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Baz Bitkilerden Elde Edilen Liyofilize infiizyonlarda Demleme Siiresi Faktoriiniin Antioksidan Ozellikler ve Agir Metal
Kompozisyonu Uzerine Etkisi

Elif Feyza TOPDASY

OZET: Bitki infiizyonlar1, genellikle polifenol igeriklerinden kaynaklanan faydah 6zelliklerinden dolay1 diinya capinda yaygin
olarak tiiketilen i¢eceklerdir. Bu ¢aligmada, iilkemizde halk tarafindan yaygin olarak kullanilan ve genelde infiizyonlari tiiketilen;
ayva (Cydonia oblonga) yapragi, ithlamur (Tilia cordata) cicegi ve yapragi, altin otu (Helichrysum arenarium), karabas otu
(Lavandula stoechas) ¢igegi, hatmi (Althaea officinalis) ¢igegi ve bogiirtlen (Rubus fruticosus) yapragindan olusan yedi farkli bitki
ile galigilmistir. Bitkilerin 3, 9, 15 ve 21 dk demleme siirelerinde elde edilen liyofilize infiizyonlarin verim, renk, toplam fenolik ve
toplam flavonoid madde, antiradikal aktivite ve agir metal icerikleri (Hg, Pb, Cu, Mn, Zn, Cr, Ni, Al ve Cd) degerlendirilmistir.
Hatmi ¢icegi ve bogiirtlen yapraginin ekstraksiyon verimleri diger bitkilere kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Demleme siiresindeki
artisin numunelerin L* degerini azalttig1, a* degerini artirdigi, b* degerini ise genel olarak azalttig1 tespit edilmistir. Liyofilize
inflizyonlarin Folin-Ciocalteu prosediirii ile belirlenen toplam fenolik madde icerikleri 8.05 ile 53.92 mg GAE g araliginda
degisim gdstermistir. En yiiksek toplam flavonoid madde miktar1 karabas otu infiizyonunda 21. dakikada 22.40 mg KE g™ olarak
tespit edilmistir. Antiradikal aktivite, ABTS ve DPPH radikal giderme aktivite analizleri ile belirlenmistir. Tiim bitki inflizyonlar1
toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ile gii¢lii bir sekilde iliskili olarak antiradikal aktivite sergilemistir. DPPH radikali giderme
aktivitesi analizinde liyofilize infiizyonlarin ICs degerleri 20.42-40.65 ng mL* arahiginda degisim gostermistir. DPPH ve ABTS
serbest radikallerine karsi en yiiksek antiradikal aktivite karabag otu tarafindan sergilenmistir. Liyofilize infiizyonlarm ICP-MS ile
belirlenen agir metal icerikleri Mn>Zn>AI>Ni>Cu>Cr geklinde siralanmig ve demleme siiresi faktorii mineral gegisi iizerinde
p<0.05 diizeyinde ekili olmustur. Hg, Pb ve Cd agir metalleri ise hi¢bir drnekte tespit edilememistir. Bu ¢alismada elde edilen
bulgular, gergek antioksidan dzellikler ve agir metal igerigini belirlemek i¢in son {iriinii (tiiketici tarafindan hazirlanan infiizyonlar)
analiz etmenin faydali olacagimi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, agir metal, bitki infiizyonu, demleme, renk

Effect of Brewing Time Factor on Antioxidant Properties and Heavy Metal Composition in Lyophilized Infusions
Obtained from Some Plants

ABSTRACT: Herbal infusions are widely consumed beverages worldwide due to the beneficial properties provided by their
polyphenol ingredients. In this study, seven different plants, consisting of quince (Cydonia oblonga) leaf, linden (Tilia cordata)
flower and leaves, golden grass (Helichrysum arenarium), French lavender (Lavandula stoechas) flower, marshmallow (Althaea
officinalis) flower, and blackberry (Rubus fruticosus) leaves were studied, which are widely used and their infusions are prepared
by people in our country. Extraction yields, color, total phenolic and total flavonoid contents, antiradical activities, and heavy metal
contents (Hg, Pb, Cu, Mn, Zn, Cr, Ni, Al, and Cd) of lyophilized infusions obtained at 3, 9, 15 and 21 minutes of brewing times
were evaluated. Extraction yields of marshmallow flower and blackberry leaves were higher than other plants. The increase in
brewing time caused a decrease in the L* value, an increase in the a* value, and a general decrease in the b* value of the samples.
Total phenolic content of Iyophilized infusions determined by the Folin-Ciocalteu procedure ranged from 8.05 to 53.92 mg GAE
g. The highest total flavonoid amount was detected as 22.40 mg QE g™ in lyophilized French lavender infusion at the 21st minute.
The antiradical activity was determined by ABTS and DPPH radical scavenging activity analyses. All herbal infusions exhibited
antiradical activity, strongly correlated with total phenolic and flavonoid contents. In DPPH radical scavenging activity analysis,
ICso values of lyophilized infusions varied between 20.42 and 40.65 pg ml?. The French lavender herb exhibited the highest
antiradical activity against DPPH and ABTS free radicals. Heavy metal contents of lyophilized infusions determined by ICP-MS
were listed as Mn>Zn>AI>Ni>Cu>Cr, and the brewing time factor was influential on the mineral transfer at p<0.05 level. Hg, Pb,
and Cd heavy metals were not detected in any samples. The findings in this study suggest that it would be useful to analyze the end
product (consumer-prepared infusions) to determine the actual antioxidant properties and heavy metal contents.
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GIRIS

Diinyada sudan sonra en cok tiiketilen icecek grubu caylardir. ‘Cay’ kelimesinin zihinde
uyandirdigr ilk anlam, Camellia sinensis L. (Theaceae) yapraklar1 kullanilarak hazirlanan igecek olsa
da; bitki ¢ay1 olarak bilinen bitki infiizyonlar1 da (Statista, 2018) tiim diinyada farkl: kiiltiirlerde ¢ay ad1
altinda tiiketilmektedir (Attard 2011a; Malik ve ark., 2013; Razic ve Kuntic, 2013). Bitki infiizyonlar1
bitkilerin taze ve/veya kurutulmus yaprak, ¢icek, kok, siirgiin, meyve veya tohumlarmin kaynar suda
demlenmesi ile hazirlanmaktadir (Lasekan ve Lasekan, 2012; Preedy, 2013). Giiniimiizde papatya,
melisa, limon otu, nane, feslegen, lavanta, tarcin, zencefil, adagay1r ve rezene gibi bir¢ok bitkinin
inflizyonlarinin evlerde hazirlanabilmesi i¢in piyasada paketlenmis halde satisa sunulan triinleri
bulunmaktadir.

Bitki inflizyonlari, dogal ve ferahlatici tatlarinin yaninda diger duyusal 6zellikleri nedeniyle
tiikketiciler tarafindan begenilmekte (Koch ve ark., 2012) ve dogal olarak icerdikleri antioksidan etki
gosteren bilesenler sayesinde saglikli olarak kabul gérmektedir (Monbaliu ve ark., 2010). Yapilan
arastirmalar bitki infiizyonlarinin antioksidan etki gosteren polifenolik bilesiklerin dnemli kaynaklari
olduklarin1 gostermektedir (Dimitrios, 2006; Richle ve ark., 2013; Jeszka-Skowron ve ark., 2018).
Polifenolik bilesikler, serbest radikalleri nétralize etmeleri ve yag asitleri gibi bilesiklerin oksidasyonunu
onlemeleri sebebiyle onemlidir (Olivier ve ark., 2012). Bu bilesikler sergiledikleri antioksidan aktivite
sayesinde hem c¢esitli hastaliklarin 6nlenmesini (Mojzer ve ark., 2016), hem de mevcut hastaliklarin
baskilanmasini saglamakta ve iyilesme siirecine katkida bulunmaktalardir (Gonzalez-Vallinas ve ark.,
2013).

Ulkemizde yaygm olarak infiizyon seklinde tiiketilen bitkilerden biri olan Helichrysum arenarium
(altin otu)’un sergiledigi antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zelliklerin (Sagdic ve ark.,
2003; Sala ve ark., 2003; Tepe ve ark., 2005) igerdikleri flavonoidlerden kaynaklandigi rapor
edilmektedir (Albayrak ve ark., 2010a). Ayva (Cydonia oblonga Miller. = Cydonia vulgaris Pers, Pyrus
cydonia L. (Ercan ve Ozkarakas, 2005)) yapraklar1 halk hekimliginde yatistirici, ates diisiiriici, ishal
onleyici ve oksiirtik kesici 6zellikleri ve gesitli cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilmistir (Oliveira
ve ark., 2007). Ayva yapraklarinin igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde antifungal (Hamid ve ark.,
2013), antioksidan (Costa ve ark., 2009) ve kolon kanserine karsi hiicre biiyiimesini baskilayan
(Carvalho ve ark., 2010) 6zellikleri rapor edilmistir. In vitro ¢alismalar, bogiirtlenin (Rubus fruticosus)
gliclii antioksidan, antiproliferatif ve antiinflamatuar aktivitelerini kanitlamigtir (Dai ve ark., 2007; Zia-
Ul-Haq ve ark., 2014). Tilia cordota (thlamur) yaprak ve ¢igekleri yiiksek diizeyde flavonoidler, fenolik
asitler (kafeik, p-kumarik ve Klorojenik asitler), amino asitler, tanenler ve proantosiyaninleri
icermektedir (Toker ve ark., 2001; Cittan ve ark., 2018; Pavlovi'c ve ark., 2020). Karabasotu (Lavandula
stoechas), zengin aromatik igerigi ile tiim diinyada taninmakta ve kozmetik, parfiimeri ve ilag sektoriinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Benabdelkader ve ark., 2011; Carrasco ve ark., 2015). Giirdal ve Kiiltiir
(2013), L. stoechas’in mide agrisi1, diyabet, hipertansiyon, kolesterol ve solunum yolu hastaliklarina kars1
kullanildigini bildirmislerdir. Althaea officinalis (hatmi) tomurcuk ve ¢icek inflizyonlarinin influenza
tedavisinde etkili oldugu (Demirci-Kayiran, 2019) ve ¢i¢eklerinin hipolaetin glikozitler, kaempferol ve
dihidrokaempferol i¢erdigi rapor edilmistir (Dzido ve ark., 1991).

Saglik acgisindan faydali etkileri nedeniyle tiiketiciler agisindan bitki infiizyonlarinin tiiketimi
tesvik edici olsa da; bitkinin yetistigi toprak, yagmur, atmosferik tozlar, bitki koruma ajanlari ve giibreler
araciligiyla once bitkiye ve ardindan hazirlanan inflizyonlara transfer olabilen toksinler ve toksik
metaller insan saglig1 agisindan risk olusturabilmektedir (Attard, 2011b; Lozak ve ark., 2002). Diinya
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Saghk Orgiitii (WHO), bitki ¢ay1 tiiketiminde giivenligi saglamak igin toksik oldugu diisiiniilen bitki
caylarindaki agir metallerin kontrol edilmesi gerektigini belirtmektedir (Limmatvapirat ve ark., 2012).
Bitkinin icerdigi agir metallerin isleme esnasinda iiriine gegebilmesi sebebiyle 6zellikle tibbi ve aromatik
bitkilerin mineral madde kompozisyonlarinin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye’ de yaygin sekilde kullanilan bazi bitkilerden farkli demleme
stirelerinde elde edilen liyofilize inflizyonlarin renk, verim, toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarlar ile serbest radikal giderme aktivitelerinin belirlenmesine ilave olarak; bazilar1 ¢ok diisiik
seviyelerde bile toksik etki gosterebilen agir metaller agisindan da arastirilmasidir. Bdylece ayva
yapragi, thlamur ¢icegi ve yapragi, altin otu, karabas otu, hatmi ¢igegi ve bogiirtlen yapragi infiizyonlar
evde hazirladiginda bahsedilen 6zellikler acisindan daha iyi bir iiriin deneyimini saglamak adina hangi
stirenin daha etkili oldugu da belirlenmis olacaktir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Bitki inflizyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan bitkiler ayva (Cydonia vulgaris) yapragi, thlamur
(Tilia cordata) ¢igegi ve yapragi, altin otu (Helichrysum arenarium), karabas otu (Lavandula stoechas)
cicegi, hatmi ¢icegi (Althaea officinalis) ve bogiirtlen (Rubus fruticosus) yapragi yerel bir saticidan
paketli olarak temin edilmistir. Satin alinan bitkilerin tamami ayni yila ait mahsullerdir. Calismada
kullanilan kuru bitkilere ait gorseller Sekil 1’ de yer almaktadir. Bitki infiizyonlarinin hazirlanmasi ve
analizleri Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Laboratuvarlari’nda
gerceklestirilmistir.

HC AY BY

Sekil 1. Calismada kullanilan kuru bitki 6rnekleri

* Ornek kodlamalar; IC: thlamur cigegi, I'Y: thlamur yapragi, AO: altin otu, KO: karabas otu, HC: hatmi ¢igegi, AY: ayva yaprag1 ve BY: bogiirtlen yaprag
seklindedir.

Bitki infiizyonlarinin Hazirlanmasi

Bitki infiizyonlar1 Karavoltsos ve ark. (2014) tarafindan belirtilen metotta baz1 modifikasyonlar
yapilarak hazirlanmistir. Her bitkinin daha Once de bahsedilen ¢igek ve/veya yaprak kisimlari
ayiklanarak; 3’er g’lik porsiyonlar halinde ¢elik demleme siizgeclerine konmus ve iizerlerine 250 mL
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kaynar deiyonize su ilave edilerek 3, 9, 15 ve 21 dk boyunca dnceden 1sitilmis sicak bir plaka iizerinde
infiize edilmistir. Daha sonra infiizyonlar, 10 dk boyunca sogumalari i¢in oda sicakligina bekletilmis ve
Whatman No:4 filtre kagidi ile sliziilmiistiir. Elde edilen siiziintiiler evaporatér yardimiyla (Heidolph
Laborata 4000, Germany) vakum altinda 50 mL’ ye kadar konsantre edilmis ve 10~ mTorr basing ve -
86 °C’ de liyofilize edilmistir (Operon FDU-8612, Korea). Kalintilar tartilarak analizler yapilana dek -
20 °C’ de agz1 hava almayacak sekilde kapatilan cam kavanozlarda bekletilmistir. Ekstraksiyon verimi,
V(%)=(M m)x100 esitligi yardimiyla hesaplanmistir (Bezarra ve ark., 2021). Burada, M: liyofilize
ekstrakt kiitlesi (g) ve m: kuru bitki kiitlesi (g)’dir.

Renk Olciimii

Numunelerin renk yogunluklar1 CIE (L*,a*,b*) sisteminde ii¢ boyutlu olglim yapan bir
kolorimetre (Konica Minolta CR-400, Korea) ile belirlenmistir. Kolorimetrenin kalibrasyonu cihaza ait
standart beyaz plaka yardimiyla gerceklestirilmistir. Her numune i¢in 3’ er kere tekrarlanan ol¢timler;
20+2 °C’ de beyaz bir zemin iizerinde gergeklestirilmis ve Orneklerin *L (parlak:100, koyu:0), a*
(kirmiz1:+60, yesil:-60) ve b* (sar1: +60, mavi: -60) degerleri belirlenmistir (Topdas ve ark., 2021).

Toplam Fenolik Madde Miktar

Liyofilize infiizyonlarin toplam fenolik madde igerikleri Folin&Ciocalteu’s reaktifi kullanilarak
Singleton ve ark. (1999)’na gore belirlenmistir. Bu amagla, 1000 pg ekstrakt alinarak ultra saf su ile 23
mL’ye tamamlanmig ve lizerine 0.5 mL Folin&Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Oda sicakliginda ve
karanlikta 3 dk bekletildikten sonra %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden 1.5 mL ilave edilmis ve 2 saat
karanlikta ve oda sicakliginda karistirilan numunelerin absorbanslar1 760 nm’de VIS spektrofotometre
(PG Instruments T60V, UK) yardimi ile belirlenmistir. Olciimler 3 er kere tekrarlanmstir. Bitki
inflizyonlarmin toplam fenolik madde miktarlari, gallik asit ile hazirlanan standart egrinin denklemi
(y=0.0208x-0.2990, R?=0.991) yardimiyla hesaplanmis ve mg GAE (Gallik Asit Esdegeri) g* liyofilize
ekstrakt olarak ifade edilmistir.

Toplam Flavonoid Miktar

Toplam flavonoid madde igegi Park ve ark. (1997)’ in yonteminde baz1 modifikasyonlar yapilarak
belirlenmistir. Kisaca, liyofilize su inflizyonlarindan 1000’ er ug tartilarak 0.1 mL 1 M CH3COOK ve
0.1 mL %10’luk AI(NOgz)3 ¢ozeltilerini igeren 4.3 mL etanol ¢ozeltisi ile seyreltilmislerdir. 40 dk
boyunca karanlikta ve oda sicakliginda karistirilan numunelerin absorbanslart UV-VIS spektrofotometre
ile 415 nm’ de kore kars1 kaydedilmistir. Olciimler 3° er kere tekrarlanmistir. Bitki infiizyonlarmin
toplam flavonoid miktarlari, kuersetin ile hazirlanan standart egrinin denklemi (y=35.325x-0.0225,
R?=0.995) yardimiyla hesaplanmis ve mg KE (Kuersetin Esdegeri) g™ liyofilize ekstrakt olarak ifade
edilmistir.

Antiradikal Aktivite
DPPH serbest radikali giderme aktivitesi

Liyofilize infizyonlarin DPPH (2,2-diphenyl-1-pcyrylhydrazyl) serbest radikal giderme
aktiviteleri Balaydin ve ark. (2010)’nin yontemine gore gerceklestirilmistir. Serbest radikal ¢ozeltisi
olarak DPPH’1n etanolde hazirlanan 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanilmistir. Stok ekstrakt ¢ozeltilerden 10, 20
ve 30 pg ul™ konsantrasyonlarda ve 3” er paralelli olarak tiiplere aktarim yapildiktan sonra toplam hacim
etanol ile 3 mL’ye tamamlanmis ve iizerlerine 1’er mL DPPH serbest radikal ¢ozeltisi eklenmistir.
Ardindan tiipler vortekslenerek oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk boyunca bekletilmislerdir.
Absorbanslar (A), VIS spektrofotometre ile 517 nm’ de kaydedilmistir. Olgiilen absorbans verileri
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kullanilarak her bir 6rnegin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir (%inhibisyon= [(ApppH-
AekstrakT)/ApprpH] x100). Ardindan % inhibisyon degerleri 6rnek konsantrasyonlarina karsi bir grafige
aktarilmis ve lineer regrasyon yapilarak her bir ornege ait ICso degerleri (radikalin %50’sinin
inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) belirlenmistir. Sonuglarin kiyaslanmasi agisindan BHA, BHT,
Troloks ve a-Tokoferol standart antioksidanlar olarak kullanilmistir.

ABTS serbest radikal giderme aktivitesi

Liyofilize infiizyonlarin ABTS radikali (2,2'-Azino-bis(3- etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
giderme aktiviteleri Koksal ve ark. (2009)’ nin metoduna gore gergeklestirilmistir. ABTS serbest radikal
cozeltisi, ultra saf su ile hazirlanan 2 mM konsantrasyonda ABTS ¢ozeltisine 2.45 nM potasyum
perstilfat ¢ozeltisinin ilave edilmesinin ardindan 12 saat karanlikta ve oda sicakliginda karistirilmasi ile
hazirlanmistir. Stok ekstrakt ¢dzeltilerden 10, 20 ve 30 pg ul™? konsantrasyonlarda ve 3’ er paralelli
olarak tiiplere aktarim yapildiktan sonra toplam hacim etanol ile 1.5 mL’ye tamamlanmis ve iizerlerine
0.5’er mL ABTS serbest radikal ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan tiipler vortekslenerek oda sicakliginda
ve karanlikta 30 dk boyunca bekletilmislerdir. Absorbanslar (A), VIS spektrofotometre ile 734 nm’ de
kaydedilmistir. Olgiilen absorbans verileri kullamlarak her bir 6rnegin % inhibisyon degerleri
hesaplanmustir (%lInhibisyon=[(Apppr-AeksTrakT)/AppeH] x100). % Inhibisyon degerleri &rnek
konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktarilmis ve lineer regrasyon yapilarak her bir drnege ait ICsg
degerleri (radikalin %50’sinin inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) belirlenmistir. Sonuglarin
kiyaslanmast agisindan BHA, BHT, Troloks ve o-Tokoferol standart antioksidanlar olarak
kullanilmustir.

Agir Metal Kompozisyonu

Numunelerin mineral madde miktarlari Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
(Agilent 7800, UK) ile tespit edilmistir. Oncelikle 0.5 g olarak tartilan liyofilize ekstraktlarin iizerine 8
mL %65°lik HNO3 ve 2 mL %31°lik H2O> ilave edilerek 15-20 dk beklenmis ve bir mikrodalga sistemi
(Milestone Ethos up SK-15) yardimiyla iki kademeli olarak 200 °C sicaklik ve 1800 W giigte yas yakma
yapilmistir. Yakma sonrasi tiip icerikleri ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlanip 0.45 pm’lik membran
filtre ile sliziilmiis ve siiziintiiden 0.5 mL alinarak 9.5 mL %2’lik HNO3 ve %0.5’lik HCI karisimu ile
seyreltilmistir. Ardindan ICP-MS cihazi ile standartlara karsi olusturulan kalibrasyon egrisinden
faydalanilarak numunelerin element miktarlari belirlenmistir (Anonymous, 2007). Analiz edilen
elementlerin 6l¢iim limitleri Cizelge 1° de goriilmektedir.

Cizelge 1. Analiz edilen elementlere ait ol¢tim limitleri (ppb)

Element LOD* LOQ**
Al 0.182 0.608
Cr 0.008 0.025
Mn 0.012 0.039
Ni 0.041 0.138
Cu 0.038 0.126
Zn 0.314 1.045
Cd 0.005 0.016
Hg 0.004 0.013
Pb 0.067 0.223

*LOD (Limit of detection): Gozlenebilme siir1, **LOQ (Limit of quantification): Tayin alt smir1.
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Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programi yardimiyla
gergeklestirilmistir. Veriler, varyans analizine tabi tutulmus ve ortalama degerler Duncan Coklu
Karsilastirma Testi kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde karsilastirilmistir. Ayrica degiskenler arasi
iliski korelasyon testi ile belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Liyofilize infiizyonlarda Verim
Kati:siv1 ekstraksiyonda verim; ¢oziicl tiirli, pH, kati:sivi oranlari, partikiil boyutu, sicaklik ve
siire gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir (ilbay, 2016). Mevcut ¢alismada, kuru bitki
ornekleri kaynar haldeki deiyonize su ile farkli silirelerde muamele edilerek bitki inflizyonlar
hazirlanmustir. Infiizyonlarin liyofilizasyonu sonrasinda elde edilen ekstraktlara ait verim verileri Sekil
2’de sunulmustur. En yiiksek verim (%24.91) hatmi ¢ig¢egi infiizyonunda saptanmistir. Hatmi ¢igegi
infiizyonunu sirasiyla; boglirtlen yapragi, altin otu, ayva yapragi, thlamur yapragi, ithlamur cicegi ve
karabas otu infiizyonlar1 takip etmistir. Hatmi ¢i¢egi liyofilize inflizyonlarinda, 3. dk ile 21. dk arasinda
%54.11’lik verim artis1 kaydedilmistir. Bogiirtlen yaprag: inflizyonunda uygulama boyunca elde edilen
verim %20.42 ile %22.54 araliginda degismistir. Ayva yapragi ve altin otu ekstraktlarinda 21. dakikada
yaklasik %17 seviyesinde birbirlerine oldukg¢a yakin verim verileri elde edilmistir. Ihlamur ¢icegi ve
thlamur yaprag: infiizyonlarinda, verim 3.dakikada sirasiyla %8.10 ve %9.36 olsa da; 21. dakikada
degerlerin birbirine oldukga yakin seviyelerde oldugu saptanmistir (%11.11 ve %11.43). En diisiik
verimin elde edildigi karabas otunda ise verim %6.43 ile %9.82 araliginda degisim gostermistir.
Sonuglar, tiim ekstraktlarda demleme siiresinin artisinin ¢oziiciiye gecen hidrofilik bilesen miktarin
artirdigin1  gostermektedir (p<0.05). Dolayisiyla siire faktoriiniin, bitki matrislerinden hidrofilik
bilesiklerin ekstraksiyonunda 6nemli bir parametre olugu tespit edilmistir.
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Sekil 2. Farkli demleme siirelerine tabi tutulan liyofilize 6rneklere ait ekstraksiyon verimleri
*Ornek kodlamalari: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yapragi, IC; thlamur cigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi
cigegi ve AO; altin otu seklindedir. 3,9,15,21; farkli demleme siirelerini (dk) ifade etmektedir.

Demleme Siiresinin Renk Parametreleri Uzerine Etkisi
Renk, tiiketicilerin yiyecek ve icecek algisi iizerindeki etkin roliine ilaveten hayatimizi bir¢ok

yonden etkileyen bir 6zelliktir. Yiyecek ve iceceklerin dogal ve cazip renklere sahip olmasi onlarin kabul
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edilebilirliklerini 6nemli diizeyde etkilemektedir. Bu ¢alismada, farkli demleme siirelerinin liyofilize
inflizyonlarda renk parametreleri iizerine etkileri degerlendirilmistir. Liyofilize infiizyonlarda 6lgiilen
renk parametrelerinden biri olan L* degeri Sekil 3’ de sunulmustur. Lightness (parlaklik) olarak
adlandirilan L* degeri, siyah (0)- beyaz (100) rengin Ol¢iisiidiir. Tlim numunelerde demleme siiresindeki
artis L* degerini 6nemli diizeyde (p<0.05) azaltmis yani rengin koyulagsmasina sebep olmustur. Benzer
sekilde Saklar ve ark. (2015)’ da demleme siiresi arttik¢a infiizyon renginin daha kahverengi oldugunu
ifade etmistir. Bu durumun demleme siiresince meydana gelen ¢esitli enzimatik reaksiyonlar, termal
yikim reaksiyonlar1 (Brug ve Fralle, 1995; Yuan ve Chen, 1998) ve/veya bitki matrisinden inflizyona
gecgen hidrofilik bilesen miktarmin artisindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada genel
olarak en yiiksek L* degerleri thlamur ¢igeginin farkli demleme siirelerindeki infiizyonlarinda tespit
edilmis olup; 3. dakikadan 21. dakikaya kadar 81.40’dan 76.19’a kadar gerilemistir. 3 dakikalik
infiizyonda 1hlamur ¢iceginden daha acik renkte olan (L*:82.90) ithlamur yapragi liyofilize infiizyonu 9.
dakikadan sonra koyulasarak 21. dakikada ihlamur ¢igegi infiizyonundan daha koyu bir hal almistir
(L*:68.25). En koyu renk ise diger numunelere kiyasla tiim inflizyon siirelerinde altin otundan elde
edilen liyofilize inflizyonlara aittir (51.19-58.40).

%0 ‘d  cbp,

80 ‘my. FB- dep

0|8 = ccy i o

5 ® - L o by

< 40 m9 dk

730
20
10

0

AY Iy IC BY KO HC AO

Ornekler

Sekil 3. Liyofilize inflizyonlara ait L* degerleri
*Ornek kodlamalari: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yaprag, IC; thlamur gigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi gigegi
ve AQ; altin otu seklindedir.
**ab.cd Sijtunlar iizerindeki farkl harfler, dort farkli siirede demlenmis infiizyonlarin *L degerleri arasinda énemli diizeyde fark oldugunu
gostermektedir (p <0.05).

Kirmizilik (a*) parametresi kirmizi-yesil eksendeki oOrneklerin renklerini tanimlamaktadir.
Liyofilize inflizyonlara ait a* degerleri Sekil 4’de goriilmektedir. Elde edilen verilere gore tiim
orneklerde a* degeri -1.15 ile 9.67 araliginda degisim gdstermistir. Infiizyon siiresindeki artis drneklerde
a* degerlerini 6nemli diizeyde artirmistir (p<0.05). 3. dakikada elde edilen thlamur ¢igegi ve thlamur
yapragi liyofilize infilizyonlar ile 9. dakikada elde edilen thlamur yaprag: infiizyonlarinin renklerinin
diger orneklere kiyasla daha yesilimsi oldugu belirlenmistir. Infiizyonlarin 21. dakikasinda en yiiksek
kirmizilik karabag otunda (9.67) ve onu takiben ayva yapragi (9.41) ile altin otu (9.20) ekstraktlarinda
Ol¢tilmiistiir. 3. dakikadan 21. dakikaya kadar sirasiyla -1.15, -0.18, 0.80, 4.71 degerleri ile a* degerinde
en fazla artisin gozlendigi 6rnek thlamur yapragidir.

Sarilik (b*) parametresi, sari-mavi araliginda renk degisimlerini 6l¢gmekte ve deger biiylidiikge
rengin daha sarimsi hale geldigini ifade etmektedir. Liyofilize infiizyonlarda b* degerleri 10.79 ile 37.20
arasinda degisim gostermistir (Sekil 5). Artan demleme siiresi boyunca 3. dakikaya kiyasla 21. dakikada
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ayva yapragi, bogiirtlen yapragi, karabas otu ve altin otu liyofilize infiizyonlarinin b* degerlerinde
azalma meydana gelmistir. Caligilan bitkiler arasinda en sar1 6rnek altin otu liyofilize infiizyonudur. Bu
ornekte 3. dakikada 37.20 olan b* degeri 21. dakikada 32.75’ e gerilemistir.
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Sekil 4. Liyofilize infiizyonlara ait a* degerleri
*Ornek kodlamalari: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yapragi, IC; thlamur gigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi gigegi
ve AQ; altin otu seklindedir.
**ab.cd Sijtunlar izerindeki farkl harfler, dért farkli siirede demlenmis inflizyonlarin a* degerleri arasinda énemli diizeyde fark oldugunu

gostermektedir (p <0.05).

Karabas otu liyofilize inflizyonu ise, tiim inflizyon siirelerinde b* degeri en diisiik olan 6rnektir.
Demleme siiresindeki degisimden b* degeri en az etkilenen drnek olan bogiirtlen yapragi infiizyonunda
degerler 29.70 ile 29.35 araliginda degisim gostermistir. Thlamur yaprag: infiizyonu ise 3.dakikadan
21.dakikaya kadar sarilik degeri en ¢ok yiikselen numunedir (21.79-33.97).
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Sekil 5. Liyofilize infiizyonlara ait b* degerleri
*Ornek kodlamalart: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yaprag, IC; thlamur gigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi cicegi
ve AO; altin otu seklindedir.
**abcd Siitunlar iizerindeki farkli harfler, dort farkli siirede demlenmis infiizyonlarin *b degerleri arasinda dnemli diizeyde fark oldugunu

gostermektedir (p <0.05).

Demleme Siiresinin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Madde Miktar ile Antiradikal Aktivite
Uzerine Etkileri

Bitkiler aleminde genis bir dagilima sahip olan fenolik bilesikler, hidrojen verme ve kararl radikal
ara Urlinler olusturma yeteneklerinden dolayr ©Onemli antioksidanlar olarak bilinmektelerdir
(Deligiannidou ve ark., 2018). Fenolik bilesikler bitkilerin ikincil metabolizma {iriinleri olup;
sergiledikleri antioksidan aktivite sayesinde gecis metallerini selatlama, baz1 enzimleri inhibe etme ve
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serbest radikalleri temizlemede 6nemli bir rol oynayabilmektelerdir (Scaduto, 1995; Sacchetti ve ark.,
2004; Keskes ve ark., 2017). Dolayisiyla bitkilerin antioksidan o6zellikleri ve radikal siipiiriicii
ozellikleri, dogrudan tibbi degerleri ile iliskilidir.

Bu calismada liyofilize infiizyonlarin toplam fenolik madde miktar1, toplam flavanoid madde
miktar1 ve ABTS ile DPPH serbest giderme aktiviteleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. Liyofilize inflizyonlara ait toplam fenolik madde miktarlar
*Ornek kodlamalari: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yapragi, IC; thlamur gigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi gigegi
ve AQO; altin otu seklindedir.
**Toplam fenolik madde miktar1 mg GAE g liyofilize ekstrakt olarak ifade edilmistir.

Liyofilize infiizyonlarin Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenen toplam fenolik madde miktarlar:
ile toplam flavonoid miktarlar1 Sekil 6 ve Sekil 7° de goriilmektedir. Calisilan tiim bitkilerde demleme
stiresi artiginin liyofilize inflizyonlarin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarmi 6nemli diizeyde
artirdigi (p<0.05) tespit edilmistir. Ayrica, infiizyonlarin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar
arasinda onemli diizeyde (p<0.01) pozitif korelasyon belirlenmistir (r=0.90). En yiiksek toplam fenolik
madde miktar1, karabas otu infiizyonlarinda belirlenirken (50.33+1.36-53.92+1.12 mg GAE g liyofilize
ekstrakt), en diisiik degerler hatmi ¢igegi grubunda (8.05+0.04-9.36+0.07 mg GAE g liyofilize ekstrakt)
gbzlenmistir. Toplam flavonoidler acisindan liyofilize inflizyonlar degerlendirildiginde siralamanin
karabas otu (20.98+0.75-22.40+0.36 mg KE g liyofilize ekstrakt)> bogiirtlen yapragi (9.41+0.06-
10.13+0.06 mg KE g liyofilize ekstrakt)> thlamur yaprag: (9.00+0.05-9.98+0.04 mg KE g liyofilize
ekstrakt) >thlamur ¢icegi (5.53+0.03-6.23+0.06 mg KE g liyofilize ekstrakt)>hatmi ¢igegi (3.24+0.05-
4.85+0.04 mg KE g* liyofilize ekstrakt)> ayva yapragi (3.08+0.05-3.92+0.05 mg KE g liyofilize
ekstrakt)> altin otu (2.66+0.03- 3.37+0.02 mg KE g* ekstrakt) seklinde oldugu belirlenmistir. Celep ve
ark. (2018), karabas otunun (L. stoechas) %80’lik metanol ekstraktlarinda toplam fenolik ve toplam
flavonoid madde igeriklerini sirasiyla, 81.58+3.66 mg GAE g? kuru ekstrakt ve 35.05+1.22 mg KE g*!
kuru ekstrakt olarak rapor etmistir. Mevcut ¢alismada en diisiik fenolik ve flavonoid miktarlarinin
belirlendigi ekstraktlar agisindan literatiir incelendiginde; A. officinalis (hatmi ¢icegi) i¢in fenolik ve
flavonoid miktarlari sirasiyla 7.38 mg GAE g ve 20 mg KE g (Pasca ve ark., 2016) iken, H. arenarium
(altin otu) icin 8.31 mg GAE g kuru ekstrakt (Gadjalova ve Mihaylova, 2019) ve 3.34 mg KE g kuru
agirlik (Stankov ve ark., 2020) olarak rapor edildigi goriilmektedir. Calismamizda elde edilen verilerden,
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karabas otu liyofilize inflizyonlarinin fenolik ve flavonoid madde verileri ile hatmi ¢igegi liyofilize
inflizyonlarinin flavonoid miktarlari bahsedilen ¢alismalara gore diisiiktiir. Bu durum bitkinin bilesimini
etkileyen faktorlere (cografi konum, toprak bilesimi, hasat zamani, su kaynagi, sulama rejimi, giibre
bilesenleri ve genotip) baglh olabilecegi gibi, ¢alisma sartlar1 ve metod farkliliklardan da kaynaklanmis
olabilir.
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Sekil 7. Liyofilize inflizyonlara ait toplam flavonoid miktarlari
*Ornek kodlamalari: AY; ayva yapragi, IY; thlamur yaprags, IC; thlamur gigegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi gigegi
ve AQO; altin otu seklindedir.
**Toplam flavonoid miktar1 mg KE g™ liyofilize ekstrakt olarak ifade edilmistir.

DPPH ve ABTS serbest radikal giderme aktivitesi metodlart numunenin kisa siirede analiz
edilebilmesi ve diisiik konsantrasyonlarda dogal iiriinlere uygulanabilmeleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Floegel ve ark., 2011). Cizelge 2, calismamizda kullanilan bitkilerin farkl: siirelerde
elde edilen liyofilize infiizyonlarinin ve BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol standart antioksidanlarinin
serbest radikal giderme aktivitelerini gostermektedir. Liyofilize infiizyonlarin DPPH ve ABTS radikal
giderme aktiviteleri arasinda p<0.01 diizeyinde ¢ok gii¢lii bir korelasyon saptanmistir (r= 0.95). Ayrica,
radikal giderme aktiviteleri arasindaki kadar yiiksek olmasa da, toplam fenolik ve flavonoid madde
miktari ile ICso degerleri arasinda sirasiyla DPPH i¢in yiiksek diizeyde (r= 0.70 ve 0.66, p<0.01) ve
ABTS i¢in orta diizeyde (r= 0.53 ve 0.48, p<0.01) negatif korelasyonlar mevcuttur. Benzer sekilde
bircok ¢aligma bitki infilizyonlarinin antioksidan aktiviteleri ile fenolik bilesimleri arasinda korelasyon
oldugunu ifade etmektedir (Katsube ve ark., 2004; Kumar, 2011; Vinha ve ark., 2012).

Cizelge 2’ de goriildiigti gibi liyofilize infiizyonlar arasinda en yiiksek DPPH ve ABTS radikal
siipiiriicii etki karabas otu liyofilize ekstratlarina aittir. infiizyon siiresindeki artisin radikal giderme
aktivitesini p<0.05 diizeyinde artirdigi belirlenmistir. Karabas otu infiizyonlarinda DPPH ve ABTS
radikallerine kars1 belirlenen ICso degerleri, 21. dakikada sirastyla 20.42 pg mL™? ve 29.97 pg mL ™" dir.
Karabagias ve ark. (2019), L. stoechas su ekstraktlarinin yiiksek diizeyde antioksidan aktivite
sergiledigini (7.05 mg mL™) ve bu durumun polar 6zellikte olan sulu ortamin diger indirgeme ajanlar
arasinda o6zellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin etkin salinimini desteklediginin gostergesi oldugunu
bildirmistir. Farkli bir ¢alismada, L. stoechas ile ayn1 familyada olan L. angustifolia’ nin inflizyon ve
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kaynatma yontemleri ile hazirlanan igeceklerinin diger ¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek fenolik igerige

sahip olduklar1 belirtilmistir (Deligiannidou ve ark., 2018)

Cizelge 2. Liyofilize infiizyonlar ve standart antioksidanlara ait antiradikal aktivite degerleri

ICs0 (ng mL™Y)

Ornek* Demleme siiresi (dk)
DPPH ABTS
3 40.65+0.07 42 54.9240.16 ¢ X
AO 9 40.260.03 &Y 54.89+0.27 & X
15 39.00+0.12 b X 51.24+0.09 bW
21 38.07+0.10 & W 50.65+0.10 &V
3 28.74+0.18 4P 32.58+0.20 ¢
AY 9 28.14+0.14 ©° 31.03+0.11 56
15 26.55+0.17 oM 30.26+0.11 &F
21 25.33+0.11 & 30.07+0.10 & EF
3 30.82+0.11 S 41.5540.154Q
BY 9 29.63+0.07 © R 40.610.05 ©P
15 29.2940.08 2 Q 39.91+0.03 . ©
21 28.27+0.09 &0 39.01+0.15 &N
3 29.11+0.01 4Q 35.85+0.08 oM
Iy 9 28.14+0.03 ©© 35.1320.13 2L
15 27.10+0.11 N 35.11+0.12 &L
21 25.96+0.06 &L 35.0240.16 &L
3 25.7140.11 &K 33.054+0.19 &K
IC 9 25.44+0.16 &7 32.41+0.12 b9
15 24.13+0.04 b H 32.21+0.07 !
21 24.51+0.16 &! 31.36+0.07 & H
3 22.8540.17 46 31.52+0.16 ' H
KO 9 22.410.14 ©F 30.130.15 *EF
15 21.40+0.192E 30.11+0.09 & EF
21 20.42+0.15 D 29.97+0.152E
3 38.1140.15 4 W 46.88+0.06 4 Y
HC 9 36.97+0.14 &V 44.00+£0.10T
15 36.71+0.07 &Y 43.674+0.13 0
21 35.67+0.11 &7 42.7740.126 &R
**BHA - 9.81+0.08 B 10.25+0.11 8
BHT - 14.33+£0.10 ¢ 18.36+£0.10 P
Trolox - 12.14+0.13 € 15.2140.12 ¢
a-Tokoferol - 9.04+0.07 A 9.78+0.07 A

* AY; ayva yapragi, 1Y; ithlamur yapragi, IC; thlamur ¢igegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi ¢icegi ve AO; altin otuna ait liyofilize
infiizyonlar1 temsil etmektedir.

** BHA, BHT, Trolox ve a-tokoferol standart antioksidanlar olarak kullanilmustr.

*#*Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir (n=3). Aym siitundaki farkl1 *¢ simgeleri (farkl1 infiizyon siirelerinde ayn1 rnege ait) ve ~Z simgeleri
(tim &rnekler ve standart antioksidanlarin) ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gostermektedir (p<0.05).

Mevcut ¢alismada ikinci sirada en yiiksek antiradikal aktivite sergileyen (24.51-25.71 ug mL* ve
31.36-33.05 pg mL™?) thlamur cicekleri {izerine yapilan bir arastirmada, su ekstraktlarmin giimiis
nanopartikiillerinin DPPH ve ABTS radikal giderme aktiviteleri (ICs0) 9.40 pg mL™ ve 3.93 ug mL*
olarak rapor etmistir (Saygi ve Cacan, 2021). Tespit edilen antiradikal aktivite, bahsedilen literatiirden
diisliktiir. Thlamur ¢iceklerine kiyasla daha diisiik radikal stipiirme etkisinin gozlendigi thlamur yaprak
infiizyonlarinda ise veriler DPPH igin 25.96-29.11 pg mL? ve ABTS icin 35.02- 35.85 pg mL*
aralifinda degisim gostermistir. Literatiirde thlamur yaprak inflizyonlar1 veya farkl c¢oziiciilerle
ekstraksiyonlar1 lizerine yapilan ¢alismalarda mevcut calismadan diisiik veya yiiksek antiradikal aktivite
degerlerinin rapor edildigi goriillmektedir (Lucie ve Zuzana, 2008; Rashed ve ark., 2016; Farid ve ark.,
2017). Arastirma bulgular1 arasindaki farkliliklar bitkinin toplandig1 bélgenin rakimi, toprak yapisi,
bitkinin hasat zamam gibi faktorlere bagli olarak bitki kompozisyonundaki degisiklikler ve/ veya
ekstraksiyon yontemi ve kullanilan ¢oziicliler ile alakali olabilir. Thlamur bitkisinin liyofilize
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inflizyonlaria yakin antiradikal aktivite degerleri sergileyen ayva yaprag: inflizyonlarinda DPPH ve
ABTS serbest radikallerine kars1 3.dakikada 28.74 pg mL? ve 32.58 ug mL™? olan ICso degetleri
21.dakikada 25.33 pg mL? ve 30.07 pg mL™* seviyesine yiikselmistir. Elde edilen ICso degerleri Costa
ve ark. (2009) tarafindan farkli zamanlarda farkli bolgelerden toplanan ayva yapraklarinin metanol
ckstraktlarinda belirlenen sonuglara (14.5+1.5 pg mL?' -27.6+ 1.2 pg mL™') yakin bulunmustur.
Muzykiewicz ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise ayva yapraginin farkli ¢oziiciilerde
(etanol, aseton ve metanol) ve 15-60 dk arasinda degisen ekstraksiyon siirelerinde elde edilen ABTS
serbest radikali giderme aktivitesi Trolox Esdegeri olarak 2.43-4.48 mg g araliginda tespit edilmistir.

Cizelge 2’de sunulan antiradikal aktivite verileri degerlendirildiginde diger infiizyonlar ve standart
antioksidanlara kiyasla en diisiik antiradikal aktiviteyi sergileyen altin otu liyofilize ekstraktlarinin
DPPH ve ABTS serbest radikallerine kars1 elde edilen ICso degerlerinin sirasiyla; 38.07- 40.65 pg mLt
ve 50.65-54.92 ng mL? arahiginda oldugu gériilmektedir. Ekstraktlarin antiradikal aktivite sonuglari
standart antioksidanlardan (BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol) énemli diizeyde diisiiktiir (p<0.05). H.
arenarium’un antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in yapilan galismalardan birisinde Albayrak ve ark.
(2010a), erzincanicum ve rubicundum alt tiirlerinde DPPH serbest radikaline kars1 ICso degerlerini 23.03
ng mL™? ve 47.64 ug mL™? olarak rapor etmistir. Farkli bir calismada Albayrak ve ark. (2010b), ICso
degerini H. arenarium metanol ekstrakt: i¢in 37.52 pg mL™ olarak belirlemistir. Mevcut ¢alismada
bogiirtlen yaprag: ekstraktlarinda en yiiksek ICso degerlerinin DPPH radikaline kars1 28.27 pg mL™,
ABTS radikaline kars1 ise 39.01 pg mL? ile 21.dakikada elde edilen infiizyonlara ait oldugu
belirlenmigtir. Literatiirde bogiirtlen yapraginin antiradikal aktivite degerleri ¢alismamizda bulunan
sonuclardan farkli diizeylerde; 0.17+0.001 mmol Trolox ekivalen g (DPPH), 0.25 mmol Trolox
ekivalen g (ABTS) (Grochowski ve ark., 2013) 15.92+0.15 ug mL? (DPPH) , 6.51+0.05 pg mL™
(ABTS) (Velickovi¢ ve ark., 2015), 125.2+ 2.9 mg askorbik asit g-1 (DPPH) (Bufi¢ova ve ark., 2011),
110.17 £+ 1.42 pg mL? -199.18 ug mL™* (DPPH) (Veljkovic ve ark., 2018) bildirilmistir. Arastirma
sonuglari arasindaki farkliliklar daha once de belirtildigi gibi; bitkinin tiirli, yetistigi toprak ve hasat
zamani gibi farkliliklara ilaveten; ¢oziicii tiirii, siire veya ¢alisma sartlarindaki diger farkliliklardan
kaynaklanmis olabilir.

Liyofilize Infiizyonlarin Agir Metal Kompozisyonu

Farkli siirelerde inflizyona tabi tutulan liyofilize bitki infizyonlarinin ¢inko (Zn), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), bakir (Cu), aliiminyum (Al), nikel (Ni), mangan (Mn), civa (Hg) ve krom (Cr)’ dan
olusan agir metal igerikleri Cizelge 3’ de sunulmustur. Bitki infiizyonlarinda bakilan elementlerden Zn,
Cu, Al, Mn ve Cr gibi baz1 agir metallerin insan fizyolojisinde 6nemli rol oynadiklar: ve yalmzca ytiksek
konsantrasyonlarda toksik oldugu ancak, Pb, Hg ve Cd’un diisiik konsantrasyonlariin hi¢bir yararh
0zelligi olmaksizin yalnizca toksik olduklari bildirilmistir (Demirezen ve Aksoy, 2006; Razic ve Kuntic,
2013; Tokalioglu, 2012). Mansourri ve Madani (2016), maruz kalinan doz ve siireye bagli olarak
toksisiteleri degiskenlik gosterse de segilen bazi metallerin genel olarak insanlar iizerine toksisite
seviyesini Co < Al < Cr < Pb < Ni < Zn < Cu < Cd < Hg olarak bildirmistir.

Bir¢ok enzim ve proteinin ana bileseni oldugu i¢in insanlar dahil tiim canli organizmalar i¢in
vazgecilmez bir eser element olan Cu’ in (Anonymous, 2019) asir1 aliminin Fenton tipi redoks
reaksiyonlarina yol agtig1, oksidatif hiicre hasarina ve hiicre dliimiine neden oldugu bildirilmektedir
(Bost ve ark., 2016). Liyofilize inflizyonlar Cu igerikleri acisindan degerlendirildiginde en diisiik
miktarin thlamur ¢igeginin 3 dakikalik liyofilize infiizyonunda (0.14 ppm) en yiiksek miktarin ise
karabas otunun 21 dakikalik liyofilize infiizyonunda (3.51 ppm) belirlendigi goriilmektedir. Elde edilen
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veriler, Altintig ve ark (2014) tarafindan iglerinde hatmi ¢igceginin de bulundugu 18 farkli bitki
inflizyonunda (Achillea millefolium, Pimpirella anisum L. ve Famaria officinalis infiizyonlar1 harig)
rapor edilen Cu diizeylerinin (2.0+£01- 32.0+0.2 ng g ) genel olarak altindadir. Ayrica, arastirmacilar
demleme siiresindeki artisin mineral igeriklerinde diisiise sebep oldugunu bildirmektedir. Aksine mevcut
calismada demleme siiresindeki artis tespit edilen metallerin miktarin1 p<0.05 diizeyinde artirmustir.
Diinya saglik 6rgiitii/ Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (WHO/FAO) teknik raporunda, giinliik
tolere edilebilir Cu maruziyet diizeyi 0.004 mg/kg olarak bildirilmistir (Anonymous, 2013). En yiiksek
diizeyde Cu igeren liyofilize infiizyonun 6n denemelerle belirlenen tiiketilebilecegi seviye olan 0.75
g/500 mL diizeyinde seyreltilerek tiiketilmesi durumunda alinabilecek Cu diizeyi belirtilen tolere
edilebilir diizeyin ¢ok altinda kalmaktadir.

Deneysel kanitlar, Hg’ nin Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin olusumuna
(Mutter ve ark., 2010); Cd’ un bobrek ve karaciger fonksiyon bozuklugu, pulmoner 6dem, testis hasari,
osteomalazi ve adrenal ve hematopoietik sistemde hasara (Tinkov ve ark., 2018); Pb’ un ise bosaltim,
kardiyovaskiiler ve iireme sistemlerinde toksik etkiye (Kumar ve ark., 2020) neden oldugunu
gostermektedir. Mevcut ¢alismamizda analiz edilen infiizyonlarda Hg, Pb ve Cd agir metallerine
rastlanmamaistir.

Esansiyel olmayan bir element olan Cr’un bitkilere tasinim mekanizmasi heniiz tam olarak
aydimlatilamamistir (Oliveira, 2012). Ancak ¢esitli bitkilerde Cr diizeylerinin belirlendigi birgok ¢aligma
mevcuttur (Shang ve ark., 2016; Olanrewaju ve ark., 2017; Kalubula ve ark., 2020). Liyofilize
inflizyonlarin icerdigi Cr elementi diizeyleri bogiirtlen yapraginin 21 dakikalik, thlamur yapraginin 15
ve 21 dakikalik ve karabas otunun 21 dakikalik inflizyonlarinda sirasiyla; 0.05, 0.03, 0.06 ve 0.04 ppm
olarak belirlenmistir. Diger 6rneklerde ise Cr diizeyi tayin alt sinirinin (LOQ) altinda kalmistir. Mevcut
calismaya benzer sekilde, Ghuniem ve ark. (2019) ve Altintig ve ark. (2014) ¢esitli bitki inflizyonlarinda
Cr’ un tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Zn insanlar i¢in nispeten toksik olmayan bir element olarak goriilse de, yiliksek diizeyde
maruziyetin mide bulantisi, kusma, epigastrik agri, uyusukluk ve yorgunluk gibi toksisite semptomlarina
neden oldugu bilinmektedir (Plum ve ark., 2010). ABD Ulusal Tip Kiitiiphanesi'nin Toxnet veri tabanina
gore, ¢inko igin oral ldiiriicii doz (LDso), 3 g kg™ viicut agirligina yakindir. Bu deger Cd’dan 10 kat,
Hg’ dan ise 50 kat daha fazladir (Anonymous, 2020). Liyofilize inflizyonlarin Zn igerikleri 10.76 ppm
ile 85.20 ppm araliginda degisim gostermekle birlikte, tespit edilen degerler bahsedilen LDsp degerinin
cok altindadir. Altin otunun liyofilize inflizyonlar1 en yiliksek Zn igerigine (68.49-85.20 ppm) sahip iken;
ayva yapragt liyofilize inflizyonlarinin nispeten diisiik diizeyde (10.76-21.88 ppm) Zn igerdigi
saptanmistir. Mevcut ¢alismada elde edilen sonuglar bitki infiizyonlarinin liyofilize ekstraktlarina ait
sonuclar oldugu icin Zn degerleri literatiirde gecen farkli bitki inflizyonlarinda bildirilen degerlerin
(Altintig ve ark., 2014; Ababneh, 2017; Dlugaszek ve Kaszczuk, 2020) ¢ok iizerindedir. 0.75 g/500 mL
konsantrasyonda hazirlanan iki fincan altin otu infiizyonu Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)
tarafindan kadmlar (10.2 mg giin?) ve erkekler (12.7 mg giin) icin bildirilen giinliik Zn ihtiyacinin
(Anonymous, 2019) sirastyla yaklasik %0.63 ve %0.50’sini karsilamaktadir.

Cesitli enzimlerin aktif merkezlerinde kofaktor olarak gérev yapan Mn, diger islevlerin yani1 sira
normal gelisim, sinir ve bagisiklik hiicresi islevlerinin siirdiiriilmesi, kan sekeri ve vitaminlerin
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Ancak bu metale asir1 maruziyet bir¢ok organ sistemi i¢in toksik
olabilmektedir (O’Neal ve Zheng, 2015). Liyofilize inflizyonlarin Mn igerikleri 2.42 ppm (bogiirtlen
yapraginin 3 dakikalik liyofilize inflizyonu) ile 424.20 ppm (karabas otunun 21 dakikalik liyofilize
infiizyonu) arasinda oldukca genis bir aralikta degisim gostermektedir. Demleme siiresindeki artig
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liyofilize infiizyonlarin Mn degerleri iizerinde p<0.05 diizeyinde etkili olmustur. Bat1 diyetlerinde
yetiskinler icin Mn ag¢isindan herhangi bir yan etkinin gézlemlenmedigi tolere edilebilir {ist limit 11 mg

1

glin™ olarak belirlenmistir (Anonymous,
infiizyonlardan daha once de belirtilen 0.75 g/500 ml konsantrasyonda seyreltilerek tiiketilmesi
durumunda alinan Mn miktar1 (<0.32 mg) belirtilen tolere edilebilir seviyenin ¢ok altinda olmaktadir.

2001). Mevcut arastirmada elde edilen

Cizelge 3. Liyofilize infiizyonlarin ICP-MS ile tespit edilen agir metal icerikleri (ppm)

liyofilize

Ornek* Demleme Al Zn Cu Ni Mn Cr
Siiresi (dk)
3 <LOQ**2A 20.18+1.10 2P <LOQ A <LOQ A 2.42+0.10A <LOQ**
BY 9 1.10+£0.03 € 25.27£1.16 PE <LOQ?®A 0.50+0.01 >¢ 63.40+0.12 bX <LOQ**
15 3.27+0.06 P 30.13+1.40 °F 0.20+0.00 8 1.60+£0.02 °H 112.50+1.05 ©© <LOQ*A
21 4.33+0.04 %€ 47.83+2.10 4¥ 0.37+0.01 P 3.40+0.02 ¢M 168.00+1.30 8 0.05+0.01%P
12.2540.06 *M  42.36+2.35 26 0.14+0.00 >~ <LOQ*A 13.40+0.10 ¢ <LOQ**
Ite 9 14.000.04 P 55.40+2.50 PK 0.63+0.02 PE 0.20+0.01 > 56.20£0.25 ! <LOQ**
15 14.36+0.07 R 70.35+2.10 ¢N 1.1540.00 ¢ 0.80+0.03 P 104.50+0.90 °N <LOQ**
21 17.99+0.10 4Y 81.33+3.00 9P 2.42+0.01 9N 1.35+0.04 ¢ 131.80+0.85 4P <LOQ**
5.63+0.03 26 14.80+1.15 8¢ 0.40+0.00 &P 0.15+0.02 *A 20.00+0.11 2P <LOQ**
Iy 9 10.80+0.12 Pt 31.27+2.20 bF 1.10£0.031 2" 0.26+0.02 ¢ 24.00+0.13 b€ <LOQ**
15 15.4240.20 ©S 50.85+2.50 ¢ 1.76+0.02 K 0.52+0.02 ¢ 52.10+0.10 M 0.03+0.00>B
21 17.95+0.30 ¢V 66.60+2.62 ¢M 1.90+0.05 4+ 0.85+0.03 F 76.60+0.25 4+ 0.06+0.01%F
0.88+0.05 2B 10.76+1.10 #A 1.13+0.02 2 1.05+0.02 &F 24.80+0.13 2F <LOQ**
AY 9 2.05+0.06 >¢ 12.25+1.15 2A8 2.10+0.04 ®M 1.38+0.04 2¢ 42.60+0.11 ¢ <LOQ**
15 4.27+0.05 °E 16.32+1.80 ¢ 2.56+0.02 ©© 2.00+0.03 ¢! 62.20+£0.20 & <LOQ**
21 7.05+0.04 ¢! 21.88+1.65 P 3.22+0.03 4R 2.53+0.03 ¢ 61.10+0.16 ¢ <LOQ**
12.50+0.10 &N 30.10+£2.10 &F 0.20+0.02 B 2.80+0.02 2K 11.50+0.10 28 <LOQ**
HC 9 13.34+£0.12 20 30.53+1.50 *F 0.65+0.04 PE 3.20+0.05 Pt 20.00+0.12 °P <LOQ**
15 20.75+0.15%Y  44.20+1.80 beH 1.05+0.05 ©© 5.13+0.03 8 21.40+0.11 P <LOQ**
21 23.93+0.11 2 65.87+2.05 M 2.11£0.06 M 5.94+0.04 ¢V 32.20+0.15 9F <LOQ**
3.40+0.08 2P 68.49+2.10 2MN <LOQ?*A 4.80+0.02 *° 76.00+£0.22 &+ <LOQ**
A0 9 5.14+0.03 °F 76.80+1.20 b° <LOQ*A 5.03+0.04 PR 83.00+0.30 M <LOQ**
15 7.60£0.06 ° 82.12+3.15 °FR 0.85+0.02 °F 5.21+0.02 7 142.701.60 R <LOQ**
21 9.84+0.10 4K 85.20+2.30 ©S 2.67+0.04 P 6.80+0.03 *Y 284.90+2.15 97 <LOQ**
5.00:£0.04 F 21.17+1.10 2P 0.25+0.01 ¢ 4.100.02 2N 105.00+0.85 2N <LOQ**
KO 9 5.82+0.06 °H 33.424+1.250F 1.43+0.02 > 4.25+0.05 > 330.10+1.20 ®Y <LOQ**
15 16.10£0.11 ¢T 46.25+1.60 M 2.60+0.01 ° 6.38+0.05 v 380.56+2.40°V <LOQ**
21 20.184£0.15 %Y 60.29+2.40 - 3.51+0.02 93 8.64+0.02 42 424.20+2.60 Y 0.04+0.01°¢

* AY; ayva yapragi, 1Y; thlamur yapragi, IC; thlamur ¢igegi, BY; bogiirtlen yapragi, KO; karabas otu, HC; hatmi ¢icegi ve AO; altin otuna ait liyofilize

inflizyonlari temsil etmektedir.

**LOQ (Limit of quantification): Tayin alt sinir1.
***Hg, Cd ve Pb metalleri tespit edilemistir.

*#x*kDegerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir (n=3). Aym siitundaki farkli # simgeleri (farkli inflizyon siirelerinde ayn1 érnege ait) ve A

simgeleri (tim 6rneklerin) ortalamalarin 6nemli diizeyde farkl oldugunu gostermektedir (p<0.05).

4

Ni metalinin immiinotoksik ve kanserojen bir ajan olarak; kontakt dermatit, kardiyovaskiiler

hastalik, astim, akciger fibrozu ve solunum yolu kanseri gibi cesitli saglik sorunlarina neden
olabilmektedir (Chen ve ark., 2017). Liyofilize infiizyonlarin Ni icererikleri karabas otu (4.10-8.64
ppm)> altin otu (4.80-6.80 ppm)> hatmi ¢icegi (2.80-5.94 ppm)> bogiirtlen yaprag: (0.50-3.40 ppm)>
ayva yapragi (1.05-2.53 ppm)> thlamur ¢igegi (0.20-1.35 ppm)> thlamur yapragi (0.15-0.85 ppm)
seklinde siralanmaktadir. Bogiirtlen yapragi ve ithlamur ¢igeginin 3 dakikalik inflizyonlarinda Ni diizeyi
LOQ degerinin altinda kaldigindan tespit edilememistir. Yapilan caligmalar, si¢canlarda Ni’ in kronik
oral maruziyet referans dozunun giinde viicut agirliginin kilogrami basmna 0.02 mg oldugunu
gostermektedir (Anonymous, 1998). Mevcut calismamizda elde edilen liyofilize infiizyonlarin 0.75
9/500 ml konsantrasyonda seyreltilerek tiiketilmesi durumunda, Ni elementi agisindan herhangi bir
toksik maruziyet yasanmayacagi diisiiniilmektedir.
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Al, topragin ana bilesenlerinden biridir. Toprakta gesitli iyonik formlarda bulunur ve Al** en toksik
formudur. Toprak pH’s1 5’in altia diisiince Al™® ¢oziinmeye ve bitki kklerine transfer olmaya baslar
(Panda ve ark., 2009). Bitkiler tarafindan aliiminyum alimi nispeten hizhidir (saglam plazma zari
boyunca < 30 dk ve tonoplast boyunca < 1 sa). Insan ve hayvanlarda ise Al’un absorpsiyonu diisiik
olmakla birlikte; sitrat, tartarat ve glutamat gibi organik ligandlar ile kompleks olusturmasi disinda insan
viicudunda giinliik alinan miktarin sadece %1°1 kalmaktadir (Rengel, 2004). Ancak yiiksek doz ve uzun
stireli maruziyet durumunda Al-sitrat ve Al-transferrin komplekslerinin kan-beyin bariyerini gegerek
beyinde biriktigi ve ndrotoksik etki gosterdigi bildirilmektedir (Poschenrieder, 2009). Liyofilize
inflizyonlarin igerdigi Al miktarlar1 0.88 ppm ile 23.93 ppm arasinda degisim gostermektedir. Demleme
stiresindeki artis inflizyonlarin Al miktarlar1 iizerine p<0.05 diizeyinde etkili bulunmustur. Diger
liyofilize infiizyonlarla kiyaslandiginda hatmi ¢igegi (23.93 ppm), karabas otu (20.18 ppm), thlamur
cicegi (17.99 ppm) ve thlamur yapragmin (17.95 ppm) Al diizeyleri belirgin sekilde ytiksektir.
Belirlenen en diistik Al icerigi ayva yapraginin 3 dakikalik uygulamasina ait olup, bogiirtlen yapraginin
3 dakikalik inflizyonunda Al diizeyi LOQ degerinin altinda kaldigindan tespit edilememistir. Gida Katki
Maddeleri Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi (JECFA) Al’ un herhangi bir yan etkinin
gbzlemlenmedigi giinliik alim diizeyini 30 mg kg™ viicut agirlig1 olarak belirlemistir (Anonymous,
2011). Yani 60 kg viicut agirligina sahip bir insanin giinliik olarak 1800 mg Al alimi tolere edilebilir
seviyedir. Bu durumda mevcut ¢alismada elde edilen liyofilize infiizyonlar ile hazirlanacak bitki ¢aylari
Al metali agisindan sorun teskil etmeyecektir. Arastirmada belirlenen Al diizeylerinin literatiirde
bildirilen farkli cay ve bitki ¢ay1 infiizyonlarindan diistiktiir (Malik ve ark., 2013; Altintig ve ark., 2014).

SONUC

Ihlamur ¢icek ve yapraklari, ayva yapragi, bogiirtlen yapragi, hatmi ¢icegi ve altin otu bitki
infiizyonlar1 halk arasinda saglik agisindan faydali etkileri nedeniyle ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi veya
tyilestirilmesi amaciyla siklikla kullanilan bitkilerdir. Ev ortaminda geleneksel yontemlerle ve kisiden
kisiye degisen farkli inflizyon siirelerinde hazirlanan bitki caylarinin siireye bagl olarak ozellikle
antioksidan ozellikleri, agir metal igerikleri ve son iirliniin albenisi agisindan renk degisiminin bilimsel
kanitlarla desteklenmesi son derece 6nemlidir. Mevcut ¢aligmada giintimiizde tiiketicilerin kolay ve kisa
sirede hazirlanan iriinlere ragbet etmesi sebebiyle hazirlanan infiizyonlar liyofilize edilerek suda
¢ozlinilir formda toz haline getirilmistir. Elde edilen son iiriinlerin ekstraksiyon verimi, renk, toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid madde, antiradikal aktivite degerleri ve agir metal icerikleri (Hg, Pb,
Cu, Mn, Zn, Cr, Ni, Al ve Cd) belirlenmistir.

Ekstraksiyon verimi en yiiksek olan bitki hatmi ¢igegi ve ardindan bogiirtlen yapragidir. Demleme
stiresindeki artis genel olarak liyofilize infiizyonlarin L* degerleri azaltmis, a* degerleri arttirmis, b*
degerleri ise azaltmistir. Ayrica, tiim bitkilerde inflizyon siirelerindeki artisin antioksidan 6zellikleri
onemli diizeyde (p<0.05) artirdig1 saptanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 agisindan infiizyonlar
degerlendiridiginde siralama: karabas otu> thlamur yapragr> bogiirtlen yapragr> ithlamur ¢igegi> ayva
yapragr> altin otu> hatmi ¢icegi seklindedir. En yiiksek toplam flavonoid miktar1 ile DPPH ve ABTS
serbest radikal giderme aktiviteleri karabas otu liyofilize infiizyonlarinda belirlenirken, en disiik
degerler altin otu infiizyonlarinda tespit edilmistir. Sonugclar, ¢alisilan bitki infiizyonlarinin antioksidan
ozellikleri g6z Oniine alinarak degerlendirildiginde en etkin verilerin 21. dakikada elde edildigini
gostermektedir.

Antioksidan aktivitenin disinda, liyofilize inflizyonlarin agir metal iceriklerinin tespiti bitki ¢ay1
tiikketen kisilerin saglig1 agisindan 6nemli ve gereklidir. Nedeni ne olursa olsun agir metallerin bitkilerde
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birikmesi ve insanlara gecisi Onemli bir problemdir. Mevcut calismada bitkilerden liyofilize
infiizyonlara farkli demleme siirelerinde gegen agir metallerin oldukea diisiik diizeylerde oldugu ve bu
metaller acisindan hazirlanan bitki inflizyonlarinin  herhangi bir saglik riski olusturmadigi
distiniilmektedir. Ancak, bitkinin igerdigi mineral madde kompozisyonu toprak, bitkinin tiir{i, hasat
zamani ve diger ¢evre sartlari ile direk iliskili oldugundan; farkli bolgelerden ve/veya farkli zamanlarda
toplanan bitkilerden elde edilecek infiizyonlarin agir metal igerikleri degisim gosterecektir.

TESEKKUR

Liyofilize inflizyonlarin hazirlanmasi ve antioksidan 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in arastirma
laboratuvar1 olanaklarmi kullanmami saglayan Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’ne
tesekkiirlerimi sunarim.

Cikar Catismasi
Makalenin planlanmasi, yliriitilmesi ve yazilmasi sirasinda herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan ederim

Yazar Katkisi
Makalenin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve yazilmasinin makalenin tek yazari olarak tarafimdan
yapildigini beyan ederim.
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