ketonik ve hidrolitik acilasmay1 onledikleri
gibi yanilgilara dismemek gerekmektedir. Ayrica antioksidanin etkisini tam olarak
gosterebilmesi i¢in miimkiin oldugunca acilagsmanin ilk kademesinde hatta acilasma
baglamadan once ilave edilmeleri gereklidir. Antioksidan, besinlerdeki vitamin A,
vitamin C, vitamin E, vitamin B2, vitamin B6, folik asit, selenyum, ¢inko
antioksidanlarin sistemlerinin etkisini artirir. Gortldigi gibi en ¢ok sebze, meyve,
kurubaklagil, sogan, sarimsak ve kuruyemislerde bulunur.
4



Dogal kaynakli veya sentetik olarak iiretilmis antioksidantlar kimyasal yapilarina
gore primer ve sekonder antioksidanlar olarak 2’ye ayrilir. Primer antioksidanlar
serbest radikalleri yakalayarak antioksidatif etki saglarlar. Bunlardan sentetik
olanlara BHA, BHT, TBHQ, ornek verilebilir. Dogal antioksidanlardan ise
tokoferoller, baharat ekstraktlar1 (karnosik asit), flavanoidler ‘Radikal yakalayicist’
olarak primer antioksidatif aktiviteyi saglarlar. Askorbatlar ise oksijen
yakalayicisidirlar. Tek baslarina gidaya veya tiriine ilave edildiklerinde antioksidatif
etki gostermeyen, bununla birlikte gidada mevcut antioksidanin ~ yanisira ilave
edildiginde bu antioksidanin tek basina yaptigi etkiyi artiran madelere ise
‘Sekuesteran-iz> maddeler (Asit selatlarr) denilmektedir. Bunlar  sekonder
antioksidanlar olarak bilinir. Asit selatlar1 metalleri veya pro-oksidatif etki
gosteren metalloproteinleri  yakalayarak birincil antioksidanlarin fonksiyonlarini
yerine  getirmelerine  ve serbest radikalleri  yakalamalarina olanak saglarlar.
Bunlardan gidada kullanimina izin verilen antioksidanlara 6rnek olarak askorbik,
sitrik, tartarik, malik , siiksinik asitler ve sodyum trifosfat , pirofosfat verilebilir.
Asit selati olarak fitik asitin de lipit oksidasyonunu onledigi bilinmektedir.
Lesitin ile aminoasitlerin de gida igerisinde ayni gorevi yaptiklari bilinmektedir.
Doga, yasayan mekanizmalarda aktif oksijenin neden oldugu bozulma
reaksiyonlarini 6nlemek amaciyla 6nlem almis olup, pek¢ok dogal yapi, kendi
varliginin - mevcudiyeti icin gerekli olabilecek antioksidanlart biinyesinde
bulundurmaktadir. Sebzelerde bulunan en 6nemli dogal antioksidanlar, C vitamini, E
vitamini, karotenoidler, flavanoidlerdir. Dogal antioksidan kaynaklar: olarak, gesitli
bitkiler, cay yapraklar: (flavanoidler ve katesinler), yaglh tohumlar (susam), tahillar
(piring, yulaf), fasiilye cinsleri, meyve ve sebzeler, yapraklardaki mumsu maddeler
(okaliptiis bitkisinin yapraklari), bitki kokleri, fistik kabugu gibi meyve kabuklari,
baharat c¢esitleri, tibbi bitkiler, deniz yosunlari, mikrobiyal {iriinler, hayvansal
rtinler, fermente triinler, protein hidrolizatlarr, maillard reaksiyonu {riinleri,
porfirin yapisindaki maddelerin oksidasyonu yavaslattigi bilinmektedir. Baharatlarin
esansiyel yaglarindan ise antioksidatif ozelliginden daha ¢ok antimikrobiyal
etkilerinden yararlaniimaktadir. Yukarida genel sekilde anlatilmig olan antioksidan

Ozellikleri asagidaki gibi siralanabilir.



1. Baglica reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,
#0ksijen uzaklastirict veya derisimini azaltici etki
+Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirici etki

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

#Siipiirticii (scavening) etki : ROS’lerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha

az reaktif bagka bir molekiile ¢evirme ( Ornegin : Enzimler.)

#Bastirici (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite

kaybina neden olma ( Flavonoidler, vitaminler.)
#O0narici (repair) etki,

oZincir kirict (chain breaking) etki: ROS’lerini ve zincirleme reaksiyonlar
baglatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarini

onleyici etki.(Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller ) [8-20].

2.4 Literatiirde Yer Alan, Toplam Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan

Yontemler

2.4.1 TEAC (Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite) yontemi

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis daha sonra Re
ve arkadaslar1 tarafindan bu ydntem biraz daha gelistirilmistir. [21-23]Miller’in
gelistirmis oldugu TEAC y6nteminde metilmiyoglobinin H,0, ile reaksiyonu sonucu
olusan ferrilmiyoglobin radikallerinin ABTS ile etkilesimi sonucu olusan ABTS”
radikallerinin 660 nm, 734 nm ve 820 nm’deki maksimum absorbans degerleri
olciiliir. ABTS" radikal katyonunun absorbansindaki azalmadan yararlanarak toplam
antioksidan kapasitesi trolox cinsinden bulunur. TEAC; ImM deneysel Ornegin
derisimine esdeger miktardaki mM trolox konsantrasyonuna denir

+

Bu yontemin dezavantaji, numuneler igindeki antioksidan maddelerin ABTS
radikallerini indirgemesi yaninda  ferrilmiyoglobin radikallerini de
indirgeyebilmesidir. Re ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen TEAC ydnteminde ise
ABTS " radikal katyonu, ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu
olusmaktadir. Bu sekilde hazirlanan ABTS ©  radikali, oda sicakliginda karanlik bir

ortamda muhafaza edilerek 2 giin boyunca kullanilabilir.
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2.4.2 FRAP ( Fe* indirgeyici antioksidan kapasite ) yontemi

Benzei ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde disiik pH ortaminda Fe**-
tripridilazin (Fe**- TPTZ) kompleksi antioksidanlarin etkisi ile Fe*- tripridilazin

(Fe*%- TPTZ) kompleksine indirgenir. Olusan bu kompleksin 593 nm deki absorbansi
Olgiilir ve ornekler igindeki toplam antioksidan kapasitesi direkt olarak bulunur.
FRAP yonteminde prooksidan molekiiller veya yiikseltgenebilir substratlar

kullanilmamastr.

Canli metabolizmalarindaki antioksidan kapasitelerinin FRAP yontemi ile 6lgtilmesi
durumunda, Fe*? iyonlarinin ortamdaki H2O; iyonlari ile etkilesmesi (OH) hidroksi
radikallerinin olusmasimma sebep olur. Bu nedenle 6rnek numuneler igindeki

antioksidanlarin Fe**- tripridilazin (Fe**- TPTZ) kompleksini indirgemesi yaninda
ortamda hidroksi radikalleri ile de etkilesmesinden dolayr antioksidan kapasitesi
direkt olarak degil indirek olarak dlgiilebilir. FRAP yontemi, prooksidan icermeyen
ortamlarda yapilan toplam antioksidan giicliniin tayinin de direkt bir yontem

olmasina karsin genel olarak diisiiniildiigiinde indirekt bir yontemdir

2.4.3 CUPRAC (Cu™ indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi

Cu** rediiksiyon Kkapasitesine dayali toplam antioksidan kapasite 6lgiim
yontemlerinden biride CUPRAC yontemidir. Kromojenik bir redoks reaktifi olan
bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriirii kullanan CUPRAC yontemi (CUPRAC: Bakir(1l)
indirgeyici antioksidan kapasite) ile hem hidrofilik hem de lipofilik toplam
antioksidan miktar1 kolaylikla tayin edilebilmektedir. Bu yontemde sirasiyla Cu(ll)
kloriir ¢ozeltisi, %96°lik etil alkolde hazirlanmis neokuproin ¢ozeltisi, amonyum
asetat tamponu (pH=7) ve analiz ¢ozeltileri son ¢ozelti hacmi 4,1 mL olacak sekilde
ilave edilir. Oda sicakhiginda yarim saat siire sonunda 450 nm’de reaktif koriine karst
absorbans degerleri 6lgiiliir. Tepkime sonunda 2 proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH),
grubu antioksidan bilesikler kinon formlarina doniismektedir. Cu(ll)-Nc ise 450
nm’de maksimum gosteren siddetli renk olusumuyla birlikte  Cu(l)-Nc  kelatina
dontismektedir. Bu reaksiyonda, n-OH grubu igeren antioksidan karakterli bilesikler,

2n-e donor olarak hareket etmektedir[24].



2.4.4 DPPH yontemi

Bu yontemde DPPH’1n indirgenmesi ile ¢ozeltinin radikal siiptiriicii aktivitesi(radical
scavenging activitiy) olgtiliir[25].Baz1 saf bilesikler ve buna benzeyen ekstraktlarin
elektron verme yetenegi DPPH’nin metanoldeki mor renkli ¢dzeltisinin renginin
kaybolmast  ile  Olgiilir.  Bu  spektrofotometrik ~ metotta  DPPH(2,2-
diphenylpicrylhydrazyl) radikal olarak kullanilir. Bu radikalin antioksidanlarla
reaksiyonu sonucu 517 nm’de azalan absorbansi Olg¢iilerek radikal siipiiriicti aktivite
Olciiliir

19%=(Ablank-Asample) 100

Aplank, test tipiindeki ornek hari¢ tim maddelerin absorbansidir.  Asample test

bilesiginin absorbansidir.

DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi 6rnek konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
cizilir. Ornek konsantrasyonu arttikga DPPH radikal siipiiriicii aktivite artar. Yiiksek
konsantrasyonlarda DPPH radikal siipiiriicii aktivite bir doygunluk noktasina ulasir
ve bundan sonra aktivite artan konsantrasyonla azalmaya baslar. Bu durum

eksraksiyon ¢ozeltisindeki baska maddelerin varligindan kaynaklanmaktadir.

2.4.5 CERAC (Seryum iyonunu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

CERAC yonteminin temelini, Ce( IV ) ile antioksidanlar arasindaki redoks reaksiyonu
olusturmaktadir. Siilfat asitli ortamda baslangigtaki Ce( IV )’un maksimum sogurma
dalgaboyundaki ( 320 nm ) absorbans degeri, Ce( IV )’un antioksidanlar ile reaksiyon
sonucu azalmaktadir. Ce( IV )’un absorbsiyonundaki bu azalmadan yararlanilarak

toplam antioksidan miktar1 hesaplanmistir[26].



TAC (mmol Troloks/g) : (Ao — A1)/eTroloks) X Vs / Vs X SE X VE/ m
Ay: Ce(IV)’lin baslangictaki absorbansi 320 nm de

A; : Olciilen absorbans

€Troloks : 1roloksun molar absoprsiyon katsayisi (mol'l L Cm'l)

V; : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktorii

Ve : Ekstraktlarin veya infiizyonlarin hazirlandigi son hacim (mL)

m : Ornek agirligi (g)

CERAC yonteminde gida maddelerine katki maddesi olarak katilan sitrik asidin
Ce(l1V) ile reaksiyona girerek Ce( III ) olusumuna neden olarak girisim yaptigi tespit
edilmistir. Bu amagla Ce( IV )’iin hidroliz ve siilfat kompleksleri olusturulup redoks

potansiyelini diisiirmek amaciyla modifiye CERAC yontemi gelistirilmistir.

2.4.6 Spektroflorimetrik CERAC y6ntemi

Bu metot Ce (IV) iyonu ve antioksidanlar arasindaki elektron transferine dayanir.
Florimetrik metot sonucunda Ce (III) iyonlari olusur. Floresans {iriinii olan Ce (III)
iyonlar1 256 nm uyarilma, 360 nm emisyon dalga boyunda orneklerin antioksidan

yogunluguna gore floresans siddeti gosterir.

TAC (mmol Troloks/g) : ([Ce(1V)] / [Troloks]) X Vs/ Vs x SEXVe/m  (4.3)
V; : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs : Ornek hacmi (mL)
SF : Seyreltme faktorii
Ve : Ekstraktlarin veya infiizyonlarin hazirlandig1 son hacim (mL)

m : Ornek agirligi (g)



10



3. KIRKKILIT ( Equisetum Arvense ) ( Kiitahya ) ve ( Trakya )
OZELLIKLERI

3.1 Bilimsel Siniflandirma

Alem: Bitki

Sube: Pteridophyta
Sinif: Equisetopsida
Takim: Equisetales
Aile: Equisetaceae
Cins: Equisetum

Tir: E.Arvense

3.2 Genel Ozellikleri

Kurkkilit (Equisetum arvense), Atkuyrugu Otu, Zemberekotu, Camotu, Kirkbogum,
Tilkikuyrugu Otu ve Katirkuyrugu Otu olarak da tanmir. Ilkbahar baslangicinda,
derinlere kok salmis olan koksaptan, dnce spor tasiyici kahverengi basak saplari
cikar.Cok yillik, otsu ve ¢iceksiz bitkilerdir. Her zaman yesil renkli kalan, yerde
siirtinen 1 - 2 m’ye kadar uzanabilen bir bitkidir. Yerde siiriinen kollarindan 10 - 15
cm boyunda kisa, yesil tirtilli, dallar ¢ikar. Dort yasina gelen bitki sarimsi, misira
benzeyen basaklar verir, ¢icek agmaz. Bu basaklarin i¢inde acik sar1 renkli, kadife
gibi yumusak, suda 1slanmadan yiizen sporlar vardir. Sporlar bitki 5 - 7 yasina
gelmeden ¢imlenecek giigte degildirler. Govdesi silindir bigiminde, dalli veya dalsiz,
yesil veya esmer-yesil renkli, sert ve i¢i bostur. Yapraklari ¢ok kiictlik, pul bigiminde
ve sivri ugludur. Spor ile ¢ogalirlar. Spor keseleri verimli gévdelerinin uclarinda
basak seklinde toplanmislardir. Tiirkiye'de 7 kadar tiri yetismektedir. Saponin,
%60-70 silisilik asit (Silica), potasyum tuzlari ve alkaloitler igerir. Toplanacak

bitkiler, 25-60 c¢cm boyunda ve sapi ince (3-6 mm civarinda) olan tiirlerdir.
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(Equisetum arvense) nemli topraklardan, tarla aralarindan ve dere kiyilandan
toplanir. Calilik, fundalik alanlarda siipiirge otu ve ¢oban {iziimii gibi bitkilerin altina
saklanarak bilyiirler. Bitki dogrudan giineste yasayamaz, ¢ali ve agag¢ altlarinda

orman i¢inde yasar[27].
3.3 Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Kirikilit Otu Mayis-Haziran doneminde, heniiz canli yesil rengini korurken, sapin
topraga yakin boliimiinden kesilir ve demetler halinde gélge ve havadar bir yere
astlarak kurumaya birakilir. Igne yapraklar gévdeden kolayca ayrildiginda kuruma
tamamlanmis olur. Tez kapsaminda analizi yapilacak olan Kirkkilit bitkisi Golciik
Koyl, Gediz (gliney-batisindan), Kiitahya sehrinden (koordinatlari; enlem:38.886°,
boylam:29.287°, rakim: 645 metre) ve Biyikali Ko&yii, Tekirdag (koordinati
enlem:41.018°, boylam:27.374°, rakim: 215 metre) toplanmuistir.

3.4 Faydalan

Gut ve romatizma hastaliklarinda, kronik hemoroidler de ve kabizlikta, karaciger
iltihaplanmasi1 ve karaciger dokusundaki sislikler i¢in faydalidir. Bobrek kumu, idrar
kesesi kramplarinda etkilidir. Krampli yerlere sarildiginda ¢ok c¢abuk kramplar
coziilir. Ameliyat sonrasi iyilesmis yaralarin zaman zaman yarattigl agri ve
kramplara distan sarilarak konuldugunda da iyi neticeler alinir. Uzun miiddet yatan

hastalarda yatmadan dolay1 olusan yaralara serpildiginde iyilestirir.

3.5 Kurkkilit Bitkisi ile Yapilan Literatiir Calismalar:

Takeshi Nagai ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada kirkkilit bitkisinin dort
farkli metotla antioksidan aktivitesini incelemistir. Toplam fenolik bilesenleri
incelendiginde etanolden elde edilen ekstraktlar sudan elde edilene gore daha zengin
oldugu gozlenmistir. Etanol ekstraktlarindaki protein miktar1 ise sudakine gore daha
diistiktiir. Kirkkilit otunun C ve E vitamin bakimindan zengin oldugunu ayrica

yiiksek seviyerlerde bakir ve ¢inko elementi i¢erdigini saptamistir [28].

Jasna M. ve arkadasarmin yapmis oldugu c¢alismada toplam fenolik bilesenler
biitanol, etil asetat ve su ekstraktlariyla elde edilerek folin yonteminin kullanilmasi ile

belirlendi. Kirkkilit ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ise DPPH yontemi ile

belirlendi [29].
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4. KURT PENCESI (LYCOPODIUM CLAVATUM) VE OZELLIKLERI

4.1 Bilimsel Siniflandirma

Alem: Bitki

Sube: Lycopodiophyta
Sinif: Lycopodiopsida
Takim: Lycopodiales
Aile: Lycopodiaceae
Cins: Lycopodium

Tur: L. Clavatum

4.2 Genel Ozellikleri

Kurtpengesi (Lycopodium clavatum), yoresel olarak , kurtayagi , kibritotu ve yer
yosunu adlariyla anilir ve Lycopodiaceae ailesinin en yaygin goriilen tiiriidiir.Her
zaman yesil olan bu yosunsu bitki , iki metreye kadar varan tutunma filizleri ile
ormanlarin zeminlerinde kok salarak uzanir . Bitki 1 m civarinda yer boyunca
stirlinen sporlu ve damarhdir, saplar1 ¢ok dallidir ve yogun kiigiik spiral yapraklara
sahiptir .Bu filizlerden , 7-10 cm uzunlugunda , siipiirgeotunu andiran , ama ondan
cok daha yumusak ve sik yaprakli pek cok dallara ayrilan saplar fiskirir. Yapraklari
3-5 mm uzunlugunda ve 0.7-1 mm genisliginde ve beyaz noktaya kadar kil gibi
konik ugludur. Spor kozalaklar: tagiyan dallar dik acilmistir ve yerden yiikseklikleri
5-15 cm kadar uzanmaktadir ve yatay dallardan daha az yapraklara sahiptir. Spor
kozalaklar1 sar1- yesil renkte ve 2-3 cm uzunlugunda ve Smm genisligindedir. Yatay
govdeler uzunluklari boyunca kokleri olustururlar ve gdvdenin yer boyunca
biiyiimesine izin verir. Cok yillik, otsu ve ¢igeksiz bir bitkidir. Kuzey-dogu Anadolu
(Trabzon, Rize, Coruh) daglarinin nemli kisimlarinda (Orman agikliklari) yetisir.
Cesitli alkaloitler icerir. Dort yasindaki bitki, gobek tozu diye adlandirilan sar1 ¢igek
(spor ) tozlarini igeren, sarimsi basaklar olusturur. Kurtpengesi , radyum igeren bir
sifali bitkidir ve uzun kollar1 , sar1 ¢icek tozu igeren basaklari ile, oteki yosunsu
bitkilerden kolayca ayirt edilebilir . Denizden yiiksekligi 600 metreden fazla olan

ormanlarin kuzey yonlerinde ve kiyillarinda yetisir. Glines 1sinlariin altinda
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kaldiginda yasama giiciinii yitirdigi i¢in, Ustiindeki agaglar kesildiginde sararir ve
sonra da tiimiiyle yok olur. Sabit yag ( % 50 civarinda ) mum ve sekerler ile bitkinin
diger boliimlerinde tasidigi alkoloidlerden ¢ok az miktar flavonlar ve triterpenler
tasimaktadir [30].

4.3 Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Temmuz ve Agustos aylarinda sporlarindan gobek tozu yapmak i¢in basaklar, olgunluktan
biraz 6nce toplanir. Kurutulmus halde kuru ve nemsiz yerlerde saklanir. Tez kapsaminda
analizi yapilacak olan Kurtpengesi, Oymalitepe Kdyii, Yomra Trabzon sehrinden (koordinati
enlem: 40.954°, boylam: 39.865° rakim: 600 metre) toplanmustir .

4.4 Faydalan

Ishali keser, romatizma sikdyetlerini azaltir, bagisiklik sistemini giiclendirir, Bébrek kumu,
idrar kesesi kramplarina iyi gelir, karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda, hafif yaniklarda ve
deri enfeksiyonlarinda faydalidir. Karaciger sirozunda ¢ok yararlhdir. Idrar soktiiriiciidiir. Ates

diisiirticti ve mikrop oldiirtictidiir.

4.5 Kurtpencesi Bitkisi fle Yapilan Literatiir Calismalar:

[lkay Orhan ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada Trabzon ve Rize
yorelerinden toplanan Kurtpengesi bitkisinin petroleteri, kloroform, etil asetat, ve
metanol icerisindeki ekstraktlari antioksidan, antibakteriyel, antifungal, ve antiviral
caligmalar1 bakimindan incelendi. Antioksidan aktivitesi ise DPPH yontemi ile
belirlendi. Toplam antioksidan aktivitesine bakilmadi. Alkoloitler agisindan zengin,

fenolik bilesenlerce zayif oldugu tespit edildi [31].
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5. DENEYSEL CALISMALAR

5.1 Kullanilan Cihazlar

UV-VIS o6l¢iimleri i¢in Varian Cary 100 spektrofotometresi, Manyetik Karistirici 11
Camag RH, Edmund Biihler 7400 Tiibingen KL2 calkalayici, Ependorf marka 100-
1000 uL mikro pipet, bitki 6rneklerini 6giitmek i¢in Magic Bullet Blender kullanildu.

5.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Merck marka Seryum (IV) siilfat tetrahidrat (Ce(S0O4)2.4H,0), siilfirik asit H2SO4,

metil alkol, etil alkol, bakir (II) kloriir, sodyum siilfat, amonyum asetat. Aldrich

marka troloks, neokuprain (Nc), analitik safliktaki kimyasallar kullanildi.

5.3 Kullanilan Ana Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.0x10° M Seryum(IV) siilfat : 0,08086 g  (Ce(S04)2.4H,0) tartilip iizerine bir
miktar saf su eklendikten sonra 100 mL’lik balonjojeye aktarildi. Daha sonra

tizerine 16 mL %98 lik H,SO4 eklendi ve 100 mL’ye saf su ile tamamlandh.

1.0 M NaySO4 (sodyum siilfat ) ; 71 g NapSOy tartilip saf suda ¢oziildii ve 500 mL

balonjojeye aktarilarak saf su ile 500 mL tamamlanda.

1.0x10° M Troloks ; 0,0062 g troloks ( CisH1504) tartilip 25 mL’lik balonjojeye

etanol ile tamamlandi.

1.0 x 10® M CuCl,.H,0 ; 0,4262 g CuCl, tartilip suda ¢ozildii ve 250 mL’lik

balonjojeye aktarilarak saf su ile 250 mL’ye tamamlanda.

7.5 x 10" M Neokuprain ; 0,078 g Nc tartilip bir miktar etanol ile ¢éziildiikten sonra

50 mL’lik balonjojede etanol ile 50 mL’ye tamamland.

1 M CH3COONH, ; 19,27 g CH3COONH, tartilip bir miktar saf su ile ¢ozildii ve
250 mL’lik balonjojeye aktarilarak saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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5.4 Kirkkilit ve Kurtpencesi Ekstraktlarinin ve Infiizyonlarinin Hazirlanmasi

Kurkkilit bitkisi ( Equisetum Arvense ) Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanarak
iki kisima ayrildi. Ornekler blender yardimiyla dgiitiilerek ufak pargaciklara homojen
bir sekilde ayrildi ve saklama kaplarinda oda sicakliginda saklandi. Ayni islemler

Kurtpengesi ( Lycopodium Clavatum ) bitki tiirii iginde gergeklestirildi.

Ogiitiilmiis kirkkilit ve kurtpengesi bitki &rneklerinin sulu infiizyon, kaynatma ve
methanol ekstraksiyonlar1 hazirlandi. Infiizyon ¢ozeltisi hazirlanirken, 2 g Kirkkilit
(Kiitahya) ve (Trakya) (Equisetum Arvense), 7 g kurtpengesi (Lycopodium Clavatum)
kaynatilmis 250 mL saf su icerisinde 3 dakika boyunca daldirilip ¢ikartilarak ve 2
dakika boyunca bekletilerek toplamda 5 dakika bekletildi. Infiizyon ¢ozeltileri
hergiin taze hazirlandi. Infiizyon ¢ozeltileri yani demleme islemi yapilirken
sicakligin etkisinin incelenmesi amaci ile oda sicakliginda (250C), 400, 600, 80° ve

100°C kirkkilit ve kurtpengesi i¢in uygun sicaklik aralig1 belirlendi.

Metanol ekstraktlar1 hazirlanirken kirkkilit ve kurtpencesi bitkileri agz1 kapakli silifli
erlenler icerisinde calkalayicida ekstrakte edildi. Ik asamada 2 g kirkkilit (Trakya ve
Kiitahya) ve 7 g kurtpencesi 20 mL % 80’lik metanol ile 60 dakika,ikinci agamada 20
mL %80 metanol ile 45 dakika ve ti¢lincii asamada ise 10 mL metanol ile 15 dakika
calkalayicida 320 rpm hizla karistirildi. Her {ic asama sonrasinda ekstraktlar stiziildi

ve siiziintiiler birlestirilerek % 80 metanol ¢ozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi.

Kaynatma metoduyla yapilan ekstraksiyon metodu igin ise 100°C de optimum
kaynatma sicakligr belirlenmesi i¢in 5, 10, 20, 40 ve 60 dakika zaman araliginda

Olctimler alinarak optimum kaynatma siiresi belirlendi.
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5.5 Uygulanan Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

5.5.1 CERAC ( Seryum Indirgeme Antioksidan Kapasite ) yontemi

1x10° M Troloks cozeltilerinden 0,2 mL - 1 mL arasinda almip 1 mL Ce(IV) (
2,0x10° M) ve 7 mL Na,SO4 (1 M) gozeltisinden eklenerek toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 30 dakika beklendi.
Ce(1V)’ in maksimum absorbans yaptig1 320 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri

saf su ¢ozeltisine kars1 alindi.

Ce(IV)’in baslangigtaki absorbansi, Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanan
kirkkilit ( Equisetum Arvanse), ve kurtpencesi ( Lycopodium Clavatum ) ekstraktlari
ile etkilesimi sonrasinda azaldigindan dolay1 Ce(IV)’un baslangi¢ ve reaksiyon
sonrasi Olglilen absorbanslar1 arasindaki fark, bitkilerdeki toplam antioksidan
miktarinin bir 6l¢iisiidiir. Bitki 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin ( TAC )

hesaplanmasinda kullanilan denklem asagida belirtilmistir.

TAC (mmol Troloks/g) : (Ao — A1)/eTroloks) X Vs / Vs X SE X Ve / m (5.1)
Ag: Ce(IV)’lin baslangictaki absorbansi 320 nm de

A; : Olciilen absorbans

€Troloks : 1roloksun molar absoprsiyon katsayisi (mol'1 L Cm'l)

V; : Absorbansin 6l¢iildiigli son hacim (mL)

Vs : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktorti

Ve : Ekstraktlarin veya infiizyonlarin hazirlandigi son hacim (mL)

m : Ornek agirligi (g)
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5.5.2 Spektroflorimetrik CERAC ( Seryum indirgeme Antioksidan Kapasite )

yontemi

1x10° M Troloks ¢ozeltilerinden 0,1 mL — 1 mL arasinda alimip,1 mL Ce(1V) (
2,0x10° M) ve 7 mL Na;SO4 (1 M) ¢ozeltisinden eklenerek toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyon gerceklesmesi i¢in 30 dakika beklendi.
Ce(IV)in indirgenmesi sonucu olusan Ce(Ill)’lin floresans 06zelliginden
yararlanilarak 6l¢iimler 256 nm uyarilma ve 360 nm emisyon dalga boyunda alindi.
Bitki Orneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin ( TAC ) hesaplanmasinda

kullanilan denklem asagida belirtilmistir.

TAC (mmol Troloks/g) : ([Ce(1V)] / [Troloks]) X Vs / Vs X SFX VE/m (5.2)
Vs : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs : Ornek hacmi (mL)
SF : Seyreltme faktorii
Ve : Ekstraktlarin veya infiizyonlarin hazirlandigi son hacim (mL)

m : Ornek agirhigi (g)

5.5.3 CUPRAC ( Cu (IT) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite ) yontemi

1 mL 1x10” M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10 M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac ¢ozeltisi
tizerine 0,2-0,8 mL Kirkkilit (Kiitahya ve Trakya) (Equisetum Arvanse) ve
kurtpengesi bitki ekstraktlarindan eklendi ve son hacim 4,1 mL olacak sekilde saf su
ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 30 dakika beklendi. Cu(l) neokuprain
kelatinin maksimum absorbans yaptig1 450 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimleri
alindi. Bu spektrofotometrik metot, antioksidan ¢ozeltisinin, bakir(Il)kloriir ¢ozeltisi,
neokuprainin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH 7 amonyum asetat sulu tampon ¢ozeltisi ile
karistirtlmasi ve ardindan olusan Cu(l)-neokuproin kelatinin absorbansinin 450 nm
dalga boyunda okunmasimi igerir. TAC degerinin hesaplanmasinda kullanilan

denklem asagida gosterilmistir.
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TAC (mmol Troloks/g) : ((A)/ etroioks) X Vs / Vs X SEX Vg / m (5.3)

A : Cu ( Il )- neokuproin ¢dzeltisine 6rnek ilave edildikten sonra 6l¢iilen absorbans
(A=450 nm )

ETroloks - 1roloksun molar absoprsiyon katsayisi (mol'l L Cm'l)

V; : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktori

Ve : Ekstraktlarin veya infiizyonlarin hazirlandigi son hacim (mL)

m: Ornek agirligi (g)

6. ARASTIRMA BULGULARI

6.1 Kalibrasyon Grafiklerinin Cizimi

Olgiilen absorbans degerleriyle troloks derisimleri arasinda kalibrasyon grafikleri
¢izildi. Bu grafikler CERAC, SPEKTROFLORIMETRIK CERAC ve CUPRAC

yontemleri i¢in ayr1 ayri ¢izildi.

6.1.1 CERAC yontemi

CERAC yontemi ile troloks kalibrasyon grafigi ve degerleri sekil 6.1 ve ¢izelge
6.1°de gosterilmektedir. Troloks’dan 1,0 x 10°-8,0x 10° M degisen derisimler
arasinda alindi ve kalibrasyon grafigi c¢izilerek molar absorpsiyon Kkatsayisi

hesaplandi.
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Cizelge 6.1 : CERAC yontemi ile troloks igin elde edilen kalibrasyon absorbans
degerleri.

Konsantrasyon (mol/L) X3z (nm)

1,0 x10° 0,8721
2,0 x10° 0,6933
4,0 x10” 0,3009
5,0 x10™ 0,1663
8,0 x10™ 0,0024
A 12
1 &
L 4
0,8
L 4
0,6
04 -
L 4
0,2 ®
0 T T T T T T T ’ 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ctmlnkx {molfl-) * 105

Sekil 6.1 : CERAC yontemi ile troloks kalibrasyon grafigi.

CERAC yéonteminde kullanilan troloks i¢in molar absorpsiyon katsays1 1,73 x 10*

(mol™ L cm™) olarak hesapland.
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6.1.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi

Bu yontemde 1,0 x10° M — 2,0 x 104 M degisen derisimler arasinda troloks
cozeltileri alindi ve spektroflorimetrik CERAC yontemi le kalibrasyon grafigi
cizildi.(Sekil 6.2) Olgiilen absorbans degerleri degerleri sekil 6.2 ve cizelge 6.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 6.2 : Spektroflorimetrik CERAC yontemindeki troloks absorbans degerleri.

Konsantrasyon (mol /L) Floresans siddeti

;\uyarllma( 256 nm)
)\'emisyon ( 360 nm)
0 0
1,0 x10° 7
2,0 x107 12
4,0 x10° 26
5,0 x10 34
8,0 x10™ 65
1,0 x10™ 63
1,6 x10™ 63
2,0 x10™ 58
70
*
* *
60 - P
‘= 50 -
3
240 -
2 *
© 30 -
o *
Q
&= 20 4
10 - 4
*
0 ‘ T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
ctroloks( mol / L) * 105

Sekil 6.2 : Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile troloks kalibrasyon grafigi.
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Bu yontemde troloksun konsantrasyonu 8,42 x 10 ° M olarak hesaplandi. Ce ( IV )

ile troloks arasindaki steokiyometrik oran ise 2,37 olarak belirlendi.

6.1.3 CUPRAC yontemi

Bu yontemde hazirlanan 5,0 x10* M troloks ¢oOzeltisinden 0,1-0,5 mL arasinda
alinarak 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Olgiilen degerler ¢izelge
6.3’de gosterilerek sekil 6.3’de kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Cizelge 6.3 : CUPRAC yontemindeki troloks absorbans degerleri.

Konsantrasyon (mol /L) s (nm)

1,22 x10® 0,1868
2,44 x107 0,3536
3,66 x10” 0,5203
4,88 x10° 0,7691
6,10 x10™ 0,9226
A 1+
0,9 - 4
0,8 - ®
0,7 -
0,6 -
0,5 - *
0,4 -
0,3 - ¢
0,2 - 'S
0,1 -
0 T T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6 7

ctroloks(mOI / L) * 105

Sekil 6.3 CUPRAC yontemi ile troloks kalibrasyon grafigi.

22



CUPRAC yénteminde kullanilan troloks i¢in molar absorpsiyon katsayisi 1,67 x 10

(mol™ L cm™) olarak hesaplandi.

6.2 Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi

Kirkkilit ve Kurtpengesi bitkileri igin yapilacak olan ¢alismalarda, Orneklerin
hazirlanmasinda uygun karigtiricinin etkisi, inflizyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
sicakiligin etkisi ve kaynatma yonteminde optimum kaynatma siiresinin etkisinin
incelenmesi igin CERAC yontemi ile 6rneklerin toplam antioksidan kapasitelerindeki

degisimler belirlendi.

6.2.1 Uygun ekstraksiyon diizeneginin belirlenmesi

10 g Kurkkilit (Kiitahya ) bitki 6rnegi tartilarak 250 mL saf su igerisinde 2 saat
boyunca 320 rpm magnetik karistirici, 320 rpm ¢alkalayicit ve ultrasonik banyo
icerisinde ekstrakte edildi. 7 mL 1 M Na,SO, + 1 mL 2x10° M Ce(IV) ¢ozeltisine
hazirlanan Kirkkilit ¢ézeltilerinden 0,2-0,8 mL arasinda ilave edilerek son hacim 10
mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler 320 nm dalga
boyunda saf suya kars1 olgiildii. Bulunan degerler ¢izelge 6.4’de mmol troloks / g
ornek cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri hesaplandi ve sekil 6.4’de siitun

grafiginde gosterildi.

Cizelge 6.4 : Uygun ekstraksiyon diizeneginin belirlenmesi.

Karkkilit Magnetik karistirici Calkalayici Ultrasonik banyo
hacim (mL) mmol troloks / g mmol troloks / mmol troloks / g
ornek g ornek ornek
0,2 0,0170 0,0150 0,0170
0,4 0,0160 0,0153 0,0120
0,8 0,0130 0,0130 0,0130
ortalama 0,0153 0,0144 0,0140
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mmol troloks

/g 6rnek
0,0154 -

0,0152 -
0,015 -
0,0148 -
0,0146 -
0,0144 -
0,0142 -
0,014 -
0,0138 -
0,0136 -
0,0134 -
0,0132 T T f

MAGNETIKKARISTIRICI  CALKALAYICI ULTRASONIK BANYO

Sekil 6.4 : Uygun ekstraksiyon diizeneginin belirlenmesi.

Magnetik karistirict ile hazirlanan ekstraktlarin analizinden mmol troloks / g 6rnek

cinsinden en yliksek toplam antioksidan kapasite miktar elde edilgi gozlemlendi.

6.2.2 Infiizyon yontemi icin optimum sicakhgin belirlenmesi

Bu amagla 2 g Kirkkilit (Kiitahya) ve 7 g kurtpencesi bitki 6rnegi ayr1 ayri tartilarak
250 mL saf su igerisinde 1 saat boyunca hot plate magnetik karistirict cihazinda 25,
40, 60, 80 ve 100° C isitilarak inflizyon ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bitki
ekstraktlart CERAC yontemi ile analiz edildi. Sekil 6.5 ve sekil 6.6’da siitun
grafiginde mmol troloks / g drnek cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri

gosterildi.
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mmol troloks /g 02

sample
0,18 A
0,16 A
0,14 A
0,12 A
0,1 -
0,08 A
0,06 A
0,04 A
0,02 A
5° 40° 60° 80°

0

2 100°

Sekil 6.5 : Kurkkilit bitkisi i¢in yapilan sicaklik ¢aligmasinin siitun grafigi.

mmol troloks /go 035

sample
0,03 A
0,025 -+
0,02 A
0,015 -
0,01 A
0,005 -
5° | 40° | 60° | 80° | |

2

100°

Sekil 6.6 : Kurtpengesi bitkisi i¢in yapilan sicaklik ¢calismasinin siitun grafigi.
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Yapilan ¢alisma sonucunda 100 C sicaklikta kirkkilit bitkisi i¢in toplam antioksidan

kapasitesi 0,1860 mmol troloks / g, kurtpengesi bitkisi i¢in toplam antioksidan
kapasitesi 0,0323 mmol troloks / g olarak hesaplandi. Sekil 6.5 ve 6.6 da gorildigi
gibi sicaklik arttikga toplam antioksidan kapasitenin arttigt gozlemlendi. Ayrica

¢Oziicii ortaminin saf su olmasi nedeni ile daha yiiksek sicakliklara g¢ikilamadi ve

uygun ekstraksiyon sicakligi 100 ‘C segildi.

6.2.3 Kaynatma yontemi icin optimum siirenin belirlenmesi

2 g Kurkkilit (Kiitahya) bitki 6rnegi 250 mL saf su icerisinde hot plate magnetik
karistiricr cihazinda 100 'C sicaklikta 5, 10, 20, 40 ve 60 dakika boyunca 320 rpm
hizda karistirildi. Elde edilen ¢ozeltiler whatman siyah bantli slizge¢ kagidinda
stiziiliip toplam hacim 250 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan bitki
ekstraktlart CERAC yontemi ile analiz edildi. Sekil 6.7°de siitun grafiginde mmol

troloks / g 6rnek cinsinden degerler gosterildi.

mmol troloks 0,16 -

g/ sample
0,14 -
0,12 A
0,1 -
0,08 A
0,06 -
0,04 -
0,02 -

10dk 20dk 40dk 60 dk

Sekil 6.7 : En uygun zaman araliginin belirlenmesi.
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Yapilan calismalar sonucunda 10 dakika sonrasinda toplam antioksitan miktarinin
azaldigi gozlemlendi. Bu nedenle 100°C sicaklikta 10 dakika boyunca o6rnek

cozeltilerinin 1sitilarak hazirlanmasi yeterli olacaktir.

Optimizasyon ¢aligmalarindan sonra Trakya ve Kiitahya yorelerinden toplanan
kirkkilit ve Trabzon yoresinden toplanan kurtpengesi bitkilerinin troloks cinsinden
toplam antioksidan kapasite miktar1 ii¢ farkli ekstraksiyon metodu ve ii¢ farkli analiz

yontemi ile hesaplandi.

6.3 Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemlerinin Gercek Orneklere

Uygulanmasi

CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetriKk CERAC yontemleri kullanilarak Kirkkilit
(Kiitahya ve Trakya ) ( Equisetum Arvense) ve kurtpengesi ( Lycopodium Clavatum )
bitkilerinin belirlenen optimum deney kosullarinda metanol ekstraksiyonu, kaynatma

ve inflizyon ¢6zeltisi i¢indeki toplam antioksidan miktarlari tayin edildi.
6.3.1 Kirkilit bitkisinin metanol ekstraktlarinin analizi

Bolim 5.4’te anlatildigi gibi hazirlanan %80 metanol’deki kirkkilit ekstraktlar
CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz edildi. 2 g
Kirkkilit Kiitahya ve Trakya bolgesi bitki tiirlerinin % 80 metanol’deki ekstraktlar
CERAC ve spektroflorimetrik CERAC metotlart i¢in seyreltme yapilmadan
CUPRAC metodunda ise 1:10 oraninda seyreltme yapilarak analizleri yapildi.

6.3.1.1 CERAC yontemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanan kirkkilit bitki érneklerinin % 80 metanol
ortaminda hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan c¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
320 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile
ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik cizildi (Sekil 6.8 ve 6.9). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.5’te gosterildi.
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A L4 -

1,2

0,8 -
0,6 - 'S

0,4 B ’ ’

0,2 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit kiitahya mL hacim

Sekil 6.8: Kiitahya bolgesi Kirkkilit bitkisinin % 80 metanol ekstraktlarinin CERAC
Y g
yontemi ile analiz sonuglart.

Al,Zl .

1
0,8 -
0,6 - 'S
0,4 -

0,2 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit trakya mL hacim

Sekil 6.9 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisinin % 80 metanol ekstraktlarinin CERAC
yontemi ile analiz sonuglart.

Cizelge 6.5 : Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin % 80 metanol’deki
ekstraktlarinin CERAC yontemindeki mmol troloks / g Ornek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CERAC A3ponm  Kirkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
mmol troloks /g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
% 80 MeOH 00,1417 0,1816
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CERAC yonteminde yapilan % 80 metanol ekstraksiyonunda Trakya yoresinden
toplanan kirkkilit bitki Orneginin toplam antioksidan kapasitesinin kiitahya
bolgesinden toplanan kirkkilit bitki 6rnegine gore daha yiiksek degere sahip oldugu

gbzlemlendi.
6.3.1.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bdlgelerinden toplanan kirkkilit bitki drneklerinin % 80 metanol
ortaminda hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alimp 1 mL 2,0 x10° M
Ce(lV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
256 nm uyarilma ve 360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri ol¢iildii.
Okunan floresans siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi(Sekil
6.10 ve 6.11). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan

toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.6’da gosterildi.

160 -
140 -
120 - A4

100 -

co
Q

floresans siddeti

=)
o

B
o

4

[
Q
1

o

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit kiitahya mL hacim

Sekil 6.10 : Kiitahya bolgesi Kirkkilit bitkisinin % 80 metanol ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglari.
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220 -
200 - <&
180 -
160 -
140 -
120 -
100+ @&

(23]
o
L

floresans siddeti
L

5o
o ©
L

4

[
Q
1

o

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit trakya mL hacim

Sekil 6.11 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisinin % 80 metanol ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.6 : Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin % 80 metanol’deki
ekstraktlarinin ~ spektroflorimetrik CERAC ydntemindeki mmol
troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  Kirkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
Floresans siddeti mmol troloks / g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
}\'uyarllma ( 256 nm)

xemisyon ( 360 nm)

% 80 MeOH 0,1769 0,3720

Spektroflorimetrik CERAC yonteminde de Trakya yo6resinden toplanan kirkkilit bitki
orneginin toplam antioksidan kapasitesinin Kiitahya bolgesinden toplanan kirkkilit

bitki 6rnegine gore daha yliksek degere sahip oldugu gozlemlendi.
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6.3.1.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10% M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10" M neokuprain ve 1 mL 1 M NHzAc ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kirkkilit (Kiitahya ve Trakya ) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son
hacim 4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi igin 30
dakika beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm
dalga boyunda absorbans dl¢iimleri referans ¢ozeltisine kars1 alindi. Cizelge 6.7°de

mmol troloks / g drnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.

Cizelge 6.7 : Kurkkilit kiitahya ve trakya bitkisinin % 80 metanoldeki ekstraktlarinin
CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g ornek cinsinden toplam
antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Agsonm  Karkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
mmol troloks / g 6rnek mmol troloks / g drnek
% 80 MeOH 0,1970 0,2070

CUPRAC yonteminde de Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki drneginin toplam
antioksidan kapasitesinin kiitahya bolgesinden toplanan kirkkilit bitki 6rnegine gore

daha yiiksek degere sahip oldugu gézlemlendi.

6.3.2 Kirkkilit bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen ekstraktlarimin

analizi

Bolim 5.4’te anlatildigr gibi hazirlanan kaynatma metodu ile elde edilen kirkkilit
ekstraktlart CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz
edildi. 2 g kirkkilit Kiitahya ve Trakya bitki tiirlerinin kaynatma metodu ile elde
edilen ¢ozeltileri, CERAC ve spektroflorimetrik CERAC metotlari i¢in 3:10 oraninda
CUPRAC metodunda ise 1:5 oraninda seyreltme yapilarak analizleri yapildi.

6.3.2.1 CERAC yoéntemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanan kirkkilit bitki orneklerinin kaynatma
yontemi ile hazirlanan ¢ozeltilerinden 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi

320 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile
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ornek hacimleri arasinda grafik ¢izildi( Sekil 6.12 ve 6.13). Elde edilen grafiklerden
mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri

Cizelge 6.8’de gosterildi.

A 14 -

1,2 -

0,6 -

0,2 -

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit kiitahya mL hacim

Sekil 6.12 : Kiitahya bolgesi Kirkkilit bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen
cozeltilerinin CERAC yontemi ile analiz sonuglart.

Al.rq' T

1,2 &

0,8 -

0,6 -

04 - *

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit trakya mL hacim

Sekil 6.13 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen
cozeltilerinin CERAC yontemi ile analiz sonuglart.

32



Cizelge 6.8 : Kirkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin kaynatma metodundaki
ekstraktlarin  CERAC yoOntemindeki mmol troloks / g Ornek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CERAC A3onm  Kirkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
mmol troloks /g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
kaynatma 0,0915 0,1762

CERAC yonteminde Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki 6rneginin toplam
antioksidan kapasitesinin Kiitahya bolgesinden toplanan kirkkilit bitki 6rnegine gore

daha yiiksek degere sahip oldugu gozlemlendi
6.3.2.2 Spektroflorimetrik CERAC yéntemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bélgelerinden toplanan kirkkilit bitki 6rneklerinin kaynatma
yiintemi ile hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alimip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
256 nm uyarilma ve 360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri ol¢iildii.
Okunan floresans siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi(Sekil
6.13 ve 6.14). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan
toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.9’da gosterildi.

180 -
160 - L

= = =

co o [ P

o (] (] o
1

floresans siddeti

60 - 4
40 - 4

20 A

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit kiitahya mL hacim

Sekil 6.14 : Kiitahya bolgesi Kirkkilit bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen
¢ozeltilerinin Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglari.
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200 -
180 -
160 -
140 - P
120 -
100 -

80 ~

floresans siddet

60 -

40 A

20 A ¢

0 0,5 1 1,5 2 2,5
kirkkilit trakya mL hacim

Sekil 6.15 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen
¢ozeltilerinin Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglart.

Cizelge 6.9: Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin kaynatma metodundaki
ekstraktlariin  Spektroflorimetrik CERAC ydntemindeki mmol
troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  Kirkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
Floresans siddeti mmol troloks / g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
}\'uyarllma ( 256 nm)

xemisyon ( 360 nm)
kaynatma 0,1639 0,2640

Spektroflorimetrik CERAC yonteminde Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki
orneginin kaynatma metodundaki ekstraktlarinin kiitahya bdlgesinden toplanan

kirkkilit bitki 6rnegine gore daha yiiksek degere sahip oldugu gozlendi.
6.3.2.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10% M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10°° M neokuprain ve 1 mL 1 M NHJAc ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurkkilit (Kiitahya ve Trakya ) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son
hacim 4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi igin 30

dakika beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm
dalga boyunda absorbans 6lgiimleri referans ¢ozeltisine kars1 alindi. Cizelge 6.10°da

mmol troloks / g drnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.10 :  Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin kaynatma metodundaki
ekstraktlarainin CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Agsonm  Karkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
mmol troloks / g 6rnek mmol troloks / g drnek
kaynatma 0,1537 0,1937

CUPRAC yonteminde de Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki Orneginin
kaynatma metodundaki ekstraktlarinin kiitahya bdlgesinden toplanan kirkkilit bitki
ornegine gore daha yiiksek degere sahip oldugu gozlendi.

6.3.3 Kirkkilit Bitkisinin Infiizyon ile Elde Edilen Ekstraktlarimin Analizi

Boliim 5.4°te anlatilan inflizyon metoduyla hazirlanan kirkkilit ekstraktlarit CERAC,
CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz edildi. 2 g Kirkkilit
Kiitahya ve Trakya bitki tiirlerinin inflizyon metodundaki ekstraktlar1 CERAC ve
spektroflorimetrik CERAC metotlar1 igin seyreltme yapilmadan analiz edildi.

CUPRAC metodunda ise 2:10 oraninda seyreltme yapildi.

6.3.3.1 CERAC yoéntemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanan kirkkilit bitki 6rneklerinin inflizyon
metodu ile hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alimip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan c¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
320 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile
ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.16 ve Sekil 6.17). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.11°de gosterildi.
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Sekil 6.16: Kiitahya bolgesi Kirkkilit bitkisi i¢in inflizyon metodu ile elde edilen
ekstraktlarinin CERAC yontemi ile analiz sonuglart.
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Sekil 6.17 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisi i¢in infiizyon metodu ile elde edilen
ekstraktlarinin CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.11 : Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin infiizyon metodundaki
ekstraktlariin CERAC yontemindeki mmol troloks / g ornek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CERAC A3ponm  Karkkilit Kiitahya Kurkkilit Trakya
mmol troloks /g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
inflizyon 0,0780 0,1570
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CERAC yonteminde Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki 6rneginin inflizyon
metodundaki ekstraktlarinin m Kiitahya bolgesinden toplanan kirkkilit bitki 6rnegine

gore daha yiiksek degere sahip oldugu gozlendi.

6.3.3.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Kiitahya ve Trakya bolgelerinden toplanan kirkkilit bitki &rneklerinin infiizyon
metodu ile hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda almip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(lV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
256 nm uyarilma ve 360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri 6l¢iildii.
Okunan floresans siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil
6.18 ve 6.19). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan
toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.12°de gosterildi.
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Sekil 6.18 : Kiitahya bolgesi Kurkkilit bitkisi i¢in infiizyon metodu ile elde edilen

ekstraktlarinin ~ Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz
sonuglart.
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Sekil 6.19 : Trakya bolgesi Kirkkilit bitkisi i¢in infiizyon metodu ile elde edilen
ekstratlarinin  Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglart.

Cizelge 6.12 : Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin infiizyon metodundaki
ekstraktlarinin  spektroflorimetrik CERAC yontemindeki mmol
troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  Kurkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
Floresans siddeti mmol troloks /g 6rnek mmol troloks / g 6rnek
A'uyarllma ( 256 nm)

Mmisyon ( 360 nm)

inflizyon 0,1440 0,1908

Spektroflorimetrik CERAC yonteminde Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki
orneginin inflizyon metodundaki ekstraktlarinin mmol troloks / g 6rnek cinsinden
Kiitahya bolgesinden toplanan kirkkilit bitki 6rnegine gore daha yiiksek degere sahip

oldugu gozlendi.

6.3.3.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10” M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10 M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurkkilit (Kiitahya ve Trakya ) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son
hacim 4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi igin 30
dakika beklendi. Cu(l) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm
dalga boyunda absorbans dlglimleri referans ¢ozeltisine karst alindi. Cizelge 6.13°te

mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.13 : Kurkkilit Kiitahya ve Trakya bitkisinin infiizyon metodundaki
ekstraktlarinin CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g ornek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Asgsonm  Karkkilit Kiitahya Kirkkilit Trakya
mmol troloks / g 6rnek mmol troloks / g drnek
kaynatma 0,1537 0,1937

CUPRAC yonteminde Trakya yoresinden toplanan kirkkilit bitki 6rneginin inflizyon
metodundaki ekstraktlarinin mmol troloks / g 6rnek cinsinden Kiitahya bdlgesinden

toplanan kirkkilit bitki 6rnegine gore daha yiiksek degere sahip oldugu gozlendi.

6.3.4 Kurtpencesi bitkisinin metanol ekstraktlarimin analizi

Boliim 5.4’te anlatildig1 gibi hazirlanan %80 metanol’deki kurtpencgesi ekstraktlari
CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz edildi. 7 g
Kurtpengesi bitkisinin % 80 metanol’deki ekstraktlart CERAC ve spektroflorimetrik
CERAC metotlar i¢in seyreltme yapilmadi. CUPRAC metodunda ise 1:10 oraninda
seyreltme yapildi.

6.3.4.1 CERAC yontemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan Kurtpengesi bitki Orneklerinin % 80 metanol
ortaminda hazirlanan ekstraktlarmdan 0-2 mL arasinda almp 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M Na,SO, ¢ozeltisi tizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
320 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile
ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi( Sekil 6.20). Elde edilen grafiklerden
mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri

Cizelge 6.14’te gosterildi.
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ekil 6.20 : Kurtpengesi bitkisinin % metanol’deki ekstraktlarinin
Sekil 6.20 : K i bitk % 80 metanol’deki ekstraktl CERAC
yontemi ile analiz sonuglart.

Cizelge 6.14 : Kurtpencesi bitkisinin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin CERAC
yontemindeki mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan
kapasite degeri.

CERAC A3z2onm  Kurtpengesi
mmol troloks / g 6rnek
% 80 MeOH  0,0323

6.3.4.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan kurtpencgesi bitki Orneklerinin % 80 metanol
ortaminda hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M
Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M NaySO, ¢ozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karsi
256 nm uyarilma ve 360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri 6l¢iildii.
Okunan floresans siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi( Sekil
6.21). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam

antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.15°te gdsterildi.
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Sekil 6.21 : Kurtpengesi bitkisinin % 80  metanol’deki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.15 : Kurtpengesi bitkisinin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri

Spektroflorimetrik CERAC Kurtpengesi

Floresans siddeti mmol troloks / g drnek
}\'uyarllma ( 256 nm)

xemisyon ( 360 nm)

%80 MeOH 0,0605

6.3.4.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10* M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10"° M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4AcC gozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurtpengesi (Trabzon) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son hacim
4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika
beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimleri referans ¢6zeltisine karsi alindi. Cizelge 6.16’da mmol

troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.16 : Kurtpencesi bitkisinin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin CUPRAC
yontemindeki mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan
kapasite degeri.

CUPRAC Assonm  Kurtpengesi
mmol troloks / g 6rnek
%80 MeOH 0,0247

6.3.5 Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodu ile elde edilen ekstraktlarinin
analizi

Bolim 5.4’te anlatildigi gibi hazirlanan kaynatma metodundaki Kurtpengesi
ekstraktlar1t CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz
edildi. 7 g Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodundaki ekstraktlar1 CERAC ve
spektroflorimetrik CERAC metotlart i¢in seyreltme yapilmadi. CUPRAC metodunda

ise 1:10 oraninda seyreltme yapildu.

6.3.5.1 CERAC yontemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan Kurtpencesi bitki 6rneklerinin kaynatma metodu ile
hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL
1,0 M Na,SO4 cozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans cozeltiye karsi 320 nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Okunan absorbans degerleri ile ekstraksiyon
hacimleri arasinda grafik c¢izildi (Sekil 6.22). Elde edilen grafiklerden mmol
troloks/g ornek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge
6.17°de gosterildi.
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Sekil 6.22 :  Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodundaki ekstraktlarinin CERAC
yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.17 : Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodundaki ekstraktlarnin CERAC
yontemindeki mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan
kapasite degerleri.

CERAC As2onm  kurtpencesi
mmol troloks / g 6rnek
kaynatma 0,0298

6.3.5.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan Kurtpengesi bitki 6rneklerinin kaynatma metodu ile
hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL
1,0 M Na,SO, ¢ozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye kars1 256 nm uyarilma ve
360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri Ol¢iildii. Okunan floresans
siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik cizildi( Sekil 6.23). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.18’de gosterildi.
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Sekil 6.23 : Kurtpengesi bitkisinin  kaynatma metodundaki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.18 : Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodundaki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  kurtpengesi

Floresans siddeti mmol troloks / g 6rnek
}\'uyarllma ( 256 nm)

xemisyon ( 360 nm)

kaynatma 0,0353

6.3.5.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10° M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10° M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurtpengesi (Trabzon) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son hacim
4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika
beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm dalga
boyunda absorbans dlglimleri referans ¢ozeltisine karsi alindi. Cizelge 6.19’da mmol

troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.19 : Kurtpengesi bitkisinin kaynatma metodundaki ekstraktlarinin
CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g drnek cinsinden toplam
antioksidan degeri.

CUPRAC Assonm  kurtpengesi
mmol troloks / g 6rnek
kaynatma 0,0109

6.3.6 Kurtpencesi bitkisinin infiizyon ile elde edilen ekstraktlarinin analizi

Boliim 5.4’te anlatildigr gibi hazirlanan kaynatma metodundaki kurtpengesi
ekstraktlart CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile analiz
edildi. 7 g Kurtpengesi bitkisinin inflizyon metodundaki ekstraktlar1t CERAC ve
spektroflorimetrik CERAC metotlar1 i¢in seyreltme yapilmadi. CUPRAC metodunda

ise 1:10 oraninda seyreltme yapildu.

6.3.6.1 CERAC yontemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan kurtpengesi bitki orneklerinin inflizyon metodu ile
hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL
1,0 M Na,SOy ¢ozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zeltiler referans cozeltiye karsi 320 nm dalga
boyunda absorbans degerleri Ol¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile ekstraksiyon
hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.24). Elde edilen grafiklerden mmol
troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge

6.20’de gosterildi.
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Sekil 6.24 : Kurtpengesi bitkisinin inflizyon metodundaki ekstraktlarinin CERAC
yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.20 : Kurtpengesi bitkisinin infiizyon metodundaki ekstraktlarinin
CERAC yontemindeki mmol troloks / g rnek cinsinden toplam
antioksidan kapasite degerleri.

CERAC A3ponm  kurtpencesi
mmol troloks /g 6rnek
infiizyon 0,0037

6.3.6.2 Spektroflorimetrik CERAC yéntemi ile analizi

Trabzon bolgesinden toplanan Kurtpengesi bitki 6rneklerinin infiizyon metodu ile
hazirlanan ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL
1,0 M NaySOy4 ¢ozeltisi iizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye kars1 256 nm uyarilma ve
360 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri Olciildii. Okunan floresans
siddetleri ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.25). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.21°de gosterildi.
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Sekil 6.25 : Kurtpengesi bitkisinin inflizyon metodundaki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yo6ntemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.21 : Kurtpencesi bitkisinin infiizyon metodundaki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC ydntemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  kurtpengesi

Floresans siddeti mmol troloks /g 6rnek
A'uyarllma ( 256 nm)

>Lemisyon ( 360 nm)

inflizyon 0,0174

6.3.6.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10° M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10° M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurtpengesi (Trabzon) bitki ekstraktlarindan eklendi ve son hacim
4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika
beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm dalga
boyunda absorbans dlglimleri referans ¢ozeltisine karsi alindi. Cizelge 6.22’de mmol

troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.22 : Kurtpengesi bitkisinin inflizyon metodundaki ekstraktlarinin
CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam
antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Assonm  kurtpengesi
mmol troloks / g 6rnek
kaynatma 0,0085

CERAC, spektroflorimetrik CERAC ve CUPRAC yontemlerinde Trabzon
yoresinden toplanan kurtpengesi bitki Orneginin % 80 metanol,kaynatma ve
inflizyondaki ekstraktlarinin mmol troloks / g ornek cinsinden toplam antioksidan
kapasiteleri incelendiginde spektroflorimetrik yontemdeki metanol ekstraktinin en

yiiksek TAC degere sahip oldugu gozlendi.

6.3.7 Kurtpengesi ve Kirkkilit bitki karisiminin metanol ekstraktlarimin analizi
Boliim 5.4’te anlatildig1 gibi hazirlanan % 80 metanol’deki kurtpengesi ve kirkkilit
karisim ekstraktlart CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC yontemleri ile
analiz edildi. 7 g Kurtpengesi ve 2 g kirkkilit bitkilerinin %80 metanol’deki
ekstraktlart CERAC ve spektroflorimetrik CERAC metotlar1 icin seyreltme
yapilmadi. CUPRAC metodunda ise 1:10 oraninda seyreltme yapildi.

6.3.7.1 CERAC yontemi ile analizi

Kurtpengesi ve kirkkilit bitki karigimmim % 80 metanol ortaminda hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda almip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na,SO4 ¢ozeltisi tlizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans c¢ozeltiye karst 320 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6l¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile ekstraksiyon hacimleri
arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.26). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek
cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.23°te

gosterildi.
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Sekil 6.26: Kurtpengesi ve Kirkkilit karisiminin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin
CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.23 : Kurtpengesi ve Karisimimin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin
CERAC yontemindeki mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam
antioksidan kapasite degerleri.

CERAC Az2onm  karisim
mmol troloks / g 6rnek
% 80 MeOH  0,1746

6.3.7.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi analizi

Kurtpengesi ve kirkkilit bitki karistmmmin % 80 metanol ortaminda hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda almip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na,SO4 ¢ozeltisi tizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karst 256 nm uyarilma ve 360
nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri 6l¢iildii. Okunan floresans siddetleri
ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.27). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.24’de gosterildi.
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Sekil 6.27 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karistminin % 80 metanol’deki ekstraktlarinin
Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz sonuglart.

Cizelge 6.24 :  Kurtpengesi ve Kirkkilit karistminin % 80 metanol’deki
ekstraktlarinin spektroflorimetrik CERAC ydntemindeki mmol
troloks / g oOrnek cinsinden toplam antioksidan kapasite
degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  karisim

Floresans siddeti mmol troloks / g 6rnek
}\'uyarllma ( 256 nm)

xemisyon ( 360 nm)

% 80 MeOH 0,3640

6.3.7.3 CUPRAC yoéntemi ile analizi

1 mL 1x10? M CuCl; + 1 mL 7,5 x 10° M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac
¢ozeltisi iizerine 0,2 mL Kurtpengesi ve kirkilit bitki karisimindan eklendi ve son
hacim 4,1 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi igin 30
dakika beklendi. Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm
dalga boyunda absorbans dlglimleri referans ¢ozeltisine karst alindi. Cizelge 6.25°te
mmol troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.

Cizelge 6.25 : Kurtpencesi ve Kirkkilit karistminin %80 metanol’deki ekstraktlarinin

CUPRAC yontemindeki mmol troloks / g Ornek cinsinden toplam
antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Ag50nm karigim
mmol troloks / g 6rnek
% 80 MeOH 0,1931
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6.3.8 Kurtpengesi ve Kirkkilit bitki karisitminin kaynatma metodu ile elde
edilen ekstraktlarimin analizi

Bolim 5.4°te anlatildigi gibi hazirlanan kaynatma metodundaki kurtpengesi ve
kirkkilit karigim ekstraktlart CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC
yontemleri ile analiz edildi. 7 g Kurtpengesi ve 2 g kirkkilit bitkilerinin kaynatma
metodundaki ekstraktlar1t CERAC ve spektroflorimetrik CERAC metotlar1 i¢in
seyreltme yapilmadi. CUPRAC metodunda ise 1:10 oraninda seyreltme yapildi.

6.3.8.1 CERAC yontemi ile analizi

Kurtpengesi ve kirkkilit bitki karisiminin kaynatma metodu ile hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda almip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na,S04 ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans c¢ozeltiye karsi 320 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6l¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile ekstraksiyon hacimleri
arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.28). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek
cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.26’da

gosterildi.

Al,Gl
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1 4

0,8 - 4

0,6 - L

0,4 - L

0,2 -

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5
karisim mL hacim

Sekil 6.28 : Kurtpencesi ve Kirkkilit karistminin kaynatma metodundaki
ekstraktlarinin CERAC yontemi ile analiz sonuglari.
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Cizelge 6.26 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karistminin kaynatma metodundaki
ekstraktlarinin ~ CERAC ydntemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CERAC A3ponm  karisim
mmol troloks / g 6rnek
kaynatma 0,1532

6.3.8.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Kurtpengesi ve Kurkkilit bitki karistminin  kaynatma metodu ile hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alinip 1 mL 2,0 x10-3 M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na,SO, ¢ozeltisi tizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karst 256 nm uyarilma ve 360
nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri 6l¢iildii. Okunan floresans siddetleri
ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.29). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.27°de gosterildi.
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Sekil 6.29 :  Kurtpengesi ve Kirkkilit karigiminin kaynatma metodundaki

ekstraktlarinin  spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analiz
sonugclari.
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Cizelge 6.27 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karigimmin kaynatma metodundaki
ckstraktlarinin  spektroflorimetrik CERAC yo6ntemindeki mmol
troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  karisim
Floresans siddeti mmol troloks / g 6rnek
7\fuyarllma ( 256 nm)

Kemisyon ( 360 nm)
kaynatma 0,2800

6.3.8.3 CUPRAC yontemi ile analizi

1 mL 1x10% M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10 M neokuprain ve 1 mL 1 M NHzAc ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL Kurtpengesi ve kirkkilit bitki karigimindan eklendi ve son hacim 4,1
mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 30 dakika
beklendi. Cu(l) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limleri referans ¢ozeltisine karst alindi. Cizelge 6.28’de mmol

troloks / g 6rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.

Cizelge 6.28 : Kurtpencesi ve Kirkkilit karisiminin kaynatma metodundaki
ekstraktlarinin CUPRAC yodntemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CUPRAC Ag50nm karisim
mmol troloks /g 6rnek
kaynatma 0,1710

6.3.9 Kurtpencesi ve Kirkkilit bitki karisiminin infiizyon ile elde edilen
ekstraktlarimin analizi

Bolim 5.4’te anlatildigr gibi hazirlanan inflizyon metodundaki kurtpengesi ve
kirkkilit karisim ekstraktlart CERAC, CUPRAC ve spektroflorimetrik CERAC
yontemleri ile analiz edildi. 7 g Kurtpengesi ve 2 g karkkilit bitkilerinin kaynatma
metodundaki ekstraktlart CERAC ve spektroflorimetrik CERAC metotlart igin
seyreltme yapilmadi. CUPRAC metodunda ise 1:10 oraninda seyreltme yapildi.
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6.3.9.1 CERAC yontemi ile analizi

Kurtpencesi ve kirkkilit bitki karigiminin inflizyon metodu ile hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda alimp 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na SO, ¢ozeltisi tizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karst 320 nm dalga boyunda
absorbans degerleri dl¢iildii. Okunan absorbans degerleri ile ekstraksiyon hacimleri
arasinda grafik ¢izildi (Sekil 6.30). Elde edilen grafiklerden mmol troloks/g 6rnek
cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 6.29°da

gosterildi.
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Sekil 6.30 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karigiminin inflizyon metodundaki
ekstraktlarinin CERAC yontemi ile analiz sonuglari.

Cizelge 6.29 : Kurtpencesi ve Kirkkilit karisiminin inflizyon metodundaki
ekstraktlarnin CERAC yontemindeki mmol troloks / g Ornek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

CERAC Azponm karisim
mmol troloks /g 6rnek
kaynatma 0,1331
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6.3.9.2 Spektroflorimetrik CERAC yontemi ile analizi

Kurtpengesi ve Kirkkilit bitki karisgiminin  infiizyon metodu ile hazirlanan
ekstraktlarindan 0-2 mL arasinda almip 1 mL 2,0 x10° M Ce(IV) ve 7 mL 1,0 M
Na,SO4 ¢ozeltisi lizerine ilave edilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler referans ¢ozeltiye karst 256 nm uyarilma ve 360
nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri 6l¢iildii. Okunan floresans siddetleri
ile ekstraksiyon hacimleri arasinda grafik cizildi (Sekil 6.31). Elde edilen
grafiklerden mmol troloks/g 6rnek cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite

degerleri Cizelge 6.30°da gosterildi.
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Sekil 6.31 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karigimmin infiizyon metodundaki

ekstraktlarinin spektroflorimetrik ~ CERAC yontemi ile analiz
sonuglart.

Cizelge 6.30 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karistminin inflizyon metodundaki
ekstraktlarmin  spektroflorimetrik CERAC yontemindeki mmol
troloks / g Ornek cinsinden toplam antioksidan kapasite
degerleri.

Spektroflorimetrik CERAC  karisim
Floresans siddeti mmol troloks / g 6drnek
}\fuyarllma ( 256 nm)

Aemisyon (360 nm)
inflizyon 0,2025
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6.3.9.3 CUPRAC yontemi analizi

1 mL 1x102 M CuCl, + 1 mL 7,5 x 10 M neokuprain ve 1 mL 1 M NH4Ac ¢ozeltisi
tizerine 0,2 mL kurtpengesi ve kirkkilit karisimindan eklendi ve son hacim 4,1 mL
olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika beklendi.
Cu(I) neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga boyunda
absorbans olgiimleri referans ¢ozeltisine kars1 alindi. Cizelge 6.31°de mmol troloks /

g 0rnek cinsinden toplam antioksidan degerleri hesaplandi.

Cizelge 6.31 : Kurtpengesi ve Kirkkilit karisiminin inflizyon metodundaki
ekstraktlarinin CUPRAC yo6ntemindeki mmol troloks / g 6rnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri

CUPRAC Ag50nm karisim
mmol troloks / g 6rnek
infiizyon 0,1536
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada iilkemizde bol miktarda bulunan ve tiiketimi konusunda yeterince bilgi
sahibi olunamayan Trakya ve Kiitahya bolgelerinden toplanan Kirkkilit (Equisetum
Arvense ) bitkisi ve Trabzon bolgesinden toplanan Kurtpengesi ( Lycopodium
Clavatum ) bitkisinin toplam antioksidan kapasitesi incelenmistir. Kirkkilit ve
Kurtpengesi bitkisi i¢in ayr1 ayr1 optimizasyon calismalart yapildi. Ornek
cozeltilerinin hazirlanmasinda uygun karistirma sisteminin belirlenmesi, infiizyon
yonteminde sicakligin etkisi, kaynatma metodunda uygun 1sitma siiresinin
belirlenmesi gibi optimum deney Ornek hazirlama sartlar1 belirlendi. Optimum
sartlardaki 6rnek hazirlama yontemleri (metanol ekstraksiyon, infiizyon ve kaynatma
yontemi) Kirkkilit ve Kurtpencgesi bitkilerine uygulandi. Hazirlanan ekstraksiyon
¢ozeltilerinin toplam antioksidan kapasiteleri CERAC, spektroflorimetrik CERAC ve
CUPRAC yontemleri ile belirlendi.

Herbir yontem igin standart troloks ¢ozeltileri ile kalibrasyon grafigi ¢izildi. Troloks
icin molar absorplama katsayilar;; CERAC yontemi igin 1,73 x 10* , CUPRAC
yontemi igin ise 1,67 x 10* mol™ L cm™ olarak belirlendi. Spektroflorimetrik CERAC
yonteminde ise troloks ile Ce(IV) arasindaki stokiyometrik oran 2.37 olarak
belirlendi. Bulunan bu degerler Kirkilit bitkisi ve Kurtpengesinin toplam antioksidan
kapasitelerinin hesaplanmasinda kullamldi. infiizyon ve kaynatma yontemlerinde,
bitki Orneklerinin hazirlanmasinda c¢ozeltilerin karistirilmasi1 amaci ile 1siticilt
magnetik karistirici, ¢alkalayici ve ultrasonik banyo deney diizenekleri kullanilmisir.
Elde edilen toplam antioksidan kapasite degerlerine bakildiginda en yiiksek deger
isiticili magnetik karigtiricida elde edilmistir. Bu nedenle en uygun ektraksiyon
diizenegi olarak secildi. Bitkilerin (Kirkkilit ve Kurtpengesi) hazirlanmasinda
kullanilan infiizyon ve kaynatma yOntemlerinin optimizasyon c¢alismalarinda;
inflizyon yonteminde sicakliin etkisi, kaynatma metodunda uygun 1sitma siiresinin

belirlenmesine calisildi.
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Her iki bitki tiirii i¢in inflizyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasina sicakligin etkisini
belirlemek amaci ile ¢ozeltiler 25 — 100°C de CERAC yontemi ile analiz edilmistir.
Sicaklik arttikca toplam antioksidan kapasitenin arttigi ve 100°C’de en yiiksek
antioksidan kapasitenin elde edildigi bulundu ve infiizyon ¢ozeltileri kaynatilarak

hazirlandi.

Kaynatma yontemi igin yapilan 1sitma siiresinin belirlenmesinde ise 5- 60 dakika
zaman araliklarinda kaynatilan c¢dozeltilerin toplam antioksidan kapasiteleri 10
dakikaya kadar artarken 10 dakikadan sonra toplam antioksidan kapasite
degerlerinde azalma oldugu gézlemlendi. Bu nedenle kaynatma yonteminde 6rnekler

10 dakika boyunca kaynatilarak hazirlanmistir.

Optimizasyon ¢alismalarindan sonra ger¢ek Orneklerin CERAC, spektoflorimetrik

CERAC ve CUPRAC yontemleri ile analizi yapilda.

Trakya ve Kiitahya yorelerinden toplanan kirkkilit bitkisinin mmol troloks / g drnek
cinsinden toplam antioksidan kapasite miktar {i¢ farkli ekstraksiyon metodu ve ii¢

farkl1 analiz yontemi ile hesaplandi (Cizelge 7.1-7.2).

Cizelge 7.1 : Kiitahya yoresi Kirkkilit bitkisinin %80 metanol ile ekstraksiyon,
inflizyon ve kaynatma yontemi ile hazirlanan ¢ozeltilerinin toplam
antioksidan kapasite degerlerinin CERAC, spektroflorimetrik
CERAC ve CUPRAC yontemleri ile analiz sonuglari.

Kirkkilit CERAC SPEKTROFLORIMETRIK CUPRAC
Kiitahya CERAC
mmol troloks / mmol troloks / mmol troloks /
g ornek g ornek g ornek
%80 MeOH 0,1417 0,1769 0,1670
inflizyon 0,0780 0,1440 0,1124
kaynatma 0,0915 0,1639 0,1530
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Cizelge 7.2 : Trakya yoresi Kurkkilit bitksinin %80 metanol ile ekstraksiyon,
inflizyon ve kaynatma yontemi ile hazirlanan ¢ozeltilerinin toplam
antioksidan kapasite degerlerinin CERAC, spektroflorimetrik
CERAC ve CUPRAC yontemleri ile analiz sonuglari.

Karkkilit CERAC SPEKTROFLORIMETRIK CUPRAC
Trakya CERAC
mmol troloks /g mmol troloks /g mmol troloks /g
ornek ornek ornek
%80 MeOH 0,1816 0,3720 0,2070
inflizyon 0,1570 0,2640 0,1620
kaynatma 0,1762 0,1908 0,1937

Kiitahya yoresi Kirkkilit bitkisinin her {i¢ yontemlede analiz sonuglarina bakildiginda
%80 metanol ile yapilan ekstraksiyon ¢ozeltilerinin toplam antioksidan kapasitesinin

en yiikseksek c¢iktig1 gozlemlenmistir.

Trabzon yoresinden elde edilen kurtpengesi bitki tiirlinde de ayni sartlar ve analiz
yontemleri uyguland: (gizelge 7.3). Toplam antioksidan kapasite degerlerine
bakildiginda %80 metanol ekstraksiyonu ile elde edilen ¢ozeltilerin her ligyontem ile
de yiiksek oldugu gozlemlendi. Ancak kirkkilit out bitisine gore anti oksidan kapasite
degerinin cok diisiik oldugu gozlemlendi. Yapilan bu ¢alisma sonucunda literatiirden
elde edilen bilgilerde antioksidan aktivitesinin diisiik oldugu bilgisi dogrulanmis
oldu.
Cizelge 7.3 : Trabzon yoresi Kurtpencesi bitkisinin %80 metanol ile ekstraksiyon,
inflizyon ve kaynatma yontemi ile hazirlanan ¢ozeltilerinin toplam

antioksidan kapasite degerlerinin CERAC, spektroflorimetrik CERAC
ve CUPRAC yo6ntemleri ile analiz sonuglari.

Kurtpengesi CERAC SPEKTROFLORIMETRIK CUPRAC
CERAC
mmol troloks/ mmol troloks / mmol troloks/
g ornek g ornek gornek
%80 MeOH 0,0323 0,0365 0,0247
inflizyon 0,0037 0,0174 0,0085
kaynatma 0,0298 0,0353 0,0109
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Halk arasinda kirkkilit otu ve kurtpengesi birlikte tiikketilmektedir. Bu nedenle bu
bitkilerin bir arada toplam antioksian kapasite degerleri CERAC, spektroflorimetrik
CERAC ve CUPRAC yontemleri ile analiz edeildi.

Cizelge 7.4 : Trabzon yoresi Kurtpengesi ve Trakya yoresi Kurkkilit bitki
karisiminin %80 metanol ile ekstraksiyon, infiizyon ve kaynatma
yontemi ile hazirlanan ¢ozeltilerinin toplam antioksidan kapasite
degerlerinin CERAC, spektroflorimetrik CERAC ve CUPRAC
yontemleri ile analiz sonuglari.

Karisim CERAC SPEKTROFLORIMETRIK CUPRAC
CERAC
mmol troloks mmol troloks mmol troloks
/ g ornek / g ornek / g ornek
%80 MeOH 0,1746 0,3640 0,1931
inflizyon 0,1331 0,2025 0,1536
kaynatma 0,1532 0,2800 0,1710

Her iki bitki karisiminin toplam antioksidan kapasite degerlerine bakildiginda %80
metanol ekstraksiyonu ile elde edilen ¢ozeltilerde toplam antioksidan kapasitenin en
yiiksek degerde oldugu gozlemlendi. Ancak her iki bitkinin karisimi sonucu elde
edilen ¢ozeltilerin toplam antioksidan kapasite degerleri tek tek elde edilen ¢ozeliti
karisimlarinin  toplamindan daha diisiik bulunmustur. Bu analiz sonuglarina
bakilarak, bitki karisimlarinin (kirkkilit ve kurtpengesi) bir arada tiiketilmesi yerine

ayr1 ayri tiiketilmesinin insan sagligi i¢in daha 1yi olabilecegi tavsiye edilebilir.
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