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Erzurum Bolgesinde Yetisen Betula pendula Yapraklarinin
Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi ve Kemometrik
Karakterizasyonu
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Oz

Bu ¢alismada, Erzurum bolgesinin karakteristik bitki Ortiisii igerisinde yer alan Hus Agacina ait farkl
yerlesimlerden alnan yaprak oOrnekleri farkli in vitro antioksidan kapasite yontemleri ile incelenmis ve
kemometrik karakterizasyonu yapilmistir. Uzundere, Horasan ve Senkaya bolgelerinde mayis-temmuz araliginda
toplanan 6rnekler kurutulmus ve etanol ekstreleri ¢ikarilmistir. Bakir 11 iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite
(CUPRAC), Demir III iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (FRAP) ve Difenil pikril Hidrazin (DPPH)
yontemleri i¢in gerceklestirilen analizlere biitiin 6rnekler pozitif yanit vermislerdir. En yiiksek antioksidan
kapasite degerlerine Senkaya bolgesinden elde edilen orneklerle ulasilmistir. Elde edilen degerler bilgisayar
algoritmalar1 yardimiyla kemometrik olarak incelendiginde; sonuglarm anlamli farklihik gosterdigi ve her
bolgede rakim degisimiyle pozitif korelasyon gosteren farkliliklar tespit edilmistir. Yapilan galigma vasitasiyla
antioksidan kapasite degerleri ile cografi karakterizasyonun gerceklestirilebilecegi ve rakimsal farkliliklarin Hus
agaci yapraklarmin fenolik ve flavanoid icerigine anlaml etki yaptig1 sonucuna varilmistir. Hus agaci bitkisinin

antioksidan kapasitesi sebebiyle oOzellikle kanser ve kozmetik gibi 6nemli alanlarda kullanilabilecegi
diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Kapasite, Hus Agaci Yapragi, CUPRAC, FRAP, DPPH.

Determination of Antioxidant Activity and Chemometric
Characterization of Betula pendula Leaves in Erzurum Region

Abstract

In this study, leaf samples of Birch Tree collected from different settlements in the characteristic vegetation of
Erzurum region were investigated with different in vitro antioxidant activity investigated and chemometrics
characterization was carried out. The samples were harvested in the May-July period from Uzundere, Horasan
and Senkaya regions, dried and their ethanol extracts were obtained. CUPRAC, FRAP and DPPH responses
were positive for all samples. The highest antioxidant capacity values were obtained from samples of Senkaya
region. When the obtained values are examined chemometrically with the help of computer algorithms;
significant differences and a positive correlation with the altitude change in each region were obtained. It was
concluded that geographic characterization can be realized by antioxidant activity values and the altitude
differences have a significant effect on phenolic and flavanoid contents of birch leaves. Owing to the antioxidant
activity of the birch plant it is thought that it can be used especially in important areas such as cancer and
cosmetics.
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1. Giris

Dis enerji orbitallerinde bir veya birden fazla ortaklanmamis elektron igeren organik veya inorganik
molekiillere serbest radikaller ismi verilir (Codofier-Franch vd., 2011). Serbest radikaller kararsiz ve yiliksek
tepkime potansiyeline sahip bilesiklerdir. Enzim reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlari, yasamsal
faaliyetler gibi endojen kaynakli olabildigi gibi hava kirliligi, sigara dumani, iyonize 1smlar, Ultra Viyole (UV)
radyasyonu ve ksenobiyotikler gibi farkli ¢cevresel degiskenlerin etkisi ile de olusabilmektedirler (Dogmus ve
Durucasu, 2013). Bu bilesikler organizmada niikleik asitler, karbonhidratlar, lipitler gibi pek ¢ok biyolojik
metabolitle farkli zincir reaksiyonlara sebep olmaktadir (Gliner vd., 2014). Serbest radikaller organizmada
biyokimyasal tepkimelerin yan {irinii olarak ortaya ¢ikar; makrofajlarda bakterilerin ortadan kaldirilmast,
elektron transfer tepkimeleri ve biyosinyal iiretim metabolizmasi gibi bir¢ok yolakta gorev alirlar. Bu kararsiz
bilesiklerin canli hiicrelerinde asir1 oranlarda bulunmasi yaslanma, nérolojik rahatsizliklar, kardiyovaskiiler
problemler ve kanser gibi rahatsizliklara yol agmaktadir (Bursal vd., 2013).

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 ortadan kaldirmak i¢in canli organizmalar ¢esitli antioksidan savunma
sistemleri gelistirmistir (Velioglu, 2000). Oksijenin ve kararsiz radikallerin oksidatif tesirlerinden ortadan
kaldirmak icin biitiin aerobik organizmalarm barindirdig1 sistemlere antioksidan savunma sistemleri
denir(Pacifici ve Davies, 1991). Genel olarak bakildiginda; Antioksidan savunma sistemleri singlet oksijeni
baglayarak, metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engeller veya serbest radikallerin neden oldugu
reaksiyonu durdurarak kapasite gosterirler (Velioglu, 2000). Reaktif oksijen tiirlerinin tehlikeli etkilerini yok
eden veya azaltan bilesikler antioksidanlardir (Sarikiirkcii vd., 2016).

Dogal olarak insan viicudunda iiretilen ve besinlerden de alinarak firetilen antioksidan maddelerin, hastaliklara
sebebiyet verdigi diisiiniilen serbest radikallerin ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) zararly, tehlikeli etkilerine
kars1 6nemli rolleri vardir.insan viicudunda dogal olarak iiretilen antioksidanlarm koruyucu etkileri smirlt olup
ROS olusumunun biyolojik sistemlerdeki antioksidan kapasiteyi agmast halinde oksidatif stres olugmaktadir.
Son yillarda yapilan caligmalar sonucu; hava kirliligi, hazir gida tiiketiminde artis, stres, sigara gibi tiitiin
triinlerinin kullanimi nedenlerine bagli olarak viicutta serbest radikal olusumunda artis goriilmiistir.
Antioksidan bilesikler olusan bu serbest radikallere karsi etkili ve giiclii bilesiklerdir. Viicudumuzda var olan
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi sonucu ozellikle giiniimiizde oksidatif stres ile iligkili hastaliklar
konusunda artig yasanmustir (Moller vd., 1996; Bonina vd., 2008; Bono vd., 2015; Calderon-Garciduenas,
2016). Bitkilerle yapilan ¢aligmalar bitkilerin iyi bir antioksidan kaynagi oldugunu gostermektedir (Duthie vd.,
2000). Antioksidanlar daha ¢ok kirmizi ve yesil yaprakli bitkilerde mevcuttur. Ayrica ¢ogu vitaminler; A, C, E
vitaminleri dogal antioksidan &zellik gostermektedir.

Gidalar genel olarak; polifenoller, flavonlar, likopenler, flavonoidler, katesin, amigdalin, gallik, vanilik,
karotenoidler gibi antioksidanlarin birini veya birden fazla kismmi icermektedir(Shetty et al., 2013).
Polifenoller ikiye ayrilirlar. Bunlar; fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik
asit gruplar1 fenolik asit grubuna aittir. Flavanoidler ise alti gruba ayrilmaktadir. Bunlar; flavonoller,
isoflavanoitler, flavanoller, flavanonlar, antosiyanidinler ve flavonlar seklindedir (D Archivio vd., 2007).

Betula cinsi yaklasik 50 farkl alt tiire sahiptir ve kuzey yarim kiirede yetismektedir(Atkinson, 1992). Bu tiirler
icinde ticari olarak en ¢ok kullanilan tiir Betula pendula’dir (Pddkkonen vd, 1997). Hus agaci yapraklarinin
Mirsetin, kersetin glikozidleri ve farkli flavanoidleri igerdigi pek ¢ok ¢alismada belirtilmistir(Pawlowska, 1983;
Wagner vd., 1983; Keinénen ve Julkunen-Tiitto, 1998).

Caligmamizda Betula cinsi agaglardan olan ve iilkemizde ‘Hus agaci’ olarak bilinen Betula pendula cinsi
agaclarin yapraklarinda antioksidan kapasite tayini yapilmasi ve cografi farkliliklarn kemometrik olarak
acgiklanmas1 amaglanmustir.

2. Materyal ve Metod

Caligmada ii¢ farkli antioksidan kapasite yontemi Erzurum Uzundere (1140 m), Horasan (1540 m) ve Senkaya
(1850 m) yérelerinden alman Betula pendula yaprak érneklerine uygulanmustir. Ornekler Atatiirk Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda saklanmaktadir (Uzundere; AUEF1356, Horasan; AUEF1357, Senkaya;
AUEF1358). Mayis-Temmuz déneminde toplanan 6rnekler yikanarak temizlenip kurulmustur. Kurutma nemsiz
havadar bir ortamda direk giines almayan bir odada gerceklestirilmistir. Ornekler éncelikle oda sicakliginda 36
saat boyunca etanolde maserasyona birakilmistir. Daha sonra 6rnekler mantolu 1siticida geri ¢eviren sogutucu
altinda 45°C’de etanol ile ekstre edilmistir. Ekstraksiyon iglemi ii¢ defa tekrarlanmistir. Siiziintii rotavapor
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yardimiyla kurutulup etanolde derisimi ayarlanmustir. Her bolgeden 5 farkli 6rnek hazirlanip antioksidan
kapasite analizleri gerceklestirilmistir. Referans standart madde olarak gallik asit (Merck, Germany)
kullanilmistir. Spektrofotometre yontemiyle elde edilen veriler daha sonra MATLAB programina aktarilarak
kemometrik karakterizasyonlar1 gerceklestirilmigtir.

CUPRAC reaktifini hazirlamak i¢in 6énce 0.4262 gram CuCI2.2H20O tartilip, 250 mL deiyonize igerisinde
¢ozildi (10 mM). Sonra asetat tamponu olusturmak {izere 19.27 gram Amonyum Asetat bilesigi 250 mL su
igerisinde hazirlandi. 7.5 mM derisiminde neokuproin ¢6zeltisi 25 mL’lik balon jojede 0.039 gram Neokuproin
bilesiginin %96 saflikta etanol ile karigtirilmasiyla elde edildi. Daha sonra ise 60 pL asetat tamponu, 60 pL
bakir (IT) kloriir, 60 puL neocuproin ¢ozeltisi ve 66 pL numuneden olusan ¢dzelti hazirlanmistir. Ornekler 30
dakika boyunca inkiibe edildi ve sonra 450 nm dalga boyunda 6l¢iim sonuglari alindi. Bu yontem Cu (II)
Neocuproin kompleksinin ortamda bulunan antioksidan etki gosteren bilesikler araciligryla Cu (I) Neocuproin’e
doniismesi ve bu olusan kompleksinde 450 nm dalga boyunda verdigi absorbansa dayanmaktadir.

Frap yontemi direkt bir antioksidan kapasite belirleme teknigidir. Bu yoniiyle inhibisyon temelli antioksidan
tayin yontemlerine gore daha kesin ve hassas sonuglar elde edilmesini saglar. Bu yontemde inhibisyon yerine
olusan kompleksin miktariyla orantili olarak absorbans degeri artar. Bu yiizden FRAP ile CUPRAC
yontemlerinin korelasyonu diger yontemlere nazaran daha yiiksektir. FRAP numunesi hazirlayabilmek igin
oncelikle 10 mM TPTZ c¢ozeltisi igerisinde 40 mM HCI asit igerecek sekilde 100 mL balon jojeye alindi ve
hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Baska bir kapta 20 mM FeCl3 ¢ozeltisi hazirland1. Ugiincii bir kapta
ise pH 3.6’da 0.3 M sodyum asetat igeren bir tampon ¢ozelti hazirlandi. Bu ti¢ ¢6zeltiden esit hacimlerde
almarak 30 mL’lik FRAP ¢ozeltisi elde edildi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 285 uL pleytlere aktarild: ve her bir
¢ozeltinin iizerine 15 pL 6rnek ilave edildi. 30 dakikalik inkiibasyon asamasinin ardindan ¢ozeltiler 593 nm
dalga boyunda olgiildi.

Bu yontemde difenil-1 pikril hidrazil isimli radikale karsi Orneklerin gostermis oldugu yanit antioksidan
kapasite Olciimleri igin kullanilir. Bu madde az sayidaki stabilitesi yiiksek ve maliyeti uygun azot
radikallerinden olup 515 nm dalga boyunda absorbans vermektedir. indirgenme reaksiyonu siirecinde DPPH
¢ozeltisi rengini kaybeder ve renk siddetinde meydana gelen azalma spektrofotometrede kolay bir sekilde
ol¢timii yapilmasini miimkiin kilar. DPPH ydntemi yakindan incelendiginde; orijinal DPPH prosediiriine gére
390 pL ve 25 mg/L derisimindeki DPPH ¢ozeltisi metanol icerisinde hazirlanir ve 10 pL. hacmindeki 6rnek
cozeltisi ile karigtirilir. Absorbans degeri stabil kalincaya dek hazirlanan final ¢ozelti spektrofotometre
cihazinda 515 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu 6l¢iim bazi 6rneklerde 30 dakikaya kadar ¢ikabilmektedir.
Tepkimeye girmeyen % DPPH miktar1 asagidaki formiille saptanir:

%DPPH = (DPPHkalan/DPPHilk eklenen) x 100
DPPH yiizdesi ile antioksidan madde derisimi arasinda bir korelasyon mevcuttur.

Kemometrik analizleri gergeklestirebilmek i¢in yontem ciktilart MATLAB programina aktarilmistir. Aktarilan
olglimlerin varyans degerleri hesaplanarak skorlanmis ve matris ¢oziimlemeleri vasitasiyla grafige aktarilmistir.
Kemometri temel olarak kimyasal islemler sonucu elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesidir.
Coklu degiskenli veri analizleri islenir ve kemometrik algoritmalar vasitasiyla yorumlanir. Varyans analizini
gerceklestirebilmek igin alinan 6rneklerin antioksidan kapasite degerleri PLS-Toolbox adi verilen yazilima
islenmis ve Ortogonal Partial Least Square (OPLS) algoritmasina gore degerlendirilmistir. Her bir deger Y
blogu tizerine aktarilmis olup X blogu ise 1 ve 0 degerleri ile kodlanmustir.

3. Bulgular ve Tartigsma

3.1. CUPRAC Yéntemi

Kontrol numunesi olarak Gallik asit kullanilmistir. Farkli olan her bir derisimde 6 farkli Gallik asit numunesi
alindi ve bu numunelerin absorbanslar1 okunmustur. Derisime karsi absorbans grafiginin lineer oldugu 1-50
pg/mL galigma araliginin kalibrasyon egrisi tiiretilmis (Sekil 1) ve istatistiksel hesaplamalari yapilmistir (Tablo
1). Daha sonra ise Hus agaci yaprak ornekleri ayni yontem kullanilarak olciilmiigtiir. Gallik asit esdeger
antioksidan kapasiteleri her bir 6rnek i¢in hesaplanmustir. Ortalama esdeger gallik asit miktarlar1 ise Tablo 2°de
verilmistir.
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Tablo 1. Kalibrasyon egrisinin istatistiki degerleri

o CA a 2
Yontem LR Sa Sb R
(pg/mL)
CUPRAC 1-50 y = 0,0396x + 0,0953 4x10* 7x10°° 0,9931

CA: ¢aligma aralig1, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon
egrisindeki egimin standart sapmasi, R2: korelasyon katsayisi

Tablo 2. Ortalama esdeger gallik asit miktarlari

Ornek Gallik Asit esdeger Antioksidan Kapasite
(ug/mL)
Uzundere 15.22 +£1.68
Horasan 20.12+£1.85
Senkaya 24.74 £3.07
2,50 ~
2,00 -
w 1,50 -
=
]
2
g
= |
=2 1,00
0,50 -
0.. 00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Derisim pg/mL

Sekil 1. CUPRAC yontemi i¢in derisime karsilik absorbans grafigi

3.2. FRAP Yéntemi

Calismada referans olarak Gallik asit kullanildi. Derigime karst absorbans grafiginin ¢izgisel olarak belirlendigi
1-30 pg/mL galisma araliginda kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 2) ve istatistiksel agidan degerlendirildi (Tablo
3). Daha sonra Hus agaci numuneleri ayni sekilde olgiildii ve Gallik asit esdeger antioksidan kapasiteleri
hesaplandi. Ortalama esdeger Gallik Asit miktarlar1 Tablo 4’te verildi.

Tablo 3. Kalibrasyon e@risinin istatistiki degerleri

. CA a 2
Yontem LR Sa Sb R
(ug/mL)
FRAP 1-30 y =0,0282x + 0,0161 4 x10* 7x10° 0,9975

CA: ¢aligma aralig, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon
egrisindeki egimin standart sapmasi, R2: korelasyon katsay1si

Tablo 4. Ortalama egdeger gallik asit miktarlar1

Ornek Gallik Asit esdeger Antioksidan Kapasite (ug/mL)
Uzundere 8.48 £0.47

Horasan 11.18 £ 0.44

Senkaya 11.80+0.25
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Sekil 2. FRAP yontemi i¢in Derisime karsilik absorbans grafigi

3.3. DPPH Yéntemi

Deney prosediirine gore; farkli konsantrasyonda Gallik asit numuneleri 30 dakika boyunca beklemeye
birakilmistir ve bu inkiibasyon evresinden sonra 515 nm dalga boyunda her bir numunenin Olgiimleri
yapilmistir. Kontrol numunesi olarak Gallik Asit kullanilmigtir. 1-20 pg/mL c¢alisma araliginin derisime karsi
absorbans grafiginin lineer oldugu kalibrasyon egrileri bulunmustur (Sekil 3) ve bunlarin hesaplamalari
istatistiksel olarak yapilmigtir (Tablo 5). Hus agact numunelerinden 6’sar 6rnek olacak sekilde ayni yontem ile
olgtimler gerceklestirilmistir. Gallik asit esdeger antioksidan kapasiteleri kayit altina alinmistir. Ortalama Gallik
asit esdeger inhibisyon miktarlar1 Tablo 6’da gdsterilmistir.

Tablo 5. Kalibrasyon egrisinin istatistiki degerleri

Yontem CA LRa Sa Sh R?
(ng/mL)
DPPH 1-20 y =4.9479x - 1.389 4x10* 7x10° 0.9964

CA: caligsma aralig, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon
egrisindeki egimin standart sapmasi, R2: korelasyon katsay1si

Tablo 6. Ortalama esdeger gallik asit miktarlari

Ornek Gallik Asit esdeger Antioksidan Kapasite (ug/mL)
Uzundere 4.50+0.32
Horasan 6.48 +£0.29
Senkaya 7.20 £0.24
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Sekil 3. DPPH Yontemi i¢in Derisime karsilik absorbans grafigi
3.4. Kemometrik Analiz
Varyans matrisinin ¢6zlilmesiyle elde edilen skor grafigi Sekil 4’de verilmistir.
I

. ¢ uzundere

= horasan

A senkaya

- . —

T
\
\

LVZ Skoru {%7.76)
°

LV1 Skoru (%90.75)

Sekil 4. OPLS skor grafigi.

Yapilan 6l¢iim modelin %98.51°ini agiklamistir ve basarili bir kiimeleme islemi gergeklestirilmistir. Farkl

orneklerin arasinda bolgelere gore istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir.

Ward’s yontemine gore yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi de cografi bolgeler arasindaki farki net bir sekilde
ortaya koymustur. Ward’s kiimeleme yontemi, kiimeler arasi uzakligin tespiti i¢in varyans degerlerini yani her
bir 6rnegin kiime merkezine olan uzakligini esas alir. Bu ydntemin temel amaci her bir kiime i¢i kareler
toplamint minimize etmektir. Bu sayede kiimeler ici kareler toplaminin minimize edildigi optimum sayida
kiimeyi belirler ve elde edilen skorlar1 sematize eder. Orneklerin analizi sonucu elde edilen dendogram Sekil

5’de sunulmustur.
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Sekil 5. Orneklerin Hiyerarsik Dendogrami

4. Sonug ve Oneriler

Yapilan galismada ticari 6nemi olan ve Dogu Anadolu bdlgesinin sik goriilen tiirlerinden biri olan Hus Agacinin
farkli cografi bolgelerden toplanan yapraklarimin etanol ekstreleri incelenmis ve antioksidan seviyelerine gore
cografi farkliliklarin etkisi belirlenmistir. Biitiin 6rneklerin antioksidan kapasite gdsterdigi in vitro deneylerle
onaylanmistir. Biitiin rnekler kapasite radikallerine olumlu sinyal vermistir.

Yapilan ¢aligmada Hus agaci i¢in en yiiksek antioksidan kapasite Senkaya bdlgesinden alinan orneklerde
saptanmustir. Elde edilen bulgulara gore antioksidan kapasitenin rakim ile degiskenlik gosterebilecegi sonucuna
vartlmstir. Yapilan bir¢ok calismada rakimim fenolik bilesikleri artirabilecegi ve antioksidan igerige olumlu katk1
yapabilecegi belirtilmistir (Chan vd., 2007; Lachman vd., 2008; Guo vd., 2011; Wang vd., 2014). Bu yoniiyle
yaptigimiz ¢alisma literatiirle uyumludur.

Giincel caligmalara bakildiginda betula cinsi aga¢ yapraklarinda antioksidan kapasite tayini DPPH (Costea vd.,
2016), ABTS (Mashentseva vd., 2011) ve FRAP (Azman vd., 2017) yontemleriyle tayin edilmis ve orta diizey
antioksidan kapasite gosterdigi tespit edilmistir. Calismamiz kemometrik algoritmalarm kullanildigr ve CUPRAC
antioksidan kapasite yonteminin bu érnekler {izerinde uygulandigi ilk ¢alismadir. Rakim ile antioksidan kapasite
iliskisinin incelendigi ilk ¢alisma olmasi nedeniyle de 6zgiindiir.

Hus agaclarinin 6zellikle Senkaya bolgesinde yetisen yapraklarinda yiiksek antioksidan kapasite tespit edilmesi
bu bitkinin fenolik yonden zengin oldugu ve kanser, kozmetik, erken yaslanma iriinleri ve bunun gibi serbest
radikallerle ilgili yapilan ¢aligmalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte yapilan kemometrik
modelleme ¢alismasinin cografi karakterizasyonda antioksidan kapasite Ol¢iim yontemlerinin gilivenilir bir
parametre olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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