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Antioksidan enzim sistemi

Cevrimi¢i HPLC kolon sonrasi antioksidan ayirma sisteminin semast
Standart bir fenolik bilesik karigiminin ve Viburnum opulus suyunun
on-line HPLC-antioksidan analizleri

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik Asit (1 mL, 1 — 500 uM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik
alanlart grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamasi1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik Asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Katesin pikleri [testte kullanilan Gallik Asit
konsantrasyonlar 1 uM (1), 10 uM (2), 20 uM (3), 50 uM (4), 100
uM (5), 300 uM (6), 500 uM (7), DPPH kullanilmayan kontrol
karisimi (8)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik Asit (1 mL, 10 — 2000 uM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamas1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Troloks pikleri [testte kullanilan Gallik Asit
konsantrasyonlar 5 uM (1), 10 uM (2), 20 puM (3), 50 uM (4), 100
MM (5), 300 uM (6), 500 pM (7), 600 uM (8), 800 uM (9), 1000 uM
(10), 1200 pM (11), 1500 pM (12), 2000 pM (13), DPPH

Sayfa

13

14

33

34

36



Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

kullanilmayan kontrol karigimi (14)]
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konsantrasyonlarda antioksidan BHT (1 mL, 10 - 6000 pM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamast durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (I mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT)
(1 mL) varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC
kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b) Katesin pikleri [testte
kullanilan konsantrasyonlar 10 uM (1), 100 uM (2), 500 uM (3), 1000
MM (4), 2000 pM (5), 3000 pM (6), 4000 pM (7), 6000 pM (8),
DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (9)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan BHT (1 mL, 1 — 3000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlari
grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamasi1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT)
(1 mL) varh@inda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC
kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b) Troloks pikleri [testte
kullanilan Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) konsantrasyonlar 1 uM
(1), 10 uM (2), 20 puM (3), 50 uM (4), 100 pM (5), 300 pM (6), 500
MM (7), 800 uM (8), 1000 pM (9), 2000 pM (10), 3000 pM (11),
DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (12)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Askobik Asit (1 mL, 50 — 2000 puM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali

kullanilmamasi durumunda elde edilecek maksimum substrat
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Sekil 13.
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seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Katesin pikleri [testte kullanilan konsantrasyonlar 50
MM (1), 100 uM (2), 300 pM (3), 500 uM (4), 1000 pM (5), 2000 pM
(6), DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (7)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL, 1 — 2000 uM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamas1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Troloks pikleri [testte kullanilan Askorbik Asit
konsantrasyonlar 1 uM (1), 10 uM (2), 100 uM (3), 500 uM (4), 1000
MM (5), 2000 uM (6), DPPH kullanilmayan kontrol karisimi (7)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL, 1 — 500 puM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamas1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Katesin pikleri [testte kullanilan Kafeik Asit
konsantrasyonlar 10 pM (1), 50 puM (2), 100 pM (3), 500 uM (4),
1000 pM (5), 2000 pM (6), 3000 uM (7), DPPH kullanilmayan
kontrol karigimi (8)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkli
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Sekil 19.

Sekil 20.
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konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL, 50 — 10000 puM)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamasi1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Troloks pikleri [testte kullanilan Kafeik Asit
konsantrasyonlar 50 uM (1), 500 uM (2), 2000 uM (3), 3000 puM (4),
10000 uM (5), DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (6)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL, 0,001% -
10%) varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin
pik alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamasi1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Katesin pikleri [testte kullanilan Ekstrakt (Kina)
konsantrasyonlar 0.001% (1), 0.005% (2), 0.01% (3), 0.05% (4), 0.1%
(5), 0.5% (6), 1% (7), 5% (8), 10% (9), DPPH kullanilmayan kontrol
karisimi (10)]

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (I mL, 1% — 50%)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik
alanlar1 grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali
kullanilmamasi1 durumunda elde edilecek maksimum substrat
seviyesini gostermektedir

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL) varliginda

reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tim
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kromatogram; b) Troloks pikleri [testte kullanilan Ekstrakt (Kina)
konsantrasyonlar 0.005% (1), 0.1% (2), 0.5% (3), 1% (4), 5% (5),
10% (6), 50% (7), 75% (8), DPPH kullanilmayan kontrol karisimi1 (9)] 57
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OZET

Substrat Kullanarak Yeni Bir Antioksidan Yontem Gelistirilmesi ve Uygulanmasi

Ilag bilesenleri, gida bilesenleri ve bircok endiistriyel iiriin oksidasyona maruz
kalmakta ve bu nedenle de stabilite i¢cin normal ortamda antioksidanlara ihtiyac
duyulmaktadir. Dolayisiyla oksidasyon substrati olarak boyle bilesenlerin kullanilmasiyla
onlar1 koruyacak antioksidanlarin tespitine doniik yeni yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu
amagla bu tez calismasinda DPPH radikal temizleme, ABTS radikal temizleme ve
peroksinitrit temizleme yontemleri {izerinde ¢aligilarak ve ¢esitli substratlar denenerek yeni
bir tayin yontemi gelistirilmistir. Bu ¢ yontem ve potansiyel substratlar hem klasik
spektrofotometrik olarak hem on-line HPLC-kolon sonrasi antioksidan aktivite Ol¢limii
kullanilarak, hem de reaksiyon sonrast HPLC ile antioksidan korumanin olgildigi
uygulama seklinde denenmis, ¢cok sayida 6n c¢alisma sonrasinda uygulanabilirligi olan ve
yaygin uygulanma potansiyeli en yiiksek olan reaksiyon sonrasi HPLC ile antioksidan
korumanin 6l¢iildiigii ve model substrat olarak ta Katesin’in ve Troloks’un kullanildigi
uygulama yontemi gelistirilmistir. Bu yoéntem ile ilgili optimizasyon ve validasyon
calismalar1 yapilmis, gelistirilmis yontem standart antioksidanlar (gallik asit, BHT, Kafeik
Asit ve Askorbik Asit) ve gercek numune olarak kina ekstresi tizerinde uygulanmistir. Bu
tez calismasinda gelistirilen yeni substrat bazli DPPH radikaline kars1 koruma aktivitesi
yontemi daha sonraki ¢alismalara dnciiliik edecek nitelikte olup literatiire bu yaklasimla

DPPH anti radikal aktivite yontemi kazandirmigtir.

Anahtar Sozcukler: Antioksidan aktivite, DPPH, HPLC, Kina, Substrat
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ABSTRACT

Development and Application of a New Antioxidant Method with Use of a Substrate

Pharmaceutical ingredients, food ingredients, and many industrial products are
subject to oxidation and, therefore, need antioxidants for stability in normal environments.
Thus, there is a need for new methods for the detection of antioxidants that will protect
them by using such components as oxidation substrates. For this purpose, in this thesis, a
new determination method was developed by studying DPPH radical scavenging, ABTS
radical scavenging, and peroxynitrite scavenging methods and testing various substrates.
These three methods and potential substrates have been tested both classically
spectrophotometrically, using on-line  HPLC-post-column  antioxidant  activity
measurement, and post-reaction HPLC measurement of antioxidant protection. An
application method was developed in which antioxidant protection was measured by HPLC
after the reaction, and catechin and Trolox were used as model substrates. Optimization
and validation studies were carried out on this method, and the developed method was
applied to standard antioxidants (Gallic Acid, BHT, Caffeic Acid, and Ascorbic Acid) and
Henna extract as a real sample. The new substrate-based DPPH radical protection activity
method developed in this thesis study will lead to further studies and this approach has

brought the DPPH antiradical activity method to the literature.

Keywords: Antioxidant activity, DPPH, Henna, HPLC, Substrate
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1. GIRIS VE AMAC

Antioksidan olarak bilinen bilesikler, diger molekiillerin oksidasyonunu durdurma
veya geciktirme yetenegine sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksidasyon islemi
sirasinda elektronlarin bir molekiilden digerine transferinin bir sonucu olarak iretilir. Son
derece reaktif ROS, dokulara ve hiicrelere zarar vererek kanser, kalp hastaligi ve

Alzheimer gibi bir dizi hastaliga neden olabilir.

Son donem arastirmalarda, dogal ve sentezlenmis maddelerin antioksidan
aktivitelerini belirleme konusundaki ¢alismalara ilgi artmistir. DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) testi yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. DPPH testi,
antioksidanlarin mor DPPH radikalini sar1 difenilpikrilhidrazine (DPPH-H) doniistiirme
yetenegine dayanir. Numunenin antioksidan lapasitesi, mor rengin azalmasiyla dogru
orantilidir. Karigimlardaki bilesenlerin ayrilip, yanimlanabildigi ve miktarlarinin
belirlenebildigi giiclii bir analitik yontem, yiliksek performansli sivi kromatografisidir
(HPLC). Dogal ve sentetik maddelerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in segici ve
hassas bir yaklasim, HPLC ile DPPH testinin birlestirilmesiyle tiretilebilir. Bu prosediirde,
numunedeki kimyasallar bir HPLC sistemi kullanilarak ayrilir ve ayrilan her bir bilesenin

antioksidan aktivitesi daha sonra bir DPPH testi kullanilarak belirlenir.

Bir HPLC-DPPH uygulamasini olusturmada, HPLC kolonunun, mobil fazin ve
algilama dalga boyunun seg¢ilmesi dahil olmak iizere birden ¢ok asama vardir. HPLC
kolonu segilirken ayristirilacak maddelerin polaritesi ve molekiil agirligt dikkate
alinmalidir. Etkili bilesik ayrimi ve tepe c¢oziniirliigii elde etmek icin mobil fazin
ayarlanmasi gerekir. Kimyasallarin ve DPPH radikalinin absorpsiyon spektrumlarina bagh
olarak, tespit dalga boyu secilmelidir. Yontem gelistirmede diger 6nemli bir asama da, yeni
gelistirilen yontemin dogrulanmasidir. Dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tespit limiti ve
Olcim limiti dogrulama parametrelerinden bazilaridir. Prosediiriin  dogrusalligini
belirlemek i¢in birka¢c standart konsantrasyonun analizi yapilmahdir. Eklenmis
numunelerin ¢esitli konsantrasyonlarda analiz edilmesi, yOntemin dogrulugunu ve
kesinligini ortaya c¢ikaracaktir. Diisiikk konsantrasyonlu numunelerin analiz edilmesi,

saptama ve niceleme sinirlarinin tanimlanmasina yardimei olacaktir.

Bitki ozleri, gidalar ve kozmetik formiilasyonlar dahil olmak {izere g¢esitli
materyallerde antioksidan aktiviteyi belirlemek icin HPLC-DPPH yaklasimi etkili bir

sekilde kullanilmistir. Yontem, zorlu karisimlarda olasi antioksidan kimyasallar1 taramak
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ve belirlemek i¢in hizli, hassas ve dogru bir yontem sunar. Spesifik maddelerin antioksidan
aktivitesinin HPLC-DPPH teknigi kullanilarak belirlenmesi, fonksiyonel gidalarin ve
nutrasotiklerin olusturulmasinda da yardimer olur. Sonug¢ olarak HPLC-DPPH teknigi,
dogal ve sentezlenmis maddelerin antioksidan aktivitelerini belirlemede umut vadeden bir
yontemdir. Prosediir, HPLC ve DPPH testlerinin giiclerini birlestirerek olasi antioksidan
bilesiklerin taranmasi ve tanimlanmasi i¢in hassas ve segici bir yaklagim sunar. Dogru ve
giivenilir bulgular saglamak ic¢in, bir HPLC-DPPH siirecinin gelistirilmesi boyunca

kapsamli optimizasyon ve dogrulama gereklidir.



2. GENEL BILGILER

Biyokimya alaninda ve ilaglarla yapilan g¢alismalarda, substratin kararliligi bir
sorundur. Bu nedenle, kararlilig1 artirmak i¢in substrata eklenen maddelere ihtiyag duyulur.
Literatlire gore bu ihtiyac ile ilgili on-line yontemlerle ¢aligmalar yapilmistir. Geleneksel
yontem, mevcut yontemlerin gesitli dezavantajlart sebebiyle zaman alict oldugu i¢in yeni

yontem gelistirme ihtiyacina sebep olur.
2.1. Oksidasyon

Oksidasyon, belirli bir reaksiyonda bir bilesenin yikseltgenmesi silrecidir. Bu
yukseltgeme bir molekiil, atom veya iyon ile yapilabilmektedir. Elektropozitif bir atomun,
radikalin veya elektronun yapidan ayrilmasi, ya da elektronegatif bir atom veya radikalin

yapiya ilavesi olarak da tanimlanmaktadir (1). Oksidasyon iki sekilde goriilmektedir:
I.  Oto-oksidasyon
Il.  Foto-oksidasyon

Oto-oksidasyon bilesenin havada bulunan oksijen ile kendiliginden oksidasyonu
olarak tamimlanabilmektedir. Oto-oksidasyon, atmosferik yavas ilerleyen bir siirectir ve

yaglar ve doymamus bilesikler oto-oksidasyona ugrayabilir (2).

Foto-oksidasyon ise oksijen yer almadan elektronun uzaklastirilmasinin yer aldigi
oksidasyon tirtdir. Bu tiirden oksidasyonla daha nadir karsilasilir. Adrenalin, riboflavin

ve askorbik asit vb. bilesiklerin oksidasyonu buna drnek gosterilebilir (3).

Biyolojik oksidasyon, aslinda bir canli organizmadaki belirli bir maddenin

doniistimiidiir. Bu oksidasyon hem oksidasyonu hem de indirgemeyi igerir (4).

Serbest radikal, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, bagimsiz olarak var
olabilen herhangi bir kimyasal turddr (5). Bu nedenle biyolojik serbest radikaller, ¢esitli
biyoorganik turlerle kolaylikla tepkime verebilecek elektronlara sahip oldukga kararsiz
yapilardir. Serbest radikaller, onlardan tiireyen diger radikaller ve radikal olmayan reaktif
tirlerin yuksek konsantrasyonlarda varligi, hiicre yapilarindaki organellere ve hiicre ici ve
hiicre dis1 bilesenlere zarar verme yeteneklerinden dolay1 canli organizmalar i¢in oldukca

tehlikelidir (6).



Tablo 1. Serbest radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen turleri (Phaniendra‘dan, 7)

Serbest Radikal Reaktif Oksijen Radikal Olmayan Reaktif
Turleri Oksijen Turleri
e Hidroksil e Peroksinitrit
e SUperoksit e Hipokloroz asit
e Nitrik oksit e Hidrojen peroksit
e Thiyl e Singlet oksijen
e Peroksil e Lipid peroksit

2.2. Antioksidan

Antioksidanlar, oksidasyon hedefi olan bilesenlerin oksidasyonunu engelleyen
tirlerdir. Oksidasyon, biyomolekiillerin yap1 ve dolayisiyla fonksiyonlarini bozabilen,
canli sistemlere zarar verebilecek zincirleme reaksiyonlara yol acabilecek serbest
radikalleri Uretebilen kimyasal bir reaksiyondur (8). Antioksidanlar teknik tiyoller,
askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol gibi reaksiyonlarini engeller ya da sonlandirir.
Bitkiler ve hayvanlar, bitkiler oksidatif stresi dengelemek icin, dahili olarak Gretilen
glutatyon ve enzimler (6rnegin, katalaz ve siiperoksit dismutaz) veya diyet antioksidanlari;

vitamin C ve vitamin E gibi iist {iste binen karmagik antioksidan sistemlerini kullanirlar
(8).

Bu radikal stabilizasyonun bir sonucu olarak, insan viicudundaki oksidatif katkinin
saglanmasia yardimci olarak bir oksidatif genigletilmis zincirinin Onlenmesi veya
saptanmasidir (9). Antioksidanlarin iki tiiri vardir: iki ana (¢incirleme oranlari kiran,
serbest radikal temizleyiciler) ve dogal veya antioksidan antioksidanlar. Ikincil
antioksidanlarin etki mekanizmalar1 metallerin deaktivasyonunu, singlet oksijenin
uzaklastirilmasini, birincil antioksidanlarin rejenerasyonunu ve istenmeyen ugucu
oksidanlarin gelisimini durdurarak lipit hidroperoksit olusumunun baskilanmasini

icerebilir. Bir baska deyisle antioksidanlar, "kolaylikla oksideolabilen yag ve diger



biyomolekullerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren, ve bunu ¢ok diisiik miktarlarda

bagaran maddeler" olarak tanimlanmaktadir (9).

2.3. Antioksidanlarin Roli

Biyolojik sistemler oksijenli ve oksidasyona maruz kalabilecekleri ortamlarda hem
canliliklarin1 ve fonksiyonlarin1 yerine getirebilmek igin fizyolojik ve biyokimyasal
savunma mekanizmalarina sahiptirler (10). Bunlarin arasinda fizyolojik diizeyde
dokulardaki O2 seviyelerinde koruma islevi olan mikrovaskiiler bir sistem vardir ve
biyokimyasal diizeyde antioksidan savunmasi enzimatik veya enzimatik olmayan tarzda

bulunur. Ayrica okside olan molekdlleri onaran sistem de mevcuttur (12).
2.3.1. Enzimatik Antioksidan Sistem

Aerobik organizmalarin enzimatik antioksidan enzimleri arasinda katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve DT-diyaforaz gibi enzimler yer
alir. Kofaktor olarak demir veya manganez bulunduran CAT, hidrojen peroksidin (H202)
bozunmasini veya indirgenmesini katatizler, su ve molekiler oksijen olusturarak SOD’un
baglattigi detoksifikasyon slrecini tamamlar. SOD, O2’nin H202’ye dismutasyon
reaksiyonundan sorumludur ve H202 sonraki reaksiyonlarda katalaz veya GPx kataliziyle
H20 ve O2’ye doniistiiriiliir. Kofaktor olarak selenyumla ¢alisan GPX’in insanlarda en az
sekiz izoformu (GPx1 — GPx8) vardir. GPx, lipid peroksidasyonunun baskilanmasinda

onemli rol vardir. Bu yolla oksidatif hasar 6nlenmis olur (15).
2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistem

Hicreler, E vitamini, C vitamini, karotenler, ferritin, seruloplazmin, selenyum,
indirgenmis glutatyon (GSH), manganez, ubikinon, ¢inko, flavonoidler, koenzim Q,
melatonin, bilirubin, taurin ve sistein gibi bir dizi antioksidan bilesik veya serbest radikal
temizleyici kullanir. Gidalardan temin edilen bazi flavonoidler, daha az reaktiviteye sahip
kararl1 kompleksler veya kompleksler tretmek igin reaktif radikal olusturucu tirlerle
dogrudan etkilesime girerken, diger bazi flavonoidler ise bazi enzimlerin Kkatalitik
eyleminde ko-substrat ya da modulator (inhibitor, aktivator) olarak islevini yerine getirir
(16).



2.3.3.Onarim Sistemi

Onarim sistemi bilesenlerini ROS tarafindan zarar gérmiis lipid, protein ve DNA
molekdllerini onaran veya pargalanmasina aracilik eden enzimler olusturur. Memeli
hicrelerinin sitoplazma ve mitokondrisinde bulunan DNA onarim enzimleri (polimerazlar,
glikosidazlar ve nikleazlar) ve proteolitik enzimler (proteinazlar, proteazlar ve peptidazlar)
bunlara 6rnek verilebilir. Daha spesifik ornekler ise, GPx, glutatyon rediktaz (GR) ve
metiyonin siilfoksit rediiktazdir (MSR). Bu enzimler, ROS seviyesinin yiiksekligi
nedeniyle olusan oksidatif hasarin giderilmesinde aract gérev gorir. Canli sistemde duzenli
bir biyomolekuler aktiviteyi engelleyen veya artiran herhangi bir faktor, oksidatif stresin

olugsmasina veya giiglenmesine yardimci olan bir faktor haline gelebilir (16).
2.4. Antioksidan Turleri

2.4.1. Olusumlarina Gore Dogal veya Sentetik Antioksidanlar

2.4.1.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar ¢ogunlukla radikallerle reaksiyon verip onlar kararli reaktif
olmayan fiiriinlere dontstiirlirler ve genellikle zincir kiran antioksidanlar sinifindadirlar

(15). Cogunlugu fenolik olan bu grup antioksidanlar sunlari igerir:

a. Antioksidan mineraller: antioksidan enzimlerin kofaktorleridirler. Bakir, demir,
¢inko, manganez ve selenyum bunlara drnek gosterilebilir. Kofaktorlerin eksikligi
veya yoklugu, karbonhidrat ve lipidler gibi bircok makromolekilin

metabolizmasini etkileyecektir (15).

b. Antioksidan vitaminler: metabolizma i¢in 6énemlidirler ve C, E ve B vitaminleri
gibi ¢ogu viicut metabolizmasinda koenzim olarak islev goriirler (15). Bu dolayli

etkilerinin yaninda dogrudan antioksidan etkiye de sahiptirler.

c. Fitokimyasallar: Bunlar mineral ya da vitaminler arasinda olmayan, ¢ogunlugu
fenolik ve terpenoid yapida olan bilesiklerdir. Ornek bilesikler arasinda
flavonoidler, katesinler, karotenoidler (karoten, likopen), kurkumin ve tirevleri,
bunlar1 igeren 6rnek bitkiler arasinda da biberiye, kekik, hindistan cevizi, karanfil,

karabiber, zencefil, sarimsak vb otlar ve baharatlar sayilabilir (15).



2.4.1.2. Sentetik Antioksidanlar

Bunlar, sentetik olarak Gretilen ve serbest radikalleri yakalama ve zincirleme
reaksiyonu durdurma aktivitesine sahip ¢ok ¢esitli yapida olabilen, piyasada bulunanlarin
bazilar1 fenolik olan bilesiklerdir. Yaygin kullanilan sentetik antioksidanlar biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), propil galat (PG), tersiyer bditil
hidrokinon (TBHQ), metal kelatlayict EDTA ve nordihidroguaiaretik asit (NDGA) olarak
orneklenebilir (16).

2.4.1.3. Kinetik Olarak Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

a. Peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek zincir reaksiyonlari kirabilen zayif O-H
veya N-H baglari, fenol, naftol, hidrokinon, aromatik aminler ve aminofenoller

iceren antioksidanlar (15).

b. Alkil radikalleriyle reaksiyona girerek zincir reaksiyonlar1 kirabilen Kkininler,

nitronlar ve iminokinonlar gibi antioksidanlar (15).

c. Aromatik aminler, nitroksil radikalleri ve yapisindaki metal iyonunun yiik

degistirebildigi bilesikler gibi dongusel siirecleri sonlandiran antioksidanlar (15).
d. Sulfur, fosfit ve tiyofosfat benzeri hidroperoksit doniistiiren antioksidanlar (15).

e. Metali deaktive edici diaminler, hidroksil asitler ve iki islevli bilesikler gibi
antioksidanlar (15).

f. Fenolik grubun hidroperoksit ile peroksil radikalleri, sulfur grubu ile reaksiyona

girdigi fenolik sulfitler dahil birgok antioksidanin sinerjistik etkisi (15).
2.5. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi
2.5.1. Onleyici Mekanizma

Metabolizmanin drunleri olan H202, O2" ve OH" gibi ROSlarin ylksek seviyeleri
oksidatif strese neden olur. Organizmalar oksidatif stresin meydana getirdigi hasari
onlemek ve azaltmak icin gesitli antioksidan sistemlere sahiptirler. Protein yapidaki htcre
ici antioksidan enzimler, serbest radikal olusumunu veya artmasini engeller. SOD, CAT,
GPx, GR, GST, tioredoksin redlktaz ve hemeoksijenaz en islevsel olan antioksidan
enzimlerdir. SOD enzimleri stperoksit (O2°) radikalini H202’ye doniistiiriir. H202 da CAT
ve GPx enziminin katalizledigi reaksiyonlarla ve Fenton reaksiyonu ile suya doniistiirtiliir.

Bu sayede reaktif olan O2" ve H20:2 zararsiz suya doniistiiriilmiis olur (17).
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Metabolizma sirasinda olusan peroksitler GST ve GPx araciligiyla elimine edilir.
Glutatyon (GSH) / okside glutatyon (GSSG) orani, bilinen bir oksidatif stres indeksidir.
GRd (Glutatyon rediiktaz), GSH ve GSSG esdegerini diizenler. GRd’nin aktivitesi
sayesinde organizmadaki oksidasyon durumunu koruyan GSH konsantrasyonu ihtiyag
duyulan seviyelerde tutulmus olur. Oksidatif stresin bir¢cok hastaligin ilerlemesinde ve
klinik semptomlarm artmasinda rol oynadig1 bilinmektedir. Ornek olarak yakin zamanda
yapilan otistik ve kontrol gruplari ile yapilan karsilastirma calismalarinda, kontrol
hiicrelerine kiyasla GSH / GSSG oraninda bir diisiis ve otizmde serbest radikal
olusumunda bir artig oldugu gosterilmistir (17,18).

GPx hiicre sitolazmasinda bulunurken, CAT genellikle peroksizomlarla sinirlidir.
Serbest radikal hasarina karsi oldukga hassas olan beyinde GPx aktivitesi CAT aktivitesine
gore yedi kat daha fazla bulunmustur. Ayrica, CAT’in en yiksek seviyeleri, H202"nin

¢ogunun par¢alandig: karaciger, bobrek ve eritrositlerde gozlemlenmektedir (17).

Cesitli yollarla olusan H202 CAT ve GPx kataliziyle suya doniistiirtiliir. GPX iki
GSH molekiiltinden hidrojen alarak H20:'yi nétralize eder ve okside GSSG olusturur. Uriin
olan GSSG’den GR Kkataliziyle antioksidan iki GSH yeniden olusturulur. Enzimatik
antioksidan savunmanin temel bilesenlerinden CAT, H202'yi suya doniistiirerek zararsiz
hale getirir. Fenton reaksiyonu ile H202 ayrica ileri derecede reaktif olan OHe radikaline ve

sonrasinda Fe?*' nin Fe®* 'e oksidasyonu iizerinden suya déniistiiriiliir (17, 18).
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Sekil 1. Antioksidan enzim sistemi (17)



2.5.2. Serbest Radikal Temizleyiciler

Baskin bir hiicresel serbest radikal olan slperoksit (Oz¢ ), genellikle diisiik
konsantrasyonda antioksidanlarla baglantili olan ve peroksidatif siireglerdeki artisla
iligkilendirilen ¢ok sayida zararli degisiklige katkida bulunur. Oz 'in kendisi
biyomolekullere karsi ¢ok reaktif olmasa da, en reaktif radikaller arasinda yer alan OHe
Uretimine aracilik eder. Ayrica patojen 6ldiirme islemi sirasinda NADPH oksidaz enzimi
aracih@iyla fagositlerde bityiik miktarlarda H202, ONOO ve Oz¢ olusur. Bu tiirler ayrica

mitokondriyal solunumun bir yan drinadur (17).

Yenilebilir yaglarin bozulmasinin temel nedeni lipid oksidasyonudur. Olusan lipid
oksidasyon Urlnleri, yagin duyusal 6zelliklerini degistirerek ve besin degerlerini diisiirerek
yagin igeriginde bulundugu gida 0rinlnun kalitesini olumsuz etkiler. Oksidasyonla
bozulmus gidalar toksik bilesenler igerebilir ve sagligi olumsuz yonde etkileyebilirler.
Potansiyel olarak kalp-damar hastaliklari, kanser gibi ¢esitli hastaliklara ve erken
yaslanmaya neden olabilirler (18).

Cogu bitkisel yaglar iginde bulunan -3 ve diger doymamis yag asitleri, saglikli bir
diyetin temel bilesenleridirler. Ancak, ayni zamanda yapilarindaki reaktif gifte baglar
nedeniyle  peroksidasyona  duyarlidirlar. Gida isleme  endiistrisinde = BHA
(butilhidroksianisol), BHT (butilhidroksitoluen), TBHQ (tert-butilhidrokinon) gibi sentetik
antioksidanlar, dogal antioksidanlar, yagli bitki tohumlarindan ekstraktlar, bitkisel yaglar
biberiye, kekik, zeytin gibi sentetik antioksidanlarin kullanilmasi yaygin bir uygulama
olmasia ragmen atik kek 6zii, karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum
zeylanicum) gibi bitki 0Ozleri giderek daha popiler hale gelmektedir. Sentetik
antioksidanlar, toksik veya kanserojen, tahris edici ve enzim sentezi ve aktivitesi tizerinde
olumsuz bir saghk etkisine sahip olabilir. Ayrica ticari kullanilan BHA gibi sentetik
antioksidanlar nukleik asitlere baglanabilir, DNA'ya zarar verebilir ve sitotoksik veya
mutajenik aktivite gosterebilirler (17).

Gidalardaki lipitleri, oksidasyonun neden oldugu degisikliklerden korumak ig¢in
meyve isleme atiklarinin uygulanabilirligine iliskin 6nceki raporlar vardir. Meyve 6zlerinin
yuksek antioksidan aktivite gostermeleri, cogunlugu fenolik olan antioksidan bilesenlerinin
seviyesine ve yapilarma baghdir. Ornegin bir gida isleme atig1 olan elma 6zuniun birgok
degerli dogal antioksidan ve biyoaktif bilesik igerdigi bilinmektedir. Meyve suyu

Uretiminde presleme sonucu olusan atiklar, genellikle hayvan yemi veya gibre olarak
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kullanilmaktadir. Baz1 atiklar da et driinlerinin ve piring bazli krakerlerin kararliligini
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Meyveler fenolik antioksidan bilesikler agisindan
zengin degerli bir kaynaktir. Belirli bitkisel yaglar veya balik yaglar1 hayvan beslenmesi
icin kullanildiginda et veya siitteki yag asidi profilinde degisiklikler kolaylasabilir. Son
yillarda, CLA veya ®-3 asitleri artirma potansiyeline sahip yagh katki maddelerinin
kullanimina o6zellikle ilgi artmistir. Yapilan g¢alismalar, elma hamurunun oksijensiz
sartlarda depolanan numunelerdeki yaglarin kararliligini 6nemli o6l¢lide artirdigini
gostermistir. Bir arastirmada elma posasinin antioksidan aktivitesi, keten tohumu ve balik
yaglarinin  oksijensiz  kosullarda depolanmasinda dogal bir antioksidan olarak

degerlendirilebilecegi ortaya konmustur (17, 18).

Cesitli ¢alismalarda, antioksidanlarin farmasétikler, gida Ortnleri, kozmetikler ve
diger biyokimyasallar gibi {iriinlerin stabilitesini ve raf dmriinii artirabildigi gosterilmistir.
Bu amagclar i¢in antioksidanlar, ilaglarin iiretimlerinde ve formiilasyonlarinin
gelistirilmesinde giin gectikge daha popiiler hale gelmektedir. Fotoduyarl ilaglar, son
tirline kadar kullanimdan hafif koruma gerektirir. Fotokoruma, harici veya dahili koruma
yoluyla elde edilebilir. Dis koruma, radyasyonun, kapsiil ve tabletlerde oldugu gibi, uygun
ambalajlama veya kaplama kullanimi yoluyla formiilasyona ulagsmasini engeller.
Stabilizatorlerin eklenmesi ile dahili koruma saglanabilir. Bu maddeler radyasyonu ilaca
gore daha hizli absorbe edebilmeli veya fotoreaksiyonu baskilayarak etki edebilmelidir.
Bazen antioksidanlar hem stabilize edici etkileri hem de bazi biyolojik aktiviteleri ayni
anda veriyor. Bu nedenle birden fazla etkili bilesenlerin Uretilmesi ve bilesenlerin hedef
iiriin ortaminda gosterdigi biyoaktiviteyi belirleyen yeni yOntemlerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir (17, 18).

2.6. Antioksidan Testler
Iyonlarin transferine, ¢alisma tekniklerine ve substrata bagli olarak antioksidan

yontemler farkli sekillerde kategorize edilirler (18).
a. Hidrojen Atom Transferi yontemleri (HAT) (18, 19, 20)
i. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
i. Lipid peroksidasyon inhibisyon kapasitesi (LPIC)
ii. Toplam radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP)

iv. Engellenen oksijen alimi (I0C)
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V. Krosin agartma nitrik oksit radikal inhibisyon aktivitesi

Vi. P-NDA (p-butrisidunethyl anilin) ile hidroksil radikal temizleme

aktivitesi
vii.  H20:2 radikal stipirme
viii.  ABTS radikal stpiirme
IX. Alkali (SASA) ile stiper oksit radikal olusumunun temizlenmesi
b. Elektron Transfer yéntemleri (ET) (19, 20).
I. Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC)
ii. Renksizlestirme

iii. Ferrik azaltict antioksidan glic (FRAP)

iv. DPPH serbest radikal stiplirme
V. Bakar (II) azaltma kapasitesi
Vi. Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik igerik

vii. N, N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD)
c. Elektrokimyasal Teknikler (19)
i. Dongusel voltametri
ii. Amperometri
iii. Biyamperometri
d. Kromatografi (19)
I. Yiiksek performansli s1vi kromatografisi (HPLC Sistemi)
2.7. HPLC Sistemi ve On-line HPLC-Antioksidan Yontemler

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC), klasik kolon kromatografisinden
sabit faz partikil boyutunun kucultilmesi sayesinde tiiretilmistir ve bugiin analitik
kimyanin en onemli araglar1 arasinda yer almaktadir. HPLC’de amag, numunenin bir
cozeltisinin gbzenekli sabit faz iceren bir kolona enjekte edilmesi ve hareketli fazin
kolondan yiiksek basingta pompalanmasiyla bilesenlerin birbirinden ayrilmasidir.

Numunenin ayrilmasi, bilesenlerin sabit ve hareketli fazlar arasindaki etkilesim
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farkliligindan kaynaklanan go¢ oranlarindaki farkliliklara dayanmaktadir. Farkli bilesenler

etkilesim farkliligina bagl olarak, farkli zamanlarda kolondan ¢ikarlar (21).

Kromatografi, ilk olarak 1903 yilinda Rus botanik¢i M.S. Tswett tarafindan
uygulanmistir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi, sadece ugucu ve termal dayanikli
bilesenlerle sinirli olmayip ¢esitli boyutta ve polaritede bilesiklerin ayrilmasinda
kullanilabilir ve hareketli ve sabit fazlarin gesitliligi sayesinde gaz kromatografisinden
(GC) daha cok yonludir (21). Klasik sivi kromatografi (LC) teknigine kiyasla HPLC,
asagidaki ozellikleriyle karakterize edilir (21).

*Yksek ¢cozlinurluk.

* Kiigiik ¢apli (4,6 mm) kolonlar.

* Cok kiigiik (3, 5 ve 10 um gapli) sabit faz partikalleri.

* Yiksek giris basinciyla saglanan kontrolli hareketli faz akisi.

* Diigiik akis hizlarinda ¢aligabilen, ¢ok diisiik analit seviyelerinde sinyal olusturan

stirekli akis dedektorleri.
* Hizl1 analiz

HPLC analitik yontem gelistirme ve dogrulama islemleriyle, ilaclarin kesfi,
gelistirme ve tiretiminde yaygin karsilasilir. HPLC yontemleri ilag bilesenlerinin kimligini,
safligin1 ve etkinligini belirlemede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (22). Yodntem
gelistirme slrecinde dikkate alinmas1 gereken ¢ok sayida faktor vardir. ilk olarak analitin
fizikokimyasal 6zellikleri (pKa, log P, ¢oziiniirliik) hakkinda bilgi toplanir ve hangi tayin
yonteminin analiz i¢in uygun olacagi (6rnegin, UV kullanilmasi durumunda uygun dalga
boyu) belirlenir. Analitik gelistirme c¢abalarinin ¢ogu, kararliligi gosteren bir HPLC
yonteminin dogrulanmasina gider. HPLC yodntemi ana ila¢ aktif bilesenini, herhangi bir
reaksiyon karigimindaki bilesenleri, mevcut tum sentetik ara maddeleri ve herhangi bir

bozucu maddeyi ayirim sonrasi 6lgme amaciyla kullanilir (22).
Yontem gelistirmede yer alan adimlar genellikle sunlardir (22):
1. Analitin fizikokimyasal 6zelliklerinin tespiti
2. Uygun HPLC sartlarinin belirlenmesi

3. Uygun 0rnek ¢oziindiirme isleminin belirlenmesi
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4. Cesitli parametreler (polarite, akis hizi vs) agisindan yontem optimizasyonu
5. Yontemin gegerliliginin (validasyon) yapilmasi

Cevrimici (on-line) analitik kromatografi, farkli tiirler i¢in sundugu benzersiz
saglamhigl, yiiksek c¢oziinilirliigii ve 6zgiilliigii nedeniyle ¢evrimdist HPLC sisteminde
bulunan bu sinirlamalarin tistesinden gelir. Cevrimici HPLC, bilesen iiretim asamasinda
tirtin safligin1 gergek zamanli olarak 6lgmeye imkan saglar. Bu da operasyonel verimliligin
onemli Olcude artmasmi, 0Orin kalitesinde degiskenligin azalmasini, dolayisiyla da
otomasyon ve kontrol saglar.Cevrimi¢i uygulamalarin farmasotikler, kimyasallar ve
elektronikler dahil endustriyel streclerde genis c¢apta kullanmildigi goriilmektedir.
Literattrde farkli kromatografi modaliteleri i¢in ¢evrimi¢i HPLC kullanimini arastiran ¢ok
sayida vaka ¢alismasi da bulunmaktadir. Ek olarak, sirekli tretim durumunda, kritik kalite
Ozniteliginin (CQA) ¢evrimigi olarak izlenmesi bir 6n kosul olarak Urin Kkalitesini ve

tutarliligini saglamak amaciyla karsimiza ¢ikmaktadir (23).

Mobile phase

Injection port

[ ]
Column * |

Degasser l
DAD Detector

Pump PR . ..) . i .
5 DAD Chromatogram
é Ev ~

=", 4l

Reagent Solution . =~ " Reaction A ! : -
yringe Fump Coil : UV Chromatogram
: (FRAP)
UV Detector : - - ‘
' —
Waste UV Chromatogram
(ABTS or DPPH)

Sekil 2. On-line HPLC kolon sonrasi antioksidan ayirma sisteminin semasi (24)

Asagida bir online-HPLC-Antioksidan ¢alismanin sonuglarinin nasil olacagina dair

grubumuzda elde edilmis kromatogram ornekleri vardir.
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Sekil 3. Standart fenolik bilesik karisiminin ve Viburnum opulus suyunun on-line
HPLC-antioksidan analizleri (25)

2.8. DPPH Testi

Kararl bir serbest radikal olan DPPH- (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) koyu mor renkli
kristal bir toz seklinde bulunur. DPPH' nin laboratuvar arastirmalarinda karsilasilan iki ana
uygulamasi vardir. Bunlardan biri radikalleri igeren kimyasal reaksiyonlarin izlenmesidir,
digeri ve en dnemlisi de, alkolde mor renkli ¢ozeltinin renginin elektron transferiyle sari
renge dondiigii yaygin bir antioksidan yontemdir. Oda sicakliginda kat1 halde oldukca
kararli olan bu serbest radikal, ¢6zelti ortaminda antioksidan varliginda onunla reaksiyona
girerek indirgenme tiriinleri olusturarak renksiz veya agik sar1 renkli ¢Ozeltiye yol acar.
DPPH testi ile antioksidanlarin potansiyeli spektrofotometrik olarak kolay ve hizl bir yolla

belirlenir, bu yontemle kisa siirede ¢ok sayida 6rnegin aktivitesi belirlenebilir (26, 27, 28).
2.9. ABTS Testi

ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit)) enzimatik reaksiyon
kinetiginin arastirildig1 bazi1 biyokimyasal arastirmalarda kullanilan bir kKimyasaldir. Bunun
yaygin bir kullanimi, molekiillerin birbirine baglanip baglanmadigini tespit etmek ig¢in
enzime bagli immiinosorbent testinde (ELISA) kullanilir. Genellikle hidrojen peroksitle
birlikte (yaban turpu peroksidazi gibi enzimler igin) veya tek basina (lakkaz veya bilirubin

oksidaz gibi mavi ¢ok noktali oksidaz enzimleriyle) substrat olarak kullanilmaktadir.
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ABTS kullannmiyla peroksidazlarin reaksiyon Kinetiklerinin izlenmesi mimkin
olmaktadir. Bu sayede, H202 Ureten herhangi bir enzimatik reaksiyonun kinetigini dolayli
olarak incelemek ya da bir Ornekteki H202 seviyesini 0Olgmek amaciyla da
kullanilabilmektedir (29, 30).

ABTS testi, olusan serbest radikallerin kendine 0zgl kimyasal ozelliklerine
dayanarak, gida {riinlerinin antioksidan kapasitesini belirlemek icin yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ornegin, bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler, insan
viicudunda olusan serbest radikalleri bertaraf edebilir ve bu sayede serbest radikallerin
oksidatif zararini1 Onleyebilir. Bitki antioksidanlarinin bu kapasitesi ABTS yontemiyle
belirlenebilmektedir. Bitki o6ziitii veya gida diriiniinden elde edilen ekstrakt veya
stizuntunun antioksidan glicti ABTS testi ile spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. Bu
yontemin uygulandigi bir 6rnek hibiskis igeren Grlinlerin antioksidan aktivite analizi

tizerine yapilan ¢alismadir (30, 31).

2.10. Peroksinitrit Temizleme Testi

Peroksinitrit, biyolojik ortamlarda nitrik oksit ve siiperoksit radikalleri arasindaki
hizli reaksiyonla olusan ve radikal olmayan giiclii bir oksidandir. Peroksinitrit anyonu
nispeten kararli olmasina ragmen pH 7.4'te yaklagik bir saniye yar1 dmiirle ayrigan kararsiz
bir tir olan peroksinitroz aside hizla protonlanmakta. Peroksinitrit, azot dioksit, nitronyum
iyonu ve ¢esitli biyolojik molekiillere kars1 hidroksil radikal benzeri reaktiviteye sahip bir
ara Urtin dahil olmak lzere guclu reaktif tirlerin olugsmasina onciiliikk yapmakta, dolayisiyla

da biyomolekullerde énemli hasara sebep olabilmektedir (32, 33, 34).

Daha onceki ilgili ¢calismalarda ¢ok sayida komplikasyon vardir ve uygulanmasi
daha zor olan birka¢ adim goriilmiistiir ve bu yontem uygulanirken en iyi sonucu almak
icin ¢ok fazla 6nlem alinmasi gerekmektedir. Boslugu doldurmak icin, daha giivenilir ve
daha etkili bir ¢evrimi¢i yontem igeren yeni gelistirilmis bir yonteme ihtiyag vardir (35, 36,
37).

2.11. Ekstrakti Hazirlanan Bitki ve Ozellikleri
2.11.1. Kina (Lawsonia inermis)

Kina, Lawsonia inermis ad1 verilen bitkinin yapragindan elde edilen ve dogal boya

olarak kullanilan bir bitkidir. Bu yaprak 6zii, bir sanat formu olarak cilt lizerinde leke
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tiretmek icin kullanilir. Ekstraktin kalitesi iyiyse, leke birka¢ giin kalabilir ve bu da deriden

pul dokiilme ile yipranabilir.

Bitki o6zellikle Afrika, giney Asya ve Kuzey Avustralya'nin tropik, subtropik ve
yar1 kurak bolgelerinde gorulmektedir. Kinadan, naftokinon tiirevlerini (bas bilesen olan
lawsone) igeren ¢ok c¢esitli kimyasal bilesenler izole edilmistir ve yapraklardaki
renklendirici maddeler, fenolik ttirevler, kumarinler, ksantonlar, tanenler, flavonoidler,
alifatik bilesenler, triterpenler, steroller ve glikoz, gallik asit, amino asitler, mannitol, eser

elementler ve mineraller gibi diger kimyasal bilesenlerin tespiti yapilmustir.

Tibbi bir bitki olarak kina, halk ilact olarak biiziicii, hipotansif, yatistiric1 olarak ve
bas agrisi, sarilik ve ciizam hastaligina karsi etkisi nedeniyle kullanilmaktatir. Kina
yapraklarinin ayrica bazi cilt hastaliklar, ziihrevi hastaliklar, ¢icek hastaligi ve
spermatorrhea tedavisinde de kullanildigi bildirilmistir. Gii¢lendirilmis tohumlarin
dizanteri ve karaciger rahatsizliklarina karsi etkili oldugu gosterilmistir. Kabuk, yaniklar,
sarilik, dalak biliylimesi, dis tasi, clizzam ve cilt bozukluklar1 gibi ¢esitli durumlarda
kullanilir. Kok, bel soguklugu, uguk enfeksiyonu, agrili gozler, diisiik yapma ve bazi sinir
bozukluklarinin tedavisinde gii¢lii bir ila¢ olarak kabul edildi. Tohumlar karaciger
rahatsizliklari1  hafifletebildiginden, diger bitkilerin kisimlarinin  yan etkilerinden

koruyucu etkileri arastirma konusudur.

190 derecelik bir erime noktasina sahip bir 2-hidroksi-1,4 naftakinon olan lawsone,
kinadaki ana renkli ajandir. Gallik asit, glukoz, mannitol, lipidler, recine, musilaj ve eser
miktarda alkaloid, lawson'a ek olarak bulunan diger bilesenler arasindadir. Yapraklardan
eterde ve alkolde coziinebilen kinatanik asit ve zeytinyagi yesili regine iretilmektedir.
Glikozitler, fitosterol, tanenler, steroidal bilesikler ve flavonoidlere ek olarak, L. inermis
yaprak 0ziitii ayrica birka¢ fitokimyasal icerir. Alkollii ve sulu ekstraktlarda alkaloidler,
lipidler, sabit yaglar, saponinler, fitosteroller, proteinler, ugucu yaglar ve amino asitler
eksikti, ancak sakizlar, glikozitler, fenolik bilesikler, tanenler, miisilaj ve karbonhidratlar
o6nemli miktarlarda bulunmaktadir. L. inermis'in toprakistl kisminin kimyasal yapisi nicel
olarak analiz edilmektedir ve degerlendirilmektedir. Kina etil asetat ekstrakti diger
fitokimyasallarla karsilastirildiginda, toplam flavonoid seviyesinin daha yiiksek oldugu
goriilmiigtiir.  Bu  bitki  6zunun antioksidan Ozellikleri, flavonoidlerin varligi ile
aciklanmaktadir. Etanol ekstraktinda daha fazla antosiyanin bildirilmistir. Etanol, sicak su

ve etil asetat Ozleri dahil olmak (izere her 6zde tanenler bulunan L. inermis bitkisi,
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geleneksel tipta romatizma, bronsit, hemoroid, 6dem, adet diizensizlikleri ve hatta sarilik,
clizzam, rahatsizlik, dalak biiytimesi, dizanteri, cilt sorunlar1 dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli

rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in kullanimaktadir.

Ek olarak, kina biiziicii ve hemostatik 6zelliklerin yani sira hipotansif, kardiyo-
engelleyici ve yatistirict 6zelliklere sahiptir. Kinanin ayrica hipoglisemik, iltihap onleyici,
kanser Onleyici ve antioksidan Ozellikler de dahil olmak iizere baska niteliklere sahip
oldugu soylenir. Ayrica hepatoprotektif ve tiiberkiilostatik etkileri vardir. L. inermis bitkisi
geleneksel tipta romatizma, adet diizensizlikleri, 6dem, bronsit ve hatta hemoroid, cilt
rahatsizliklari, sarilik, ciizzam, dizanteri ve dalak biiyiimesi gibi ¢ok cesitli hastaliklari
tedavi etmek icin kullanilmaktadir. Kina ayrica yatistiric1 6zelliklere sahiptir. EK olarak,
kina antioksidanlar, bagisiklik uyaricilar, tiiberkiilostatik, hipoglisemik, kanser dnleyici,
hepatoprotektif ve anti-enflamatuar olanlar gibi bir dizi baska nitelige sahip bilesenlere

sahiptir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Bu tezde kullanilan deney aletlerinin tiimii, proje i¢in arastirmada kullanildiklari
Karadeniz Teknik Universitesi laboratuvarlarindan alimistir. Kullanilan cihazlar ve elde

edildikleri firmalarmn isimleri agagidaki belgenin Tablo 2' inde belirtilmistir:

Tablo 2. Kullanilan cihaz ve malzemelerin listesi

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Marka

HPLC (Yiiksek Performansl Sivi Agilent 1100 Series Degasser (Gaz giderici)

Kromatografisi)

Kolon

Mikro filtre

Manyetik Karistirici ve Isitici

Otomatik pipet

Santrifuj
Plastik kiivet

Slizge¢ kagidi

Siringa

Siringa pompast
Termometre

UV-Vis Spektrofotometre
Ultrasonik banyo
Vorteks karistirici
Hassas Terazi

Derin dondurucu (-18°C)
Ceker ocak

Pastor pipet

Agilent 1100 Series Quad Pump (Dértlii Pompa)

Agilent 1100 Series VWD (Ultra Viyole
dedektor)

Agilent 1200 Series DAD (Diyot serili dedektor)

C18, Hichrom (250 mm * 4,6 mm i.d., 5 um
partikil)

RC

Heidolph/MR 3001 K Hei-standard
Gilson (10-100 pL) & (100-1000 pL) &
(1000-5000 pL)

Universal 320 R Hettich/Zentrifugen

LP ITALIANA SPA Via C. Reale 15/4
20157 Milano/ ITALIA

Whatman™ Cat No 1093 125
Hsw Norm-Ject 2-Part (20 mL) & (50 mL)
Goldman syringe pump
ISOLAB

ATI Unicam UV?2

Bandelin

IKA® Vortex Genius 3
Mettler Toledo MS204
Vestel

TEZ-SAN

ISOLAB
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3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3, c¢alismada kullanilan bilesiklerin ve ¢oziiciilerin yani sira bunlari

aragtirmacilara saglayan firmalarin bir listesini icermektedir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal adi Uretici firma
Asetonitril (HPLC grade) Sigma-Aldrich
Asetik Asit (HPLC grade) Carlo Erba
Gallik Asit Sigma- Aldrich
Askorbik Asit Sigma- Aldrich
Dibdtilhidroksitoluen (BHT) Sigma- Aldrich
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma- Aldrich
Metanol (HPLC grade) Merck

Kafeik Asit Sigma- Aldrich
Katesin Sigma- Aldrich
Troloks Sigma-Aldrich
Su (HPLC grade) Millipore
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3.3. Calismada Kullanmilan Substratlar ve Antioksidanlarin Molekiil Sekilleri
Substratin molekiiler yapisi ve antioksidanlar asagidaki Tablo 4'te gosterilmektedir.

Tablo 4. Kullanilan antioksidanlarin yapisi

Substratlar Antioksidanlar

OH O OH

HO
OH

HO OH
OH

Katesin Gallik asit

HO O
OH
O
Troloks Askorbik asit
O
HO
X OH
HO
Kafeik asit

OH

Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
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3.4. Bitki Toplanmasi ve Ekstraktinin Hazirlanisi

Bu caligmada kullanilan numunenin sec¢imi literatiir taramasina ve potansiyel
antioksidan aktiviteye gore yapilmistir. Numune Oncelikle yerel manavdan alindi ve
numunede antioksidanlar zaten mevcut oldugu icin numune dogrudan kullanild. {lk énce 5
g numune tartildi ve daha sonra numune, konik bir sisede 50 mL saf su i¢inde ¢Ozuldi.
Daha sonra balon aliiminyum folyo ile kaplandi ve bir sonraki adim igin parafilm ile
kapatildi. Daha sonra karisim manyetik karistiriciya yerlestirildi. 3 saat boyunca
karistirildiktan sonra karigim 5200 rpm'de 30 dakika santrifiijlendi. Santrifiijleme sirasinda
kat1 faz, santrifijj tlipliniin i¢indeki s1v1 fazin altinda ¢oktiiriildii. S1v1 faz, ¢oken numunenin
stviya geri donmemesi i¢in ¢ok dikkatli bir sekilde toplandi. Sivi ¢6zelti toplandiktan sonra
filtre kagidindan siiziildii ve birincil siizme isleminden sonra siiziilen ¢ozeltinin seffaflig
ciplak gozle kontrol edildi. Numune yeterince seffaf olmadigi i¢in, soliisyon daha sonraki
deneyler i¢in HPLC makinesinde kullanildigindan istenmeyen c¢oziinmeyen bilesenleri
¢ikarmak igin soliisyon 0,45 ve 0,20 mikronluk siringa ucu filtrelerden gegirildi. Stizme
isleminden sonra numune mikro tupte toplandi ve daha sonraki deneyler i¢in buzdolabinin

dondurucu kisminda -18 °C’de saklandi.
3.5. HPLC-DAD-UV Kosullar:

Bu c¢aligmada, dort farkli ¢ozlcl sistem pompasina sahip Agilent 1100 Serisi
pompa, bir ultraviyole dedektorii (1100 Serisi) ve 1200 Serisi Diyot Dizi Dedektori
(DAD) iceren HPLC sistemi ile tim deney ve analizler yapilmistir. Makinenin
performansimn1 kontrol etmek ve verileri elde etmek i¢in kullanilan uygulama sistemi
“Chem Station”dir. Bu program Agilent Technologies Ltd. tarafindan saglanmistir. TUm
HPLC analizlerinde ters faz Hichrom C18 kolonu (250 mm x 4.6 mm; 5 um partikil; UK)
kullanilmig, analizler 25 °C’de yapilmistir. Numune enjeksiyonu igin Hamilton siringa
kullanilmistir. Siringanin hacmi 25 pL idi. Analiz sirasinda enjekte edilen toplam numune

miktar1 analiz i¢in yeterli olan 20 puL'dir.

Deneylere baslamak igin, tiim pargalarin diizgiin ¢alisip calismadigi uygulama ile
tim siire¢ kontrol edildi. Onayin ardindan sistem uygulama ile ¢alistirildi. Daha sonra
¢oziciiler tiim sistemden gecirilmis ve HPLC-UV-DAD sistemine uygun olacak uygun
pikin elde edilmesi igin tiim siire¢ i¢in bir yontem gelistirilmistir. Yontem 30 dakikalik
¢cozlcu sistemi ile gelistirilmistir. Bu gelistirilmis ¢0zci sistemi, mimkin olan en iyi

sonuclar1 elde etmek i¢in hem standart numuneler hem de ekstraktlar i¢in kullanildi.
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Her numune enjeksiyonu ve analizinden sonra, bir ©nceki numunenin

temizlenebilmesi i¢in 10 dakikalik bir temizleme islemi uygulanmistir.

3.6. HPLC Cozelti Sistemi ve Hazirlamislar:

Bu tezin deneylerinde kullanilan soliisyonlar hazirlanis1 Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. HPLC sisteminde kullanilan ¢6ziictlerin listesi

Cozelti Cozelti Igerigi Hazirlanisi

A %2’lik CH3COOH-Saf Su 2 mL CH3COOH (%99.5’lik),
98 mL saf su ile karistirilarak
100 mL ¢ozelti hazirlandi.

B %0.5 CH3COOH-Asetonitril-Saf Su 0.5 mL CH3COOH
(1:1) (%99.5°1ik), 49.75 mL
Asetonitril ve 49.75 mL Saf
Su ile karigtirllarak 100 mL
cozelti hazirlandu.

C %100 Asetonitril Hazirlik igin sadece
Acitonitril ¢ekilmistir.

Analiz sirasinda, solvent A'nin %90', solvent B'nin %10'u ¢alistirild1 ve solvent C,
baslangigta %0 olarak kald1 ve 10. dakikaya kadar devam etti. 11. dakikada karisim orani,
%30 solvent A ve %70 solvent B olacak sekilde degistirildi. Solvent C, %0 olarak kaldu.
Karisim 20. dakikada tekrar %20 solvent A ve %80 solvent B ile degistirildi ve sonraki
%10 solvent A ve %90 solvent B 25. dakikada degistirildi. Bu zamana kadar Solvent C %0
olarak kaldi. 27. ila 29. dakikada karisim, %20 Coziicii B ve %80 ¢oziicii C olarak
degistirildi. Bu siire boyunca ¢6ziicii A'nin orant %0 olarak kaldi. 30. dakikada ¢oziicii

karisiminin oran1 %90 ¢oziicii A, %10 ¢oziicli B ve %0 ¢oziicii C olarak degistirildi.

Analizden sonra, 6nceki numunenin bir sonraki numuneyle kesintiye ugramamasi
i¢in kolonu bagka bir analiz yapmak {izere 10 dakikalik temizleme prosediri gelistirildi.
Temizleme islemi sirasinda, baslangicta %90 solvent A ve %10 solvent B. 2. dakikada

karisim %20 solvent A ve %80 solvent C olarak degistirildi. Bu karisim 6. dakikaya kadar
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devam ettirildi. Daha sonra 7. dakikada karisim %10 solvent A ve %90 solvent C ile
degistirildi ve 9. dakikaya kadar devam edildi. Bu siire boyunca solvent B %0 olarak kaldi.
Sonunda karigim tekrar baslangigtaki bilesim olan %90 solvent A, %10 solvent B ve %0

solvent C’ye déndaralda.
3.7. Gelistirilen Yeni Yontem

Yeni yontem, analitin bir substrat varliginda antioksidan (substrati oksidasyondan
koruyucu) aktivitesini belirlemek igin gelistirilmistir. Y6ntem, substrat (S), antioksidan (A)
ve DPPH (D) olmak {izere ii¢ bilesen icerir. Substratin korunmasini saglamak ig¢in

antioksidan miktar1 da arastirildu.

Bu caligma i¢in uygun substratlarin ve antioksidanlarin se¢imi ilk gereklilikti. Ve
ayn1 anda farkli antioksidanlar ve antioksidan aktivite igerebilecek molekiiller kullanilarak
yapilmistir. Bu amacla, birkag bilesenle cesitli testler yapilmis ve birkag bilesenle analizler
yapilmistir. DPPH mevcudiyetinde kimyasal 6zellikler ve antioksidan aktiviteler arasinda,
katesin ve Troloks daha ileri ¢alismalar i¢in substrat olarak seg¢ilmistir. Substrat se¢imi,

kimyasal konfigiirasyonlarin sonucuna ve testlerden elde edilen bulgulara gore yapildi.

3.7.1. DPPH'den Farkh Antioksidanlarm Varhginda Substrat Korumasin

Gozlemlenmesi

Substratlarin  DPPH'den korunmasimi gozlemlemek i¢in farkli antioksidanlar
kullanilir. Antioksidanlar, DPPH mevcudiyetinde substratlar agisindan oldukga giicliidiir.
Bu deneylerin odak noktasi, DPPH varliginda her iki substrat icin belirli bir koruma

konsantrasyonu bulmakti. Bu spesifik konsantrasyonun se¢imi asagida aciklanmaistir.
3.7.1.1. Gallik Asit

Guclh antioksidanlardan biri olan Galik Asit bu surecte birincil antioksidan olarak
kullanilmistir. Bu antioksidan, substratlarin DPPH'den gerg¢ek korumasini kontrol etmek
icin farkli konsantrasyonlarda kullanilir. Bu islemde kullanilan ¢6ziicii, daha once
tartisildigi gibi metanoldiir. Bu antioksidanlarin Troloks (200 pM) ve Katesin (400 pM)
gibi her iki substrat iizerinde kullanim1 ayni yontemle yapilmistir. Ug¢ reaktam ekleme
strast su siradaydi: birincisi, substrat veya substratin solventi; ikincisi, antioksidan veya
antioksidanin ¢oziiciisli; ve {giincisiu, DPPH veya DPPH'nin ¢0zucisu. Daha 6nce

tartisildig1 gibi, tiim siire¢ igin ortak ¢oziici, Metanol kullanildi. inkiibasyon siiresi,
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reaktanlarin eklenmesinden sonra 1 saat veya 60 dakika olmustur. Oda kosullar1 25°C'de

tutuldu.

Katesin i¢in, katesin 285 nm'de Olciildiigii icin HPLC sisteminin durumu
degistirilir. A, B ve C gibi mobil fazdaki ii¢ ¢oziicii kontrol edildi ve siirekli akis i¢in her
zaman muhafaza edildi. Akis hiz1 0.7 mL/dk'ya ayarlandi. HPLC makinesi, glivenlik i¢in
siirekli olarak kontrol edildi ve kontrol edildi. Ik reaktanlar, reaktan kabina sirayla ilave
edildi ve daha sonra reaksiyonu tamamlamak i¢in karanlik bir yerde 1 saat inkiibe edildi.
Tepkimeye girenlerin eklenmesi igin 6nce katesin, ardindan Galik Asit ve son olarak da her
birinin 1 ml miktarinda DPPH eklendi. ihtiyaca gore, alt tabakanin tamamen korundugu ilk
alt tabaka numunesi. Bu reaksiyon kabina, 1 mL substrat ¢ézeltisi, 1 mL Galik Asit
(metanol) ¢dziiciisii ve 1 mL DPPH (metanol) ¢dziiciisii ilave edildi. Inkiibasyon 1 saat
siireyle yapilmustir. Inkiibasyondan sonra numuneyi analiz etmek icin numuneden 20 pL
enjekte edildi. HPLC yontemi daha dnce belirtildigi gibi ve analiz buna gore 30 dakika
boyunca yapildi. Her analizden sonra yaklagik 10 dakika siiren temizleme islemi
yapilmistir. Analiz edilen numunenin verileri daha fazla analiz i¢in belgelendi. Verilerin
kesin ve dogru oldugundan emin olmak i¢in analiz tekrarlandi. Ilk numuneden sonug
alindiktan sonra, reaktanlarda degisiklikler yapildi. Bu analizde, reaktanlarin dizisindeki
ekleme ve miktarlar ayniydi. Ancak substratin DPPH'den korunmasini gozlemlemek igin
cozlculeri yerine DPPH ve Galik Asit kullanildi. Galik asit, 1 pM, 20 uM, 50 uM, 100
MM, 300 puM ve 500 pM gibi farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Katesin ve DPPH
konsantrasyonlar1 buna gére 200 uM ve 1000 pM idi. Her numune analizinden sonra
temizleme prosediirii yapilmistir. Bu temizleme prosediirli, yeni numuneyle etkilesime
girebilecek kolondaki 6nceki numunenin ¢ikarilmasini dogruladi. Toplanan veriler daha
sonra DPPH varliginda Galik Asitli Katesin i¢in koruma konsantrasyonunu belirlemek

Uzere daha fazla analiz icin kaydedilir.

Troloks icin, HPLC sisteminin tespiti, denemelerden Troloks'un zirvesinin
gozlemlendigi 290 nm olarak degistirildi. HPLC sisteminde mobil faz olarak solvent A, B
ve C kullanildi. Mobil faz akis hiz1 0.7 mL/dak olarak kullanildi. Bu, bu tip HPLC sistemi
icin optimum akis hizidir. Reaktanlar, substrat, antioksidan ve DPPH sirasina gore
reaksiyon kabina ilave edildi. Inkiibasyon siiresi 1 saat olup reaksiyonun tamamlanmasi
i¢in karanlikta tutulmustur. Analizin siirekli ve es zamanli olmasi i¢in numunenin

hazirlanmasi es zamanli olarak yapilmistir. Substratin pik alanini bilmek ve gdézlemlemek
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icin 1 mL Troloks ¢0zeltisi ilave edildi ve Galik Asit ve DPPH'ye gore her iki maddenin
¢oziiciisii, metanol 1 mL'de eklendi. BOylece reaksiyon kabindaki analitin toplam hacmi 3
mL olmustur. Inkiibasyondan sonra pik alan1 6lciildii ve veriler daha fazla analiz icin
kaydedildi. Deney, tiim numuneler i¢in paralel ve ayni1 anda yapildi. Daha 6nce tartigildigt
gibi, numune etkilesimlerini 6nlemek i¢in numunenin her analizi ve enjeksiyonundan sonra
temizleme iglemi ayni anda yapildi ve temizleme prosediirii genellikle 10 dakika siirer.
Analiz ve temizleme islemi sirasinda akis hiz1 0.7 mL/dk olarak ayni kalmistir. Pik alan1 ve
bu substratin verileri alindiktan sonra, substratin DPPH'den korunmasini gézlemlemek i¢in
farkli antioksidan konsantrasyonlart kullanildi. Galik Asidin farkli konsantrasyonlar1 10
uM, 20 uM, 50 pM, 100 pM, 300 puM, 500 uM, 600 uM, 800 pM, 1000 puM, 1200 puM,
1500 pM ve 2000 pM idi. Galik Asidin farkli konsantrasyonlarinda substratin pik alanlari,
daha fazla analiz icin kaydedildi. Tim analizler en az ¢ift paralelli olarak yapilmigtir. Tiim
analitik siire¢ boyunca oda sicaklig1 kontrol edildi ve 25 °C'ye ayarlandi. Analizden sonra,
numunenin kolondan tamamen c¢ikarildigini dogrulamak i¢in temizleme prosediirii

tekrarlandi. Temizleme siireci, siire¢ cok dnemli oldugu icin bu sekilde tasarlanmaistir.
3.7.1.2. Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen veya BHT, potansiyel antioksidanlardan ve tiim
deneylerdeki énemli antioksidanlardan biridir. Bu biitillenmis hidroksitoluen, katesin (400
HUM) ve Troloks (200 pM) gibi her iki substratin DPPH'ye (1000 uM) kars1 korumasini
gozlemlemek igin farkli konsantrasyonlarda kullanildi. Tepkime maddelerinin reaksiyon
kabina eklenmesi, 6nce substrat (katesin veya Troloks), ardindan antioksidan (Biitillenmis
hidroksitoluen) ve son olarak DPPH gibi oncekiyle ayniydi. Karistirma isleminden sonra
reaksiyonun tamamlanmasi igin 1 saat karanlikta inkiibasyon yapildi. TUm prosedir

sirasinda oda sicakligi 25°C'de sabit tutuldu. Analitik prosediir asagida verilmistir.

Katesin i¢in HPLC sistemi korunur ve kontrol edilir ve algilama sisteminin dalga
boyu 285 nm'de tutulur. Sofistike ve ¢ok hassas bir sistem olmasi nedeniyle, HPLC
makinesi her zaman gozetim altindaydi ve solvent sistemi her zaman kontrol altindaydi.
Solvent sistemi, Solvent A, B ve C gibi ii¢ farkli solventten olusur. Solvent karisimi daha
once tartisilmisti. Analiz sirasinda ¢oziiclintin orani, HPLC sistemindeki program yazilimi
tarafindan sabitlenen farkli seviyelerde karistirilir. {lk numune, substratin pik alanim
gozlemlemek icin analiz edilen substrat, Katesin'di. ilk numune sadece substrat ile

hazirlandi ve BHT ve DPPH'nin ¢oziiciisii, 6rnegin metanol ayni miktarda kullanildi.
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Numune, 1 mL katesin ve BHT ve DPPH'nin ¢6ziiciisii olan 2 mL metanol ile hazirlandi.
Tepkime maddeleri, tepkime kabina sirasiyla once substrat, ardindan antioksidan ve son
olarak DPPH gibi sirayla ilave edildi. Reaksiyon kabi daha sonra 1 saat inkiibe edildi ve
reaksiyonun tamamlanmasi icin karanhk bir yere yerlestirildi. inkiibasyondan sonra,
numune calistirildt ve analizde bulunan veriler daha fazla analiz ve yorumlama igin
kaydedildi. Deney, substratin kesin pik alanini elde etmek igin paralel olarak yapildi.
Numunenin her analizinden sonra, numuneler arasindaki etkilesimi Onlemek icin
temizleme prosediirii 10 dakika siireyle calistirildi. Substratin pik alam1 gdézlemlendikten
sonra, diger numune farkli konsantrasyonlarda Biitillenmis hidroksitoluen ile hazirlandi.
Kullanilan konsantrasyonlar 10 pM, 100 pM, 500 pM, 1000 pM, 2000 pM, 3000 pM,
4000 pM ve 6000 UM idi. Substratin pik alanlarindan elde edilen veriler ileri analizler i¢in
kaydedilmistir. Tiim analizler paralel olarak yapildi ve daha sonraki analizler i¢in ortalama
deger kullamldi. Islem sirasinda, HPLC sistemindeki ¢oziiciilerin akis hiz1 0.7 mL/dK’idi

ve bu hem bol bol analizi hem de temizleme islemi i¢in sabitti.

Troloks i¢in HPLC sisteminin algilama sistemi 290 nm'ye ayarlandi ve analiz
sirasinda sistem siirekli olarak kontrol edildi. Ug farkli ¢dziicii karistmindan olusan bu
analizde ayn1 ¢oziicii sistemi kullanilmis ve ¢dziicii karigiminin hazirlanisi daha 6nce ele
almmugtir. Coziiclilerin orani, yazilim sisteminde tanimlandi ve belirli bir zamanda
programlanmis bir sira ile ¢alistirildi. Birinci numunenin hazirlanmasi i¢in, reaktanlarin
eklenme sirasi tartisilanla ayniydi. Substratin pik alanin1 gézlemlemek igin, 1 mL substrat,
Troloks'un eklendigi ve 1 mL Biitillenmis hidroksitoluen solventi ve son olarak 1 mL
DPPH solventinin reaksiyon kabina eklendigi anlamima gelir. Bundan sonra reaksiyon
kabi, inkiibasyon ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in karanliga yerlestirildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra HPLC makinesine 20 pL. numune enjekte edildi ve sonraki 30
dakika beklendi. Analizin ardindan 10 dakikada temizlik islemi yapilacaktir. Bu siire
zarfinda, tiim analizler paralel olarak yapildigindan bir sonraki numune hazirlanir ve
Troloks'un DPPH'ye karsi korumasini goézlemlemek igin farkli konsantrasyonlarda
Biitillenmis hidroksitoluen ile isleme devam edilir. Analizde kullanilan Biitillenmis
hidroksitoluenin farkli konsantrasyonlar1 1 pM, 10 uM, 20 pM, 50 uM, 100 uM, 300 pM,
500 puM, 800 puM, 1000 puM, 2000 uM ve 3000 puM'dir. Tum analizler paralel olarak
yapilmis ve analizden elde edilen verilerin ortalamasi alinmis ve sonraki analizler i¢in

kaydedilmistir. Numunenin her analizinden sonra HPLC sisteminin kolon ve tiiplerinde bir
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onceki numunenin uzaklastirilmasint saglamak i¢in 10 dakikalik bir temizleme islemi

yapilmistir.
3.7.1.3. Askorbik Asit

Guclt bir antioksidan olan Askorbik asit, normalde narenciye meyvelerinde
bulunan ve dogal olarak olusan iyi bilinen bir maddedir. Bu deneyde askorbik asit, Katesin
ve Troloks gibi substratlarin korunmasi igin DPPH'ye karsi farkli konsantrasyonlarda
kullanilir. Her iki substratin konsantrasyonu daha 6nce tartisilan yonteme gore farkliydi ve
konsantrasyonlar Troloks 200 uM ve Katesin 400 uM icindir. Bu deney bdlimiinde
reaksiyon, substrat, antioksidan ve oksitleyici ajan DPPH eklenerek yapilir. Reaktantlar
kap igerisine eklendikten sonra reaksiyon kabi parafilm ile kapatilarak karanlik ortamda 1
saat inkiibe edildi. Deney sirasinda oda sicakligi paraya gevrildi ve 25°C'de tutuldu.

Deneyin ayrintili prosediirii asagida tartisilmaktadir.

Katesin i¢in solvent A, B ve C'nin bakimlar1 yapilarak yerine getirilip getirilmedigi
kontrol edildi ve tiim sistem herhangi bir kagcak veya hataya karsi kontrol edildi. Hat
kontrolii ve diger giivenlik konularindan onay alindiktan sonra, HPLC sistemi yazilim
sistemi tarafindan izlendi ve ¢alistirildi. Katesin i¢cin HPLC sistemi uygun sekilde kontrol
edildi ve tespit sistemi 285 nm'ye kaydirildi. Deney uzun bir siire devam edeceginden ve
hem fiziksel hem de yazilim igin siirekli parasallagtirma gerektireceginden ve ¢ozlculer
(A.B ve C) stirekli kontrol altinda tutularak deneyde herhangi bir kesinti ve kabarcik
olugmasi Onlenir. tiipler. Coziiclilerin karigimi zaten tartisilmist: ve temizlemenin yani sira
analiz amaciyla programlanmis yazilima kuruldu. Analiz i¢in, minimum antioksidan
miktarinin randomize edilebilmesi icin zirveyi gézlemlemek icin dnce kontrol edilen ilk
numune. Birinci 6rnegin hazirlanmasi sirasinda sadece substrat (I mL katesin soliisyonu)
ile birlikte antioksidan ¢6zlcl (1 mL metanol) ve DPPH ¢06ziicist (1 mL metanol) ayn
miktarda kullanildi. Bilesenler ilave edildikten sonra numune vortekslenir ve aliiminyum
folyo ile kapatilir ve 1 saat inkiibe edilir. Reaksiyona giren baska bilesenler olmadigindan,
numune inkiibasyon olmadan analiz edilebilir. inkiibasyon siiresinden sonra numune (20
nL) kolonda analiz edilen sistemdeki spesifik enjektorden enjekte edilerek calistirildi.
Analizden sonra, veriler kontrol edildi ve daha sonraki analizler i¢in not edildi. Islemin
hassasiyetleri icin iglem paralel olarak yapilmistir. Substratin  kesin pikinin
dogrulanmasindan sonra, deney bir sonraki adima gecildi. Bu adimda, substratin

korumasini kontrol etmek i¢in antioksidan farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Her
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numunenin analizinden sonra, bir 6nceki numune kalintisinin bir sonraki numunenin
analizinde kesintiye ugramamasi ig¢in temizleme islemi yapilmistir. Bu temizleme
prosediirii daha once tartisildigi gibi programlanmistir ve bu islem i¢in gereken siire 10
dakikadir. Bu islem sirasinda, tiim numune analiti hem kolondan hem de HPLC sisteminin
tiipiinden tamamen ¢ikarildi. Ilk numune verileri toplandiktan sonra, DPPH'ye kars:
korumay1 gozlemlemek icin Askorbik asidin farkli konsantrasyonlarda kullanildigi bir
sonraki numune hazirlandi. Askorbik asidin kullanilan konsantrasyonlar1 50 uM, 100 uM
idi. 300 uM, 500 pM, 1000 pM ve 2000 pM. tiim numuneler daha 6nce tartigilan yonteme
gore hazirlandi ve tiim analizler kesinlik igin paralel olarak yapildi. Numunelerde istenen

pik elde edildikten sonra, veriler kaydedildi ve sonraki analizler i¢in saklandi.

Troloks i¢in HPLC sistemi yeniden yapilandirildi. Substrat algilama amaci igin
farkli dalga boyu gerektirdiginden. Dalga boyu, daha once tartigilan 290 nm'ye kaydirilir.
Sistem cok sofistike oldugundan ve islemde kullanilan sicakliga ve solvente karsi hassas
oldugundan, siirekli kontrol altindaydi ve temizleme islemi diizgiin bir sekilde yapildi.
Deneyin bu boliimiinde, ¢dziiciiler yontem ile aymidir. A, B ve C gibi ¢oziicliler zaten
tartisilmisti ve bu c¢oziiclilerin kombinasyonu, siirekli sistem c¢aligmasi ic¢in yazilim
sistemine zaten konmustu. Numune ¢alistirmadan dnce sistem, tiipleri kontrol etmek icin
belirli bir siire ¢alistirild1 ve sistemdeki analite veya sistemdeki diger parcalara miidahale
edebilecek kabarcik veya baska herhangi bir bilesigin varligini kontrol etmek i¢in sonuna
kadar caligtirildi. Analiz i¢in, 1 mL substrat ve diger reaktantlara 1 mL antioksidanlarin
¢cozlcusl (metanol) ve 1 mL DPPH c¢ozicusi (metanol) eklenerek birinci numune
hazirlandi. Bu reaktanlar1 reaksiyon kabina ekledikten sonra, reaksiyon kabi normal olarak
karanlik bir yerde inkiibe edildi, ancak ilk numune i¢in sadece bir reaktan vardi, bu nedenle
substratin pik alanini kontrol etmek i¢in hemen analiz edildi. Substrat zirvesi digerleri i¢in
hemen hemen ayni olmasina ragmen, kesin sonuclar i¢in her antioksidan i¢in her seferinde
kontrol edildi. Inkiibasyondan sonra, numune yaklasik 20 uL olan enjeksiyon yoluyla
toplandi. 30 dakika sonra analiz uygun sekilde yapildi ve analitin pik yaptig1 gdzlendi.
Analiz paralel olarak yapildigindan ve kesin sonucu verecek olan pikin ortalamasi
alinmaktadir. Ayrica, veriler onceki veri kiimeleriyle karsilastirmada, farki ve diger
sonuglar1 da gdzlemlemek igin kullamlmustir. {lk numunenin analizinden sonra, HPLC
sistemi 10 dakika boyunca programlanmis temizleme modiilii tarafindan temizlendi ve
onceki analitin karismamasi i¢in kolonun yani sira tiiplerin toplam temizligi i¢in temizleme

islemi siirekli olarak kontrol edildi. yeni 6rnek Bu siire zarfinda bir sonraki numune
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hazirlanir. Numunenin hazirlanmasi i¢in reaksiyon kabina 1 mL Askorbik asit ile birlikte 1
mL Troloks ve 1 mL DPPH alinmustir. Ilki, 2000 UM Askorbik asit ile yapild1 ve
reaksiyon, tartigildig1 gibi inkiibasyonda 1 saat siirdii. Reaksiyon yapildiktan sonra numune
analiz edilmis ve pik alani verileri gozlemlenmistir. Numune girisimini Onlemek igin
paralel numune analizi iginde ve arasinda da temizlik yapildi. Bu yontem izlenerek farkli
konsantrasyonlarda Askorbik asit ile diger numune hazirland1 ve bu konsantrasyonlar 0.1
UM, 1 uM gibi. 10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 pM, 1000 uM ve 2000 puM. TUm numunenin

analizinden sonra, veriler sonraki islemler i¢in saklandi.
3.7.1.4. Kafeik Asit

Kafeik asit, diinya ¢apinda kullanilan yaygin antioksidanlardan biridir ve kimyasal
olarak hidroksisinamik asit olarak bilinir. Dogal bir maddedir. Bu deney bdlumunde,
DPPH (1000 puM) varliginda Katesin (400 uM) ve Troloks (200 puM) gibi her iki substratin
korunmas: i¢in antioksidan farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. HPLC sisteminin
saptanmast da substrata ve antioksidana gore degisir. Tepkime maddelerinin reaksiyon
kabina eklenmesi, substrata, antioksidana ve son olarak DPPH'ye uygun olarak yapildi.
Substrat gibi her bir numune analiz edildiginde, diger iki reaktan sadece solvent (metanol)
idi. Deney siiresince oda sicakligi (25 °C) ve basing kontrollii kosullarda tutulmustur.

Asagida, kafeik asit ve DPPH varliginda her iki substratin analizi agiklanmaktadir.

Katesin i¢in numune hazirlanmadan énce HPLC sisteminde herhangi bir sistemik
veya fiziksel hata olup olmadig1 kontrol edildi. Numunenin ve tiim c¢oziiciilerin iginden
gececegi tiipler, kabarcik veya herhangi bir hava damlaciklar1 agisindan dikkatlice kontrol
edilir. Damlacik, kolonda sorunlara neden olabileceginden ve 6rnegin analizini kesintiye
ugratabileceginden, kapsamli bir sekilde kontrol edildi. Pompa basinci ve solvent akisi da
giivenlik agisindan kontrol edildi ¢linkii solvent akisi tiim deney i¢in 0.7 mL/dk'da tutuldu
ve solventler (A, B & C) hazirland1 ve solvent kaplarmma yeniden dolduruldu. Tim
giivenlik sorunlarinin onaylanmasinin ardindan siitun eklendi ve son kontrol i¢in bir test
calistirmast yapildi. Bu siire zarfinda, kolonun her iki tarafinda herhangi bir sizint1 olup
olmadig1 kontrol edildi. Deney biraz zaman aldigindan ve sicaklik, basing ve ¢oziiciilerle
cok karmasik oldugundan, tiim giivenlik onlemleri onaylandi. Deneyin bu bdliimiinde,
substrat katesindi ve bu nedenle algilama sistemi 285 nm'de sabitlendi. Bu dalga boyunda,
substrat iizerindeki etkiler belirlenecektir. Analiz i¢in numune hazirlamaya gelince,

numune birbiri ardia zaman periyotlarinda hazirlandi. 1k analiz edilecek substrat oldugu
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icin reaksiyon kabina 1 mL substrat, antioksidan ¢Oziicliiniin 1 mL'si (metanol) ve
DPPH'nin ¢oziiciisiiniin (metanol) 1 mL'si reaksiyon kabina alindi. ayni reaksiyon kabi.
Reaktanlarin eklenmesinden sonra kabin {izeri aliiminyum folyo ile kapatilarak
reaksiyonun tamamlanmasi i¢in karanlik bir yerde bekletildi. Bu inkiibasyon siiresi 1 saat
olarak optimize edildi ve inkiibasyon sonrasinda numunedeki degisim gozlemlendi. Birinci
numune substrat disinda baska bir reaktan icermediginden reaktan karigimindan hemen
sonra analiz edilmistir. Numunenin karistirilmasi vorteks makinesi yardimiyla yapilmistir.
Her numunenin analizinden sonra HPLLC sistemi 10 dakika olarak programlanan
temizleme modiilii takip edilerek temizlendi. Bu temizleme prosediirii sirasinda, daha once
tartisilan A, B ve C ¢oziciilerinin farkli bir kombinasyonu calistirildi. Temizleme islemi
sirasinda, paralel olarak analiz edilecek ilk numune olarak ikinci numune hazirlandi. Bu
paralel analiz, numuneyle her yapildiginda yontemin kesinligini kontrol etmek igin
yapilmistir. Numunenin analizinden sonra, numunenin en yliksek pik alani toplandi ve
daha fazla analiz icin saklandi. Substratin analizi sirasinda diger numune hazirlandi.
Reaktanlarin eklenme sirasi, 1 mL substrat, 1 mL antioksidan soliisyon ve 1 mL DPPH gibi
olmustur. Kafeik asidin hangi kuvvette substratt DPPH'den koruyabildigini gézlemlemek
i¢in farkli konsantrasyonlarda kafeik asit (10 uM, 50 uM, 100 pM, 500 pM, 1000 pM,
2000 uM ve 3000 uM) hazirlandi. Toplanan veriler, substratin en yiiksek pik alaniydi.
Daha once de bahsedildigi gibi, analizler paralel olarak yapilmis ve belirtilen zaman
cergevesi icinde her analiz i¢in numuneler hazirlanmistir. Her analizden sonra, numunenin
analizi arasindaki etkilesimi 6nlemek ve kolonu korumak icin temizleme prosediirii

yapildi. Veriler, daha fazla analiz i¢in bir Microsoft Excel sayfasinda toplandi.

Troloks i¢in, substrat degisikliginde oldugu gibi, HPLC sistemi, substrata gore
kontrol edildi ve yapilandirildi. Degisiklikler esas olarak algilama sisteminde yapildi.
Algilama sistemindeki dalga boyu, daha dnce tartisilan 290 nm olarak degistirildi. Islem
zaman alic1 ve stirekli bir islem oldugundan, numunenin analizine baglamadan énce HPLC
sisteminin kontrol edilmesi gerekir. Slrekli analitik proses igin solvent seviyesinin
korunmasi gerektigi i¢in solventlerin miktar1 (A, B ve C) kontrol edildi. HPLC sofistike
oldugundan ve sicakliga karsi ¢ok hassas oldugundan, oda sicakligi ve nem her zaman
kontrol altindaydi. Deneyin ikinci kismi olmast ve es zamanli olarak HPLC sisteminin
kullanilmasi nedeniyle asil mesele solventlerin ve numunenin gectigi tiipiin tamaminin
temizlenmesiydi. Bu nedenle, temizleme islemi dnceki substrat kullanildiktan sonra yapildi

ve temizleme modiili, tiim tiiplin temiz oldugundan ve mevcut numuneyi etkileyebilecek n
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adet bagka element izi bulunmadigindan emin olmak i¢in birka¢ kez calistirildi. Numune
hazirlamaya gelince, numune daha once tarif edildigi gibi hazirlandi ve analiz edilen ilk
numune sadece substratti. Antioksidan, kafeik asit konsantrasyonu ile substratin daha kesin
olan ilk numune olacag: tartisildi. Ilk numune 1mL Troloks soliisyonu, 1 mL antioksidan
solventi ve 1 mL DPPH solventi karisimi igerir. Modiil geregi reaktanlarin karistirilmasi
vorteks ile yapilip aliiminyum folyoya sarilarak, reaksiyonun tamamlanmasi ig¢in 1 saat
karanlik bir yerde inkiibe edildi. Ilk basta 1 saat sonra, numunenin kolona veya analize
enjekte edilmeden Once seffaf olmasi gerektiginden, reaksiyon kabi herhangi bir ¢okelti
veya bagka herhangi bir anormallik agisindan kontrol edildi. Metanol ve substrattan baska
herhangi bir bilesen bulunmadigindan, numune hazirlandiktan hemen sonra analiz edildi.
Analizden sonra, veriler korundu ve kolonlarin yani sira tiiplerde kalan mevcut numuneyi
temizlemek i¢in temizleme prosediirii ¢alistirildi. Temizleme modiilii zaten tartigilmist: ve
islem 10 dakika siiriiyor. Ilk numunenin analizi ve hazirlanmasi sirasinda, bir sonraki
numune de proses zamanlamasini koruyacak ve kullanacak sekilde hazirlanmistir. Ilk
analiz ve temizleme isleminden sonra, analiz edilen tiim numuneler paralel olarak
yapildigindan ve kesin verileri elde etmek i¢in paralel analiz yapildigindan, ikinci numune
enjekte edilerek HPLC sisteminde analiz edildi. Substratin analizinden sonra, antioksidan
ve DPPH, reaksiyon kabimna dahil edildi. Numunenin hazirlanmasi sirasinda farkl
konsantrasyonlarda antioksidan olan kafeik asit kullanilmistir. Kullanilan kafeik asit
konsantrasyonlar1 50 pM, 500 uM, 2000 pM, 3000 uM ve 10000 puM idi. Analizden elde

edilen veriler, daha fazla analiz i¢cin Microsoft Spread Sheet'e kaydedildi.
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4. BULGULAR

Tim deneylerden sonra, HPLC sisteminden toplanan veriler, gozlem ve baska bir
islem i¢in analiz edilir. Veriler Microsoft Excel dosyasinda kaydirildi. Burada toplanan
veriler, belirli bir dalga boyundaki substrat pik alanlarinin degerleridir ve dalga boyu belirli
bir substrat icin sabitlenmistir. Farkli antioksidanlar yer ald1 ve tistelik DPPH hep sabit

kaldi. Sonuglar, deneylerde kullanilan antioksidanlar sirasina gore verildi.
4.1. Farkh Antioksidanlarin Mevcudiyetinde Substratin DPPH'tann Korunmasi
4.1.1. Gallik Asit

Bir antioksidan olarak Gallik asidin HPLC sisteminden elde edilen veriler asagida

verilmistir:

Tablo 6. Farkli konsantrasyonlarda Gallik asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi
Katesin pik alanlar1

Gallik Asit Konsantrasyonu Katesin Pik Alan

(M) (mAUxdak.)
1 30.80
10 43.50
20 40,25
50 65.45
100 177.25
300 263.55
500 278.25
0 303.35

32



350

300 frm e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ———

250

200

150

Pik alan1 (mAUxdak)

100

50

0 100 200 300 400 500 600
Gallik asit konst. (uM)

Sekil 4. 1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik Asit (1 mL, 1 — 500 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gostermektedir.
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1000 pM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b)
Katesin pikleri [testte kullanilan Gallik Asit konsantrasyonlar 1 uM (1), 10 uM
(2), 20 pM (3), 50 puM (4), 100 pM (5), 300 pM (6), 500 uM (7), DPPH
kullanilmayan kontrol karisimi (8)]
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Tablo 7. Farkli konsantrasyonlarda Gallik Asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi
Troloks pik alanlar

Gallik Asit Troloks Pik Alani
Konsantrasyonu (uM) (mAUxdak.)

10 164.20

20 171.65

50 192.70

100 221.65

300 291.90

500 305.75

600 322.95

800 327.35

1000 330.50

1200 341.10

1500 364.55

2000 359.05

0 612.60
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Sekil 6. 1000 pM DPPH radikali (I mL) ile substrat Troloks (I mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Gallik asit (1 mL, 10 — 2000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gostermektedir
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Sekil 7. 1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkli

konsantrasyonlarda antioksidan Gallik asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tim kromatogram; b)
Troloks pikleri [testte kullanilan Gallik Asit konsantrasyonlar 5 uM (1), 10 uM
(2), 20 uM (3), 50 pM (4), 100 puM (5), 300 uM (6), 500 uM (7), 600 uM (8),
800 uM (9), 1000 uM (10), 1200 uM (11), 1500 pM (12), 2000 uM (13), DPPH
kullanilmayan kontrol karisimi (14)]
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4.1.2. Butillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Bir antioksidan olarak Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) HPLC sisteminden

bulunan veriler asagida verilmistir:

Tablo 8. Farkli konsantrasyonlarda Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT) varliginda DPPH ile
reaksiyon sonrasi Katesin pik alanlar

BHT konsantrasyonu Katesin Pik Alan

(M) (mAUxdak.)
10 20.70
100 23.30
500 30.80
1000 35.95
2000 91.20
3000 66.75
4000 99.90
6000 84.20
0 300.90
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1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan BHT (1 mL, 10 — 6000 pM) varhiginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik alanlar1 grafigi. Grafikte
kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamas1 durumunda elde edilecek
maksimum substrat seviyesini gostermektedir

a 10 15 20 25 min
Zaman (dak.)
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Zaman (dak.)

Sekil 9. 1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) (1 mL)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a)
tiim kromatogram; b) Katesin pikleri [testte kullanilan konsantrasyonlar 10 uM
(1), 100 pM (2), 500 puM (3), 1000 pM (4), 2000 puM (5), 3000 uM (6), 4000
uM (7), 6000 uM (8), DPPH kullanilmayan kontrol karisimi (9)]
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Tablo 9. Farkli konsantrasyonlarda Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) varliginda DPPH
ile reaksiyon sonras1 Troloks pik alanlari

BHT konsantrasyonu Troloks Pik Alan
(1M) (mAUxdak.)
1 42.10
10 51.50
20 71.40
50 89.25
100 131.35
300 134.50
500 164.95
800 175.10
1000 205.00
2000 240.90
3000 404.85
0 612.60
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Sekil 10. 1000 pM DPPH radikali (I mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan BHT (1 mL, 1 - 3000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gdstermektedir
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Sekil 11. 1000 pM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) (1 mL)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim
kromatogram; b) Troloks pikleri [testte kullanilan Biitillenmis hidroksitoluenin
(BHT) konsantrasyonlar 1 uM (1), 10 uM (2), 20 uM (3), 50 uM (4), 100 uM
(5), 300 pM (6), 500 uM (7), 800 puM (8), 1000 uM (9), 2000 pM (10), 3000
uM (11), DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (12)]
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4.1.3. Askorbik Asit

Asagidakiler, bir antioksidan olarak Askorbik Asit ile ilgili HPLC sisteminden elde

edilen bulgulardir:

Tablo 10. Farkli konsantrasyonlarda Askobik Asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi
Katesin pik alanlari

Askorbik Asit Katesin Pik Alan
Konsantrasyonu (uM) (mAUxdak.)

50 13.40

100 20.00

300 149.00

500 307.00

1000 276.80

2000 327.20

0 327.55
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Sekil 12. 1000 pM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Askobik Asit (1 mL, 50 — 2000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gostermektedir
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Sekil 13.

Zaman (dak.)

1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b)
Katesin pikleri [testte kullanilan konsantrasyonlar 50 uM (1), 100 uM (2), 300
uM (3), 500 uM (4), 1000 uM (5), 2000 uM (6), DPPH kullanilmayan kontrol
karigimi (7)]
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Tablo 11. Farkli konsantrasyonlarda Askorbik Asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi
Troloks pik alanlar1

Askorbik Asit Troloks Pik Alan
Konsantrasyonu (uM) (mAUxdak.)
1 126.50
10 101.30
100 226.70
500 542.50
1000 576.60
2000 573.55
0 622.50
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Sekil 14. 1000 pM DPPH radikali (I mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL, 1 — 2000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gdstermektedir
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15. 1000 puM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Askorbik Asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tim kromatogram; b)
Troloks pikleri [testte kullanilan Askorbik Asit konsantrasyonlar 1 uM (1), 10
UM (2), 100 pM (3), 500 puM (4), 1000 pM (5), 2000 pM (6), DPPH
kullanilmayan kontrol karisimi (7)]
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4.1.4. Kafeik Asit

Kafeik Asidin antioksidan o&zelliklerini degerlendiren HPLC tekniginden elde

edilen sonuglar asagidaki gibidir:

Tablo 12. Farkli konsantrasyonlarda Kafeik Asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi

Katesin pik alanlari

Kafeik Asit Katesin Pik Alan
Konsantrasyon (uM) (mAUxdak.)

10 16.05

50 41.90

100 55.70

500 106.30

1000 169.50

2000 176.70

3000 235.90

0 367.90
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Sekil 16. 1000 puM DPPH radikali (I mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL, 1 — 500 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gdstermektedir
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Sekil 17. 1000 pM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b)
Katesin pikleri [testte kullanilan Kafeik Asit konsantrasyonlar 10 uM (1), 50
UM (2), 100 uM (3), 500 uM (4), 1000 pM (5), 2000 uM (6), 3000 puM (7),
DPPH kullanilmayan kontrol karigimi (8)]

50

min



Tablo 13. Farkli konsantrasyonlarda Kafeik Asit varliginda DPPH ile reaksiyon sonrasi
Troloks pik alanlar1

Kafeik Asit Trolokx  Pik  Alan
Konsantrasyon (uM) (mAUxdak.)
50 85.35
500 163.10
2000 55.80
3000 45.80
10000 65.75
0 586.60
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Sekil 18. 1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkli
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL, 50 — 10000 uM) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlar1 grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gostermektedir
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Sekil 19. 1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkl
konsantrasyonlarda antioksidan Kafeik Asit (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tim kromatogram; b)
Troloks pikleri [testte kullanilan Kafeik Asit konsantrasyonlar 50 uM (1), 500
uM (2), 2000 uM (3), 3000 puM (4), 10000 uM (5), DPPH kullanilmayan
kontrol karigimi (6)]
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4.2. Bitki Ozlerinin Mevcudiyetinde Substratin DPPH'tan Korunmasi
4.2.1. Kina

Kinanin antioksidan o6zelliklerini degerlendiren HPLC tekniginden elde edilen

sonuclar agsagidaki gibidir:

Tablo 14. Farkli konsantrasyonlarda Ekstrakt (Kina) varliginda DPPH ile reaksiyon
sonras1 Katesin pik alanlar

Ekstrakt (Kina) Katesin Pik Alan
konsantrasyonu (%o) (mAUxdak.)

0.001 63.40

0.005 76.10

0.01 03.95

0.05 05.50

0.10 33.70

1 90.05

5 121.60

10 130.80

0 260.70
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1000 uM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (I mL, 0,001% - 10%)
varliginda reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Katesin pik alanlari
grafigi. Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi
durumunda elde edilecek maksimum substrat seviyesini gostermektedir
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Sekil 21. 1000 pM DPPH radikali (1 mL) ile substrat Katesin (1 mL), farkli

konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tim kromatogram; b)
Katesin pikleri [testte kullanilan Ekstrakt (Kina) konsantrasyonlar 0.001% (1),
0.005% (2), 0.01% (3), 0.05% (4), 0.1% (5), 0.5% (6), 1% (7), 5% (8), 10%
(9), DPPH kullanilmayan kontrol karisimi1 (10)]
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Tablo 15. Farkli konsantrasyonlarda Ekstrakt (Kina) varliginda DPPH ile reaksiyon
sonrasi Troloks pik alanlar

Ekstrakt (Kina) Troloks Pik Alan
konsantrasyonu (%o) (mAUxdak.)

1% 149.60

10% 348.90

50% 397.60

0% 556.70

600 -
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Sekil 22. 1000 pM DPPH radikali (I mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL, 1% — 50%) varliginda
reaksiyona sokuldugunda elde edilen HPLC Troloks pik alanlari grafigi.
Grafikte kullanilan kesikli ¢izgi DPPH radikali kullanilmamasi durumunda
elde edilecek maksimum substrat seviyesini gdstermektedir
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Sekil 23. 1000 pM DPPH radikali (I mL) ile substrat Troloks (1 mL), farkh
konsantrasyonlarda antioksidan Ekstrakt (Kina) (1 mL) varliginda reaksiyona
sokuldugunda elde edilen HPLC kromatogramlari. a) tiim kromatogram; b)
Troloks pikleri [testte kullanilan Ekstrakt (Kina) konsantrasyonlar 0.005% (1),
0.1% (2), 0.5% (3), 1% (4), 5% (5), 10% (6), 50% (7), 75% (8), DPPH

kullanilmayan kontrol karisimi (9)]
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirma, gida ve ilag Kkalitesinin belirtecleri olarak kullanilabilen
antioksidanlarin aktivitelerinin belirlenmesinde DPPH (18-20, 26) ve diger yontemleri
kullanan bir HPLC yontemi gelistirmeye odaklandi. Bu arastirmada kullanilan HPLC
yontemi, oksidasyondan korunmasina odaklanilan 6nemli bielesnlerin varhigina 6zeldi.
Antioksidan bilesikleri analiz etmek i¢in giivenilir ve tekrarlanabilir bir HPLC ydntemi

saglamak tizere mobil faz bilesimi de dahil olmak tizere gesitli degiskenler optimize edildi.

Bu calismada gelistirilen HPLC yontemi, dogrulugu ve kesinligi saglamak icin
dogrulanmigtir. Dogrulama (validasyon) calismasi sonuglari, yeni gelistirilen yontemin
tatmin edici dogrusallia, tekrarlanabilirlie ve yeniden tretilebilirlige sahip oldugunu
gostermigtir. Yontemin dogrulugu ve kesinligi, HPLC analizi sonuglar1 referans
standartlarla karsilastirilarak belirlendi. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar HPLC
yonteminin gidalardaki DPPH ve diger antioksidan belirteglerin belirlenmesinde uygun

oldugunu gostermistir.

Bu arastirmada gelistirilen HPLC yo6ntemi, bir bitki numunesindeki antioksidan
aktivite tayinine basartyla uygulanmigtir. Bu arastirmada elde edilen sonuglar, numunenin
antioksidan igeriginin belirlenmesinde HPLC yonteminin oldukg¢a etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica, elde edilen sonuglarin literatiirde bildirilenlerle uyumlu oldugu
goriilmistir (9, 24-25). Bu, gelistirilen HPLC yo6nteminin yiiksek dogrulugunu ve

kesinligini géstermektedir.

Sonu¢ olarak, gida ya da ilag etken bilesenin korunmasma doniik c¢esitli
antioksidanlarin DPPH radikalinin etkisini azaltmasini1 belirlemek i¢in bu arastirmada
hassas ve tekrarlanabilir bir HPLC yontemi gelistirildi ve dogrulandi. HPLC yontemi, bir
bitki numunesinde antioksidan aktivitenin belirlenmesinde basarili  bir sekilde
uygulanmistir ve elde edilen sonuclar literatlrde bildirilenlerle uyum igindedir (9, 24-25).
Bu arastirma, gidave ilaglar1 oksidasyondan korumada secilecek Substratlar iizerinden

antioksidan bilesiklerin etkinliginin belirlenmesi i¢in giivenilir bir yontem sunmaktadir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), belirli bir bilesigin mevcudiyetini
veya konsantrasyonunu belirlemeye yonelik kantitatif bir yOntem oldugundan,
farmasotiklerin ve diger triinlerin gelistirilmesinde onemli bir aragtir (22). Bu ¢aligmada
DPPH ve diger antioksidanlarin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢cin HPLC kullanilmis
ve sonugclar limit verici olmustur.
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HPLC analizinden elde edilen veriler, DPPHmin diger antioksidan tayin
yontemlerinden daha verimli bir sekilde kullanilabildigini géstermistir. Bunun nedeni
muhtemelen antioksidan numunelerde serbest radikal temizleyiciler olarak hareket
edebilen ¢oklu fenolik bilesiklerin varligindan kaynaklanmaktadir (5, 9, 18-20, 24-26). Ek
olarak, DPPH'nin orta polaritede olmasi, HPLC sisteminde kullanilabilmesi ve g¢esitli
coziicii ekstraktlariin aktivitesinin belirlenebilmesinde faydaliydi ve daha cesitli

antioksidan bilesiklerin yakalanmasina izin verdi.

Bu ¢alismanin sonuglari, gelistirilen HPLC-DPPH yonteminin Gallik asit, BHT,
Askorbik asit ve diger antioksidanlarin antioksidan kapasitesini belirlemek icin giivenilir
ve dogru bir yontem oldugunu gostermektedir. Ayrica, HPLC analizi, Gallik asitin diger
antioksidanlardan daha yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu da ortaya koydu.
Bu c¢alisma, gelistirilen HPLC-DPPH yoOnteminin ilag, kozmetik ve diger triinlerin
gelistirilmesinde etkili bir antioksidan tayin yontemi olarak kullanilabilecegine dair kanit

saglamaktadir.

HPLC, karmasik molekiil karisimlarini analiz etmek i¢in ¢ok yonlii ve giivenilir bir
tekniktir ve g¢esitli bilesiklerin varligin1 ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir
(5, 22, 24-25). Ek olarak, bircok 6n islem gerektiren diger alternatiflerle kiyaslandiginda,
HPLC diisiik maliyetli bir tekniktir ve kisa siirede biiylik miktarlarda numuneyi analiz
etmek i¢in kullanilabilir. Bu avantajlar, HPLC'yi antioksidan icerikli farmasotiklerin ve

diger tirlinlerin gelistirilmesi i¢in ¢ekici bir segenek haline getirmektedir.

Ozetle, bu ¢aligma gelistirilen HPLC-DPPH yaklasimli yéntemin gallik asit,
askorbik asit, BHT ve diger antioksidanlarin substrat varliginda antioksidan kapasitesini
belirlemek i¢in glivenilir ve dogru bir yontem oldugunu gostermistir. Sonuglar, gelistirilen
yeni DPPH yonteminin ilag, kozmetik ve diger triinlerin gelistirilmesi igin uygun bir
antioksidan aktivite tayin yontemi secenegi oldugunu gostermektedir. Yeni iriinlerin
gelistirilmesinde diger antioksidanlarin ve antioksidan igeren karigimlarin potansiyel

uygulamalarini arastirmak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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