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Hippophae Rhamnoides L. (Yabani igde) Bitkisinin Meyve Ekstraklarmn in Vitro Antioksidan Ozelliklerinin
Arastirilmasi

Bilal HAYTA!, Mine GULABOGLU?Y, Zerrin KUTLU*

OZET: Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkl1 polaritelere sahip ekstrelerinin toplam fenolik
bilesik, total antioksidan aktivite, indirgeyici gii¢ ve aktivite testlerinin yapilmasi ¢alismamizin amacini olusturmaktadir. Bu
caligmada Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli polaritelere sahip ekstrelerinin toplam
fenolik bilesik, total antioksidan aktivite, Fe*3- Fe*? indirgeme kapasitesi ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal
giderme aktivitesi yontemi, ABTS (2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit)) radikal giderme aktivitesi, FRAP
metoduna gore Fe**TPTZ indirgenme kapasitesi ve CUPRAC metoduna gore Cu*2-Cu* indirgeme kapasitesi ile tespit edildi.
Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli ekstrelerindeki total antioksidan kapasiteleri, fenolik
bilesik miktarlar1 ve indirgeyici gii¢ analizleri sonucunda diger ekstrelere gore en yiiksek etki etanol ekstresinde oldugu tespit
edildi. DPPH radikali siipiirme kapasitesi ve ABTS katyon radikali siipiiriicii kapasite % inhibisyon degerleri diger ekstrelere
gore etanol ekstresinde oldukga yiiksek oldugu tespit edildi. Ayrica FRAP radikali siipiirme kapasitesi ve CUPRAC katyon
radikali siipiiriicii kapasite degerleri de diger ekstrelere etanol ekstresinde daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada
analiz edilen Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen daha ¢ok etanol ekstresinde
olmak kaydiyla metanol, su ve n-hekzan ekstrelerinde yliksek antioksidan aktivite, yiiksek indirgeyici gii¢ ve toplam fenolik
bilesik bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Mevcut calismanin tek amaci, kitleler tarafindan kabul edilebilirligini
artirmak i¢in modern bulgularla desteklenen halk hekimliginde kullanilan potansiyelini ortaya ¢ikarmaya destek olmaktir.
Anahtar Kelimeler: ABTS, CUPRAC, DPPH, FRAP, Hippophae rhamnoides L.

Investigation of In Vitro Antioxidant Properties of Fruit Extracts of Hippophae Rhamnoides L.

ABSTRACT: The aim of our study is to perform the total phenolic compound, total antioxidant activity, reducing power
and activity tests of the extracts of the fruits of the Hippophae rhamnoides L. (Wild Spinach) plant with different polarities.
In this study, total phenolic compounds, total antioxidant activity, Fe*3- Fe*? reducing capacity and DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil) radical scavenging activity method of the extracts of the fruits of Hippophae rhamnoides L. (Wild Spinach),
ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical scavenging activity, Fe**TPTZ reduction capacity
according to FRAP method and Cu*2-Cu* reduction capacity according to CUPRAC method. As a result of the analysis of
total antioxidant capacities, phenolic compound amounts and reducing power in different extracts of the fruits of the
Hippophae rhamnoides L. (Wild Seahorse) plant, it was determined that the highest effect was found in the ethanol extract
compared to other extracts. DPPH radical scavenging capacity and ABTS cation radical scavenging capacity % inhibition
values were found to be quite high in ethanol extract compared to other extracts. In addition, FRAP radical scavenging
capacity and CUPRAC cation radical scavenging capacity values were found to be higher in ethanol extract than in other
extracts In this study, it was determined that the analyzed Hippophae rhamnoides L. (Wild Seed) plant was rich in high
activity, high reducing power and total phenolic compounds in methanol, water and n-hexane extracts, mostly in the ethanol
extract obtained from the fruits of the plant. The sole purpose of the present study is to support revealing its potential used
in folk medicine supported by modern findings to increase its acceptability by the masses
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GIRIS

Ulkemiz tibbi ve aromatik bitkiler bakiminda oldukca zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizin
zengin floraya sahip olmasindan ve halk hekimliginde uzun tecriibeler sonrasi ortaya ¢ikan Anadolu’da
halk ilaglar1 giiniimiize kadar gelmistir. Ayrica son donemlerde gelisen teknoloji beraberinde dogaya ve
dogala doniise egilimini artirmaktadir (Erdem ve Eren, 2009; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Antioksidanlar, canlilardaki metabolik faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan, kisa omiirlii olmalarina
kars1 olumsuz etkisi fazla olan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek pek ¢cok hastaliga sebep olabilecek
zincir reaksiyonlarimi engelleyen ve bunun yani sira gidalardaki oksidasyondan kaynaklanan tat
bozulmalarmi geciktirme ve Onleme yetenegine sahip olan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Son
yillarda gida sanayinde kullanilan sentetik antioksidanlarin toksik etkisinin oldugu anlasildiktan sonra,
bilim insanlar1 sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidanlari arastirmaya
baslamislardir (Kutlu ve ark., 2020). Arastirmacilar, serbest radikal kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve bunlara kars1 olusan savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasi tizerine bir¢ok arastirma
yapmaktadirlar. Serbest radikallerin asir1 iiretilmesi ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi durumunda
organizmada oksidatif stres meydana gelmektedir. Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde olusan
radikalleri yakalamak bu molekiilleri zararsiz hale getirmek ve baslayan zincir reaksiyonlarini
durdurarak olusan hasar1 ortadan kaldirmaya c¢alisirlar (Kutlu ve ark., 2020).

Bilim insanlar1 bir¢ok bitki tiirii lizerinde cesitli aragtirmalar yapmasina ragmen halen daha iizerine
arastirma yapilmamis birgok bitki tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde yabani igde olarak bilinen Hippophae
rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisi, Cicilik, Cigirgan, Ciskan (Erzurum bélgesi), Sincan calisi (Ilgaz,
Sivas) olarak ta bilinmektedir. Halk arasinda anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, agr1 kesici, doku
rejenerasyonun tesviki, bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara
kars1 korunma sagladigi (Li ve Beveridge, 2003), gastrik iilser, deri hastaliklari, diyabet (Malinowska
ve Olas, 2016) oksidatif stres ve yaslanmaya kars1 koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (R6sch ve
ark., 2003).

Bu calisma da, Erzurum ili Tortum yo6resinden toplanan Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde)
bitkisi meyvelerinin su, etil alkol, metanol ve n-hekzan gibi farkli polaritelere sahip ekstrelerinin toplam
fenolik bilesik, total antioksidan aktivite, Fe**- Fe*? indirgeme kapasitesi ve DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesi, ABTS (2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit))
radikal giderme aktivitesi, FRAP metoduna gore Fe+3TPTZ indirgenme kapasitesi ve CUPRAC
metoduna gore Cut+2-Cu+ indirgeme kapasitesi ile tespit etmektir. Calismamiz, kullanilan bitki
materyalinin Erzurum Tortum ilgesinden toplanmis olmas, test edilen konsantrasyon araliginin genisligi
ve farkli polaritedeki ekstre sayis1 bakimindan diger calismalardan ayrilmaktadir.
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Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Meryem Sengiil KOSEOGLU nun yardimiyla uluslararasi teshis
yontemleri kullanilarak teshis edilmistir.
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Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyveleri kurutulduktan sonra bir havanda s1vi
azot ile muamele edilerek toz haline getirildi. Her birinden 100 g 6rnek tartilarak bir Soxalet cihazi
balonuna yerlestirildi. Calkalayicili su banyosunda iki giin siireyle ekstrakte edildi. Meyvenin su, etanol,
metanol ve n-hekzan olmak tizere 4 farkli ¢oziicii sistemi (50°C, 250 ml x 4) kullanildi. Ekstraktlar
stizlildiikten sonra ve ¢6ziicii igerigi doner buharlastirici (evaporator) da diisiik basing ve diisiik sicaklikta
uzaklastirildi. Ekstraktlar 5 pm-Hg basing altinda liyofilize edildi (Kutlu ve ark., 2020).

Bitki ekstraktlarinin total antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi Mitsuda ve arkadaslari tarafindan tarafindan gelistirilen yonteminin modifiye
edilmis hali kullanilarak gergeklestirildi. Bu metoda gore, tiyosiyanat yontemi kullanilarak olg¢iildi
(Mitsuda, 1966). 1 mg ekstrakt 1 mL saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii igerisinde iizerine
4 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.0) ve 5 mL linoleik asit ¢6zeltisi ilave edildi ve daha sonra 37°C ’da
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun baslatilmasin1 miiteakip her 10 saatte bir %75 etanol ve %30
amonyum tiyosiyanat c¢ozeltilerine 0.1 mL inkiibasyon karisimi ilave edilerek vortekslendi. Karisima
%35 HCl igerisinde 0.02 M FeCl» ¢ozeltisi ilave edilerek absorbanslar 500 nm” de kore karsi 6l¢iildii.
Kontrol i¢in ayn1 islemler yalnizca linoleik asitli karisimda, kor igin ise 0.1 mL saf su ilave edilerek
tekrarlandi. inkiibasyona kontroliin maksimum absorbansa ulasmasi neticesinde son verildi. Inkiibasyon
karigimindan her seferinde 6 tekerriir ile sonuglar verildi.

Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik bilesiklerin miktarlarimin belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyve ekstraktlarindaki toplam fenolik
bilesiklerin miktarlari, Slinkard ve Singleton tarafindan gelistirilen yonteminin modifiye edilmis hali
kullanilarak gergeklestirildi (Slinkard ve Singleton, 1977). 0.5 mg liyofilizat 0.5 mL saf suda
¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii icerisinde iizerine 2.5 mL Folin-Coicalteu ¢ozeltisi ilave edildi
ve 30 °C’ de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra bu karigimin iizerine 2 mL Na>COs ilave edilerek
30 °C’de 90 dakika siireyle yeniden inkiibasyona birakildi. 90. dakikanin sonunda 765 nm’de
absorbanslar oOlgiildii. Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart grafikten de yararlanilarak
sonuclar, mg Gallik Asit ekivalenti (GAE)/g liyofilizat seklinde verildi.

Bitki ekstraktlarmin Fe*3- Fe*? indirgeme kapasitesi belirlenmesi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyve ekstraktlarmin indirgeyici giicleri Yen
ve Chen tarafindan gelistirilen yonteminin modifiye edilmis hali kullanilarak gerceklestirildi (Yen ve
Chen, 1995). 0.5 mg ekstrakt 0.5 mL saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii igerisinde {izerine
2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 mL %1 potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi eklendikten sonra
50°C ’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. %10 TCA ¢o6zeltisinden 2.5 mL ilave edilip 3000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edildi. Bu karisimin {izerine 2.5 mL siipernatan alinarak tlizerine 2.5 mL %0,1 FeCls ve
2.5 mL saf su ilave edildikten sonra 700 nm’ de absorbans Ol¢iildii. Yiiksek absorbans, yiiksek
indirgeyici giicii temsil etmektedir.

Antioksidan Kapasite Deneyleri
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesi tayini

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyve elde edilen ekstrelerin DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore tespit edildi (Blois, 1958). 1
mM DPPH ¢ozeltisi serbest radikal ¢ozeltisi olarak kullanilarak bitki ekstrelere ait 10-60 pg/mL
arasinda degisen stok ¢ozeltiler hazirlandi. Ardindan her bir kuyucuga 210 pL stok ¢ozelti ve 70 puL
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DPPH c¢ézeltisi pipetlendi. Ornekler 1 dakika siiresince vorteks yardimiyla ¢alkalandiktan sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Kontrol numunesi i¢in 210 pL etanol ve 70 pL
DPPH cozeltisi, standart antioksidan olarak ise a-tokoferol kullanildi. Tiim Ornekler etanolden
olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar1 kaydedildi ve sonuglar yiizde inhibisyon olarak
hesaplandi.

ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit)) radikal giderme aktivitesi tayini

Re ve arkadaglar1 (1999) tarafindan yapilan calismaya goére ABTS (2,2°—azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit)) radikal giderme aktivitesi belirlendi. Bu yonteme gore ilk dnce 2
mM ABTS ¢o6zeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiye 1:1 oraninda, 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
eklenerek ABTS.+ elde edildi. Ekstrelerin 1-40 ng/mL arasinda hazirlanan stok ¢ozeltilerinden 140
uL ve ABTS.+ ¢ozeltisinden ise 100 pL fosfat tamponu (0.1 M, pH = 7.4) kullanildi. 30 dk
inkiibasyondan sonra tampondan olusan kore kars1 734 nm’de absorbanslar kaydedildi. Standart
bilesik olarak ise troloks kullanildi (Zulueta ve ark., 2009).

FRAP metoduna gore Fe**TPTZ indirgenme kapasitesi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstrelerin,
elektron transferine dayanan antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemi Huang ve arkadaslarinin
metoduna gére yapildi. ilk énce 0.3 M asetat tamponu (pH= 3.6) hazirlandi. 100 mL balon joje
igerisinde 10 mM TPTZ, 40 mM HCI asit konulacak ve son hacim 100 mL tamamlandi. Daha sonra
20 mM FeCl3 ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 2.5 mL TPTZ, 2.5 mL FeCls ve 25
mL asetat tamponundan olacak sekilde 30 mL’lik FRAP ¢ozeltisi elde edildi. Elde edilen FRAP
cozeltisi 37°C “‘de 30 dakika inkiibasyon siiresinden sonra 593 nm’de kor numunesi olarak dl¢iildii.
Standart bilesik olarak ise troloks kullanild1 (Huang ve ark., 2005).

CUPRAC metoduna gore Cu*?-Cu* indirgeme kapasitesi

Apak ve arkadaslar1 (2006) metoduna gére Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin
meyvelerinden elde edilen ekstrelerin ve bilesiklerin antioksidan kapasite tayinleri belirlendi. Bu
yonteme gore ilk once 10 mM 250 mL CuClI2H20 c¢ozeltisi hazirlandi. Tampon ¢o6zeltisi olarak da
250 mL NH4Ac (1 M, pH=7.0) kullan1ld1. Daha sonra 25 mL’lik balon jojelerde %96’lik etanol ile
7.5 mM Neocuproin (Nc) ¢ozeltisi hazirlandi. 60 pL CuClz, 60 pL asetat tamponu, 60 pL
Neocuproin ve 60 pL. numuneden olusan ¢dzelti karistirildi. 30 dk inkiibasyon siiresinden sonra, Cu
(IT) neocuproin kompleksinin ortamdaki antioksidan etki gosteren bilesikler vasitasiyla Cu (I)
neocuproine doniismesine ve bu kompleksin metanolden olusan kore karst absorbans artiglar1 450
nm’de okundu. Standart bilesik olarak 1-60 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda troloks
¢ozeltisi kullanild1 (Apak ve ark., 2005; Apak ve ark., 2006; Sozgen ve ark., 2006).

BULGULAR VE TARTISMA

Total Antioksidan Aktivitelerine Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin her 10 saatte bir alinan 6l¢iimleri i¢eren veriler esas alinarak 50. saatte en
yiiksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen total antioksidan sonuglari ortalama
absorbans olarak hesapland1 (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin total
antioksidan aktiviteleri

Total antioksidan aktivite

Ekstreler Doz Ortalama absorbans
(mg/mL) (50. saat, 500 nm)
1 0.25620.001
Etanol 5 0.484+0.005
10 0.6794+0.003
1 0.2160.004
Metanol 5 0.281+0.002
10 0.32340.007
1 0.175+0.003
Su 5 0.226+0.005
10 0.319+0.007
1 0.17840.003
n-hekzan 5 0.236+0.002
10 0.31240.003
1 0.278+0.003
Troloks 5 0.636+0.004
10 0.74240.003

nm: nanometre, mg: miligram, mL: mililitre

Antioksidan aktivite tayin yontemleri cesitli parametrelere bagli oldugundan, bir bilesigin
antioksidan aktivitesini tayin etmek icin tek bir standart yontem yoktur. Bundan dolay1 antioksidan
aktivite tayin etmek icin bircok yontem kullanilmaktadir (Mitsuda, 1966; Slinkard ve Singleton,
1977; Blois, 1958; Yen ve Chen, 1995; Apak ve ark., 2005; Huang ve ark., 2005; Odabasoglu ve
ark., 2006; Apak ve ark., 2006; S6zgen ve ark., 2006; Zulueta ve ark., 2009; Kutlu ve ark., 2020).
Deneysel caligmalarda, total antioksidan kapasitesinin belirlenmesi, antioksidanlarin tek tek analiz
edilmesinden daha degerli kabul edilmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada, Hippophae rhamnoides L.
(Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli ekstrelerindeki total antioksidan kapasiteleri analiz
edildi. Calisgmanin sonuglarma gore su, etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ve aktivitenin doz artisina bagl oldugu belirlenmistir. Ekstreler (su, etanol,
metanol ve n-hekzan) arasindaki en yiiksek antioksidan aktivite ise etanol ekstresinde tespit
edilmistir.

Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile belirlendi.
Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanild1 ve hesaplamalarda yararlanilacak olan standart grafik
hazirland1 (Sekil 1).
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Y= 0.001x + 0.0085
rz=0.9974

Absorbans=0.001 x GAE +

Absorbans (760 nm)
o
N

0 1000

Gallik agi(%o(ug/mL)
Sekil 1. Gallik asit standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktarlari gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplandi
(Cizelge 2).

Cizelge 2. Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin toplam fenolik
bilesik miktarlar

Ekstreler Toplam Fenolik Bilesik (ung GAE/mg ekstre)
Etanol 77.75+0.05
Metanol 50.28+0.01
Su 58.75+0.04
n-hekzan 45.324+0.03

pg: mikrogram, mg: miligram

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin farkli ekstrelerindeki toplam
fenolik bilesik miktarlar1 sonuglarina gore etanol ekstresinde diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Dogal bilesikler olarak bilinen fenolik bilesikler antioksidan 6zelliklerini, serbest
radikalleri yakalayarak ve zincir reaksiyonlarii durdurarak yapabilmektedirler (Hamid ve ark., 2010).
Bundan dolay1 toplam fenolik bilesik miktar1 yiiksek olan ekstreler antioksidan deney sistemlerinde
etkili bulunmustur.

Indirgeyici Giiglerine Ait Bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin indirgeyici giig¢lerine ait sonuglar ortalama absorbans olarak hesaplandi
(Cizelge 3).

Total indirgeyici gii¢, antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerden biridir. Bu analizde
yiiksek absorbans yiiksek indirgeme potansiyelini gostermektedir (Mathew ve Abraham, 2006).
Yaptigimiz calismada, Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin farkli
ekstrelerindeki total indirgeyici gii¢ analizi yapildi. Calismanin sonuglarina gore su, etanol, metanol ve
n-hekzan ekstrelerinin hepsinde indirgeyici gli¢lerinin doza bagh olarak arttig1 ve en yiiksek indirgeyici
giic etanol ekstresinde oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3. Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerine ait ekstrelerin indirgeme
giicleri

Indirgeyici giicii

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

nm: nanometre

Antioksidan Kapasite Bulgular
DPPH radikali siipiirme calismalarina ait bulgular

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

y = 1.3552x + 18.167
r2 = 0.9963

% Inhibisyo

0 20 80

a-Tokofel4(9| (pg/mL)60
Sekil 2. a-Tokoferoliin konsantrasyon- % Inhibisyon grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL konsantrasyonda
gerceklestirdikleri DPPH radikali siipiiriicii  kapasiteleri % inhibisyon seklinde Cizelge 4’de
gosterilmistir.

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinden en yiiksek DPPH serbest radikali siipiiriicii kapasiteye sahip ekstrenin etanol
ekstresi oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4 Ekstrelerin 50 pg/mL konsantrasyonda DPPH serbest radikali siipiiriicii kapasitelerinin

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

pg: mikrogram, mL: mililitre
ABTS" radikali siipiirme kapasite calismalarina ait bulgular

ABTS" katyon radikali siipiiriicii kapasite tayinleri Re ve ark. tarafindan gelistirilen yonteme gore
yapilmistir. Pozitif kontrol olarak troloks kullanildi. Analiz edilecek konsantrasyon araligi (10-60
pg/mL) standart antioksidan bilesikleri {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda belirlendi. Standart
antioksidan olarak troloks ABTS" katyon radikali siipiirme aktivitesi 50 pg/mL konsantrasyonunda en
yiiksek degere ulasmistir. Bu veriler dogrultusunda ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligr 10-60

ug/mL olarak belirlendi.
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Sekil 3. Troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 ug/mL konsantrasyonda ABTS" katyon

radikali stipiirme kapasiteleri % inhibisyon olarak Cizelge 5’te gosterildi.

Cizelge 5. Ekstrelerin 50 pg/ml konsantrasyonda ABTS" katyon radikali siipiirme kapasitelerinin

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

ug: mikrogram, mL: mililitre

ABTS katyon radikali siipiiriicii kapasite ¢aligsmalart Re ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen
yonteme gore yapilmistir (Zulueta ve ark., 2009). 734 nm dalga boyunda yapilan dl¢iimlere yardimiyla
% inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Elde edilen bulgulara gére Hippophae rhamnoides L. (Yabani
Igde) bitkisinin meyvelerinden elde edilen farkli ekstreler arasindan etanol ekstresindeki % inhibisyon

diger ekstrelere gore oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) ait bulgular

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin  ve standart antioksidan bilesiklerin 595 nm’de demir (III)
indirgeme/antioksidan giicline karsilik gelen absorbans degerleri spektrofotometrik olarak olciildii.
Analiz edilen konsantrasyon araligi (10-60 pg/mL) standart antioksidan bilesikleri iizerinde yapilan
calismalar sonucunda belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks, demir (III) indirgeme/antioksidan
giicli aktivitesi 40 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere ulagmistir. Bu veriler dogrultusunda
ekstrelerin ¢alisilacak konsantrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 4. Troloks standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL  konsantrasyonda
spektrofotometrik yonlemle 593 nm’de demir (IIT) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin pg Troloks esdeger
Antioksidan Kapasite (TEAC) cinsinden karsilastirilmasi Cizelge 6’da gosterildi.

Cizelge 6. Ekstrelerin 50 ng/mL konsantrasyonda demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin ugTEAC
cinsinden karsilastirilmasi

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

Eq: ekivalan, pg: mikrogram, mL: mililitre

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

Bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini yontemi (CUPRAC)

Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 450 nm’de Cu (Il) neocuproin
kompleksinin ortamdaki antioksidan etki gdsteren bilesikler vasitasiyla Cu (I) neocuproine doniismesine
ve bu kompleksin metanolden olusan kore karsi absorbans artiglar 450 nm’de okuma yapildi. Analiz
edilecek konsantrasyon araligi (10-60 pg/mL) standart antioksidan bilesikleri iizerinde yapilan
calismalar sonucunda belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks, Cu (II) neocuproin kompleksinin
ortamdaki antioksidan etki gosteren bilesikler vasitasiyla Cu (I) neocuproine doniisme aktivitesi 50
ng/mL konsantrasyonunda en yiiksek degere ulasmistir. Bu veriler dogrultusunda ekstrelerin ¢alisilacak
konsantrasyon aralig1 10-60 png/mL olarak belirlendi.
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Sekil 5. Troloks standart grafigi

Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinden hazirlanan su, etanol, metanol
ve n-hekzan ekstrelerinin ve standart antioksidan bilesiklerin 50 pg/mL konsantrasyonda
spektrofotometrik yonlemle 450 nm’de Cu (II) neocuproin kompleksinin ortamdaki antioksidan etki
gosteren bilesikler vasitasiyla Cu (I) neocuproine doniismesine ve bu kompleksin pg Troloks esdeger
Antioksidan Kapasite (TEAC) cinsinden karsilastirilmasi Cizelge 7°de gosterildi.

Cizelge 7. Ekstrelerin 50 pg/mL konsantrasyonda Cu (II) neocuproin kompleksinin Cu (I) neocuproine
doniismesinin pug TEAC cinsinden karsilastirilmast

Ekstreler Troloks (Eq pg/ml)
Etanol 42.15
Metanol 23.41
Su 33.33
n-hekzan 21.05

Eq: ekivalan, pg: mikrogram, mL: mililitre

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

SONUC

Bu calismada Hippophae rhamnoides L. (Yabani igde) bitkisinin meyvelerinin analizi sonucunda
daha ¢ok etanol ekstresinde olmak kaydiyla metanol, su ve n-hekzan ekstrelerinde yiiksek antioksidan
aktivite, yliksek indirgeyici gii¢ ve total fenolik bilesik bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Bu
ozelligi Hippophae rhamnoides L. (Yabani Igde) bitkisinin meyvelerinin igerdigi bilesiklerden
kaynaklandigini diistiinmekteyiz. Bu bilgiler 15181nda, safligini belirlemek, menseini kontrol etmek, kalite
kontroliinii ger¢eklestirmek ve ayrica endiistriyel iirlinlerin se¢imini hedeflemek icin bilgi saglayabilir.
Bilesik izolasyonu i¢in bitkinin en aktif fraksiyonu segilebilir, diger tiim fraksiyonlar karigtirilabilir,
sinerjizm acisindan test edilebilir ve ayrica kabul edilebilir dozaj formlarinda formiile edilebilir.
Etnomedikal ve farmakolojik kanitlar ve bitkinin kozmetik gibi ¢esitli alanlarda kullanilmasindan
dolay1, bitki terapotik faydasi igin arastirilabilir ve daha fazla galigilabilir. Mevcut ¢alismanin tek amaci,
kitleler tarafindan kabul edilebilirligini artirmak i¢in modern bulgularla desteklenen halk hekimliginde
kullanilan formiilasyonlarin gizli potansiyelini ortaya cikarmaya destek olmaktir. Bu calisma
sonuglariin son zamanlarda artan ¢alismalara katki saglayacagi diisiincesindeyiz

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catigsmasi olmadigini beyan ederler.
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Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.

KAYNAKLAR

Apak R, Giiclii K, Ozyiirek M, Celik S. 2006. A novel total antioxidant capacity measurement for food and plasma
antioxidants: CUPRAC method OP-104. The Febs Journal, 273.

Apak R, Gii¢lii K, Ozyiirek M, Karademir SE, Altun M. 2005. Total antioxidant capacity assay of human serum
using copper (I1)-neocuproine as chromogenic oxidant: the CUPRAC method. Free radical research, 39:
949-961

Blois MS. 1958. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature, 181: 1199-1200.

Erdem S, Eren AP. 2009. Tedavi amacli kullanilan bitkiler ve bitkisel {irinlerin yan etkileri. Tiirk Hijyen ve
Deneysel Bioloji Dergisi, 66(3): 133-141.

Faydaoglu E, Siiriiciioglu MS. 2011. Gegmisten giliniimiize tibbi ve aromatik bitkilerin kullanilmasi ve ekonomik
onemi. Kastamonu Unviversitesi Orman Fakiiltesi Dergisi, 11(19: 52-67.

Hamid A, Aiyelaagbe O, Usman L, Ameen O, Lawal A. 2010. Antioxidants: Its medicinal and pharmacological
applications. African Journal of pure and applied chemistry, 4: 142-151.

Huang D, Ou B, Prior RL. 2005. The chemistry behind antioxidant capacity assays. Journal of agricultural and
food chemistry, 53: 1841-1856.

Kutlu Z, Celik M, Bilen A, Halic1 Z, Yildirim S, Karabulut S, Karakaya S, Delimustafaoglu F, Aydin P. 2020.
Effects of umbelliferone isolated from the Ferulago pauciradiata Boiss. & Heldr. Plant on cecal ligation
and puncture-induced sepsis model in rats. Biomedicine & Pharmacotherapy, 110206.

Kutlu Z, Dumlu F, Berktas AO, Odabasoglu F. 2020. Investigation of In Vitro Antioxidant Activity of Glycrrhiza
glabra and Syzygium aromaticum Extracts. Eurasian Journal of Biological and Chemical Sciences, 3(1):55-
58

Li TS, Beveridge TH. Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) production and utilization. Baski. NRC Research
Press, 2003.

Malinowska P, Olas B. 2016. Sea buckthorn—valuable plant for health. Kosmos, 2: 285-292.

Mathew S, Abraham TE. 2006. Studies on the antioxidant activities of cinnamon (Cinnamomum verum) bark
extracts, through various in vitro models. Food Chemistry, 94: 520-528.

Mitsuda H. 1966. Antioxidative action of indole compounds during the autoxidation of linoleic acid. Eiyo to
shokuryo, 19: 210-221

Odabasoglu F, Cakir A, Suleyman H, Aslan A, Bayir Y, Halici M, Kazaz C. 2006. Gastroprotective and
antioxidant effects of usnic acid on indomethacin-induced gastric ulcer in rats. Journal of
ethnopharmacology, 103: 59-65.

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannale A, Yang, M, Rice C. 1999. Antioxidant activity applying an improved
ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, 26, 1231-1237.

Rosch D, Bergmann M, Knorr D, Kroh LW. 2003. Structure— antioxidant efficiency relationships of phenolic
compounds and their contribution to the antioxidant activity of sea buckthorn juice. Journal of agricultural
and food chemistry, 51: 4233-4239.

Slinkard K, Singleton VL. 1977. Total phenol analysis: automation and comparison with manual methods.
American journal of enology and viticulture, 28: 49-55.

Sozgen K, Cekic SD, Tiitem E, Apak R. 2006. Spectrophotometric total protein assay with copper (II)—
neocuproine reagent in alkaline medium. Talanta, 68: 1601-1609

Yen GC, Chen HY. 1995. Antioxidant activity of various tea extracts in relation to their antimutagenicity. Journal
of agricultural and food chemistry, 43: 27-32.

Zulueta A, Esteve MJ, Frigola A. 2009. ORAC and TEAC assays comparison to measure the antioxidant capacity
of food products. Food Chemistry, 114: 310-316.

3002



