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OZET

DOGU LADINI (PICEA ORIENTALIS L.) KABUKLARININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESI VE KIMYASAL KARAKTERIZASYONLARININ
BELIRLENMESI

Bu calismada Artvin ilinin ormanlarinda olan Dogu Ladini kabuklarinin &rnekleri
incelenmistir. Dogu ladini dogadan toplanarak once kurutulmus sonra 6giitiilmiis en
sonundada deneyler yapilmistir. Dogu ladi kabuklarinin antioksidan kapasitelerini
degerlendirmek igin ¢esitli yontemler kullanilmistir. Antioksidan aktiviteleri buna
istinaden  fenolik bilesik miktarlar1 ve ayrica indirgeme o6zellikleri belirlendi.
Belirlenen islemlere gore c¢ikan sonuglar diger kontrol gruplart ile karsilastirilarak
verildi ve literatiirlerle kiyaslanarak tartisildi. Bulunan Antioksidan aktivite sonucuna
gore incelenen Orneklerde Dogu Ladinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dogu ladini, kabuklar, fenolik bilesik miktarla
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SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND CHEMICAL
CHARACTERIZATIONS OF EASTERN Spruce (PICEA ORIENTALIS L.)
SHELLS
In this study, samples of Eastern Spruce bark in forests of Artvin province were
examined. Eastern spruce was collected from the spruce, first dried and then ground,
and finally experiments were carried out. Various methods have been used to evaluate
the antioxidant capacity of oriental spruce bark. The amount of phenolic compounds
and their reducing properties were determined based on their antioxidant activities.
The results abtained according to the determined procedures were compared with the

other control groups and discussed in comparison with the literature.
According to the Antioxidant activity results forund, Eastern Spruce was found to have

anioxidant activity in the samples examined.

Keywords: Eastern spruce, bark, phenolic compound amounts
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Bu ¢alismada, farkli derecelerde sicaklik ve zamanlarda sil islem uygulandiktan sonra
Dogu Ladininde antioksidan tayinin belirlenmesi amaglanmistir. Dogu ladini (Picea

orientalis) kabuklarindan hazirlanmis olan 6rnekler 1s1l isleme tabi tutulmustur.

Antioksidanlar, etraftan gelen gesitli ve degisik fiziksel etkilesimler ve kimyasal
uygulamalar sebebiyle hiicresel kosullarda ve ¢evrelerde gerceklesen reaktif oksijen
gesitlerinin (ROT) gerceklestirdigi kotii hasarlarin olusmasini engellemekle ve yok
etmekle gorevlidirler. Bu galismada, degisik fiziksel durumlarda kurutma ve kurutma
yontemlerinin antimikrobiyel ve antioksidan 6zellikleri iizerindeki etkileri arastirilip

incelenmistir.

1.2. Dogu Ladini (Picea orientalis)

Dogu ladini (Picea  orientalis), Igne yaprakli ve acik tohumlular
smifinin ¢amgiller (Pinaceae) ailesinin alt ailesinden Picea tiiriiniin bir tiirii olan dogu
ladini, 40 ve 50 metre arasi, zaman zamanda 60 metre boylarina ulasan, 1,5 veya 2
metre ¢ap yapabilen, sivri tepeli diizglin ve dolgun govdesi olan 6nemli bir agag

cesididir.. (Kayacik 1965, Davis 1965, Gokmen 1970, Angin 1988)

Ladinin kabugunun rengi gen¢ olanlarin govdelerinde ¢ogunlukla diizgiin ve agik
renkli seklinde, yash olan govdelerde ise catlakli ve koyu renklidir. Dallar ise sik
olarak tim govdeyi sarmistir. Geng olanlar agik renkli olup ince ve

ciplaktir. Tomurcugu ise kahverengi renginde, sivri sekilde ve reginesi yoktur.

Dogu ladininin diger ladin tiirlerinden ayiran en belirgin 6zelligi kisa igne
yapraklarinin olmasidir. Yapraklarinin boyu 1 ile 3 mm arasinda degisir, koyu yesildir
ve parlaktir. Yapraklarin Ug kisimlar1 keskin degildir, kor veya da kiit olarak sekil alir.
Cilal1 gibi goriiniirler ve enlerine dogru dort koselidir. Her tarafin da 1 ile 4 sira sStoma

cizgisine sahiptirler.


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87amgiller
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ladin

6 ile 9 cm aras1 uzunlugunda ki olgunlagmig kozalaklarin rengi ise agik kiremit rengine
sahiptir. Oval silindirik yap1 ve oval seklinde pullarin kenar kdseleri tamdir ve disardan

goriinmez. (Ansin 1988)

Ik yaslarda biiyiime hiz1 diisiik ve yavastir. Ancak 8 ve 10 yaslarindan sonra ¢ok uzun
seneler hizli bir sekilde biiyiir. Kokleri genel olarak sigdir. Ancak 6zelligi iyi ve kaliteli

olan topraklarin tizerinde kokler yan ve derine dogru inebilir ve ana kok olusabilir.

Dogu Ladini kendi yurdundan baska, 6zellikle Avrupalarda siis bitkisi olarak
kullanmak i¢in yetistirilir. Koyu renkli olan ve cilali goriintiide olan yapraklar: ile gok
dikkat ¢ekmektedir. Parkeilik da ¢okea kullanilir.

1.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olugsmasini engelleyerek hiicrelerin korunmasini saglayan

bilesenlere antioksidan denilmektedir (Kahkonen vd. 1999).

Serbest radikaller, viicudumuzun bagisiklik  sistemini tiimiiyle ¢okertip
gligsiizlestirerek viicudumuza c¢ok fazla zarari dokunur. Serbest radikallerin niikleik
asitlerle reaksiyon olusturmasi durumunda bazi enzimlerin aktivasyonu durumunda
hiicreye verdigi zarar timor olusmasina neden olabilirler. Viicudumuzdaki serbest
radikallerin ortaya ¢ikardigi bu sekil tiir, kanser gibi olusmasi istenmeyen koti
hastaliklara sebep olan oksidatif zararin oniine gegmede antioksidanlar en miithim

gorevdedirler (Ozgen ve Scheerens, 2006)

Antioksidanlar yiyeceklerin islenmesi ve pisirilmesi sirasinda ¢ikan reaksiyonlar ile
olusabilecegi gibi dogal kaynaklardan elde edilerek gidalara eklenebilir. (Shahidi,
1996), Gidalarda ve yiyeceklerde bulunan antioksidan bilesenlerin en baginda meyve
sebzelerde ¢okga yer alan flavonoid gibi fenolik bilesikler gelmektedir (Giiglii vd.,
2009).

Bitkisel kaynakli antioksidanlar hem cesitlidirler hem de daha dogal olmas1 nedeniyle
cok daha fazla giivenlidir. Arastirmacilar dogal kaynaklardan ortaya ¢ikan ve gok
yiiksek aktiviteye ait ornekleri Saglikli olmalart nedeniyle sentetik antioksidanlarin

yerine kullanmay tercih etmektedirler. (Selen Isbilir, 2008)



1.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Hiicreler, peroksitler gibi molekiiller ve serbest radikal malzemeleri tespit edip sebep
olabilecekleri hasarlara kars1 antioksidan korunma sistemleriyle korunur (Rice-Evans
vd, 1997). Bu bahsedilen sistemler sentetik ve dogal antioksidanlar seklinde iki

boliime ayrilirlar, asagida gosterilmistir (Sekil 1).

Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar

<

Enzimatik

Sentetik antioksidanlar

Enzimatik olmayan BHT, BHA,

/ \ Troloks ve cesitli

selat olugturucu

Endojen Eksojen

Glutatyon

Seriloplazmin E Vitamini
AT : = sentetik maddeler

Bilirubin
Ferritin B-Karoten

Laktoferrin
SIE A Askorbik Asit

Haptoglobinler

Albumin Flavonoidler

Sekil 1. Antioksidanlarin sematik gésterimi

1.3.2. Dogal Antioksidanlar

Enzimatik olmayan ve olan antioksidanlar adi altinda siniflandirilir ve adlandirilir.
Hayvan dokularinda veya bitkilerde mevcut olan ya da bitkisel veya hayvansal
kaynakli bilesiklerin iglenmesi sonucunda ortaya ¢ikan maddeler enzim yapisinda
olugsmayan antioksidanlardir (Goriinmezoglu, 2008). Dogal antioksidanlarin ¢ok
biiyiik bir boliimiinii Fenolik bilesikler olusturur. Fenolik bilesiklerin en 6nemli ve
degerlileri; flavonoidler, karotenoidler, askorbik asit (C Vitamini) ve tokoferoller (E

Vitamini)’dir.
1.3.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir aromatik halka ve bu halkaya baglh sekilde farkli ve degisik
fonksiyonel tiirevler ve ayriyeten bir veya da bir den fazla hidroksil grubudur. Bitkisel



olan birden ¢ok dogal yiyecek en ¢ok giiclii ve kuvvetli antioksidanlardan olan fenolik
bilesikler igermektedir. Ayrica serbest radikallerin olusturdugu oksidatif zararl

etkilere kars1 viicudun savunmasina deger ve yardim saglamaktadir.

Polifenoller
Flavonoid Flavonoidler Fenolik asitler
Olmayan
Hidrolizlenebilir Flavonoller Hidroksibenzoik
Taninler i Asitler

Flavonlar Hidroksisinnamik
Asitler

[zoflavonlar

Flavanonlar

Antosiyaninler

Flavanoller

Sekil 2. Polifenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi



1.3.4. Fenolik Asitler

Fenolik asitler hidroksibenzoik ve hidroksinnamik asitlerden olusan bir gruptur.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisindadir ve ¢ogunlukla bitki igerikli
yiyeceklerde mevcuttur. Bu asitler gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir.

1.3.5. Flavonoitler

Bitki fenollerinin en biiyiikk ve genis grubu ve en fazla incelenmis ayrica ¢alisilmig

grubudur. Flavonoidlerin genel yapisi agagida gosterilmistir. (Sekil 3)

\ &
\,[)/J;
Sekil 3. Flavonoidlerin Genel Yapisi

1.3.6. Sentetik Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusturdugu oksidasyonun 6niine gegmek i¢in yaglarin oksidasyon
mekanizmalarinin anlasilmasiyla antioksidan iiretimi hakkinda bir siirii arastirma
yapilmistir. Bu sebeple askorbik asidin dogala 6zdes formlari yada tiirevleri,
tokoferoller laboratuvar ortaminda incelenip sentezlenmistir. Ayrica dogal yapilara

benzemeyen daha degisik yapay antioksidanlar da iiretilmistir (Eken, 2007).

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Calismada Kullamlan Dogu Ladin Kabugunun Elde Edildigi Bolge
Hakkinda Bilgi

Bu incelemede Dogu Karadeniz Bolgesindeki Artvin iline ait daglarinda olan Dogu

Ladin Agacinin kabugu kullanimistir.



2.1.2. Calismada Kullanilan Ornekler

Deneylerde kullanilan Ladin kabugu Artvin iline bagli Seyitler kdyiinden toplanarak
temin edilmistir. Ornekler, Artvin Coruh Universitesi laboratuvarlarinda iki hafta
stireyle kurumaya birakilmis olup, kuruduktan sonra analizlerde kullanilacak sekilde

ogutiilmiistiir, calismalar basglayincaya kadar polietilen posetlerde muhafaza edilmistir

Sekil 4. Kurutulmus ufalanmis Ladin kabugu Ornekleri

2.2. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi I¢in Uygulanan Analizler

2.2.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

Calisma kapsaminda Dogu Ladini kabuk ornekleri toplam fenolik madde analizi ve
flavonoid icerigi icin sokslet ekstraksiyon cihazi ile ayr1 ayri aseton, metanol ve
hegzan ile ekstrakte edilmistir. DPPH serbest radikal siiplirme aktivite analizi i¢in

ornekler sadece metanol ve hegzan ile ekstrakte dilmistir.

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Ladin kabuklarinin toplam fenolik madde igerikleri kolorimetrik ydntem ile

belirlenmistir (Swain ve Hillis, 1959). Yontemde 0.05 ml’lik bir numune 3.95 ml
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distile su ve 2 ml Folin-Ciocalteu reaktifi ile karistirilmisg daha sonra, karisima 2 ml
%10'luk (a/h) Na,COs c¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisim 35°C'de 2 saat inkiibe
edildikten sonra bir reaktif koriine karst 764 nm'de bir UV spektrofotometresi
kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Tiim Sl¢iimler ii¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir. Toplam
fenolik igerik, gallik asit ile olusturulan asagida belirtilen standart bir egri kullanilarak

Olciilmiistiir.
y=0.095x 0.03185, R2=0.9998 (1)

y, 764 nm'deki absorbansi, X gallik asit i¢erigini temsil etmektedir (Prior ve ark. 2005).

2.2.3. DPPH Serbest Radikal Siipiirme AKtivitesi

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams ve ark. (1995) nin tanimladigi
yontem kullanilarak 6l¢ililmiistiir. Yontem tartisma kisminda daha ayrintili olarak

aciklanmugtir.

2.2.4. Flavonoit Bilesik Madde Miktar1 Tayini

Picea orinentalis kabuk drneklerinin metanol, aseton ve hegzan ekstraktlarinda mevcut
olan toplam flavonoit bilesik miktar1 Park ve arkadaslarinin yapmis olduklari metoda
gore belirlendi. (Park ve ark. 1997) Calismada standart flovonoit bilesik olarak
kuarsetin kullanild1 tiim ¢oziiciiler i¢cin ayr1 ayr1 kuarsetin stok c¢ozeltisinden
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicli kullanilarak potasyum asetat ve aliiminyum nitrat
¢Ozeltilerini iceren 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler once vortekste karistirildi
ve 40 dakika siiresince inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslari,
ekstraksiyonda kullanilan ¢o6ziiciden olusan kore karst kaydedildi. Boylece
hesaplamada kullanilacak mikrogram kuarsetin ekivalent (QE) olarak hesaplandi. Bu
islemlerin ardindan ayni islemler konsantasyon ayarina gore picea orientalis kabuk

ekstreleri i¢in tekrarlandi ve flavonoit bilesik madde miktarlar1 hesaplanda.



2.3. Dogu Ladini Kabugunun Temel Kimyasal Analizleri

Proje ¢alismasinda gal olusumu olan ve saglam koklerin odun ve kabuklarinin soguk
su, sicak su, %1 NaOH ve aseton ¢Oziiniirlikkleri, holoseliiloz, a-seliiloz, lignin

icerikleri belirlenmistir.

2.3.1. Soguk ve Sicak Su Coziiniirliikleri

Organik solventler ile ekstrakte edilmemis 6rnekler kullanilmistir. Su ¢oziintirliikkleri
Tappi-T207 cm-08 standardina gore gergeklestirilmistir. Soguk su ekstraksiyonu 300
ml saf su ile 2g’lik 6rnekler lizerinden 23+2°C de 48 saat siire ile gerceklestirilmistir.
Krozede siiziilen orneklerin agirliklar1 baslangic agirligindan ¢ikarilarak baslangig
agirligina oranla rapor edilmistir. Soguk su drneklerdeki inorganik maddeler, tanenler,

sakizlar, sekerler ve renk veren maddeleri ¢ozmektedir.

Sicak su ¢ozliniirliigli de aynmi standarda gére 100 ml sicak destile su ile kaynayan su
banyosunda gerceklestirilmistir. Sicak su ekstraksiyonu soguk suyun ¢oézdiiklerine ek

olarak nisastay1 da ¢ozmektedir.

2.3.2. %1 NaOH Coziiniirligii

Orneklerin %1°lik NaOH ¢oziiniirliik degerleri Tappi T212 om-02’standardina gore
yapilmustir. Metot adindan da anlasilacagi gibi tam kuru 2 gr’lik numunenin %1 NaOH
(0,25N) cozeltisi igerisinden 1 saat siire ile kaynatilmasi ile gerceklestirilmektedir.
Boylece sicak alkali ¢ozeltisi ile 6rneklerdeki degrade olmus seliiloz ve hemiseliiloz

iceren diisiik molekiil agirligindaki karbonhidratlarin miktarlar belirlenebilmektedir.

2.3.3. Ekstraktif Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

Orneklerin ekstraktif madde miktarlar1 analizinde soxhlet ekstraksiyon cihaz
kullanilmistir.  Analizler Scan cm 49.03 (2003) standardina gore yapilmstir.
Analizdeki prensip orneklerin 6 saat siire ile saatte 4 tekrar ile sicak aseton, metanol
ve hegzan ile ekstrakte edilmesidir. Analiz sonucu darasi1 alinmis balonlar igerisinde
kalan ekstraktif madde miktar1 ¢6ziiciilerin ugurulmasi sonrasi balonlarin etiivde tam

kuru hale getirilmesi ile hesaplanmaktadir.



2.3.4. Holoseliilloz Miktarmin Belirlenmesi

Holoseliiloz miktar1 klorit yontemi ile belirlenmistir. Calismada 5 g tam kuru 6rnek
kullanilmistir. Analiz prensibine gére NaClO: 1ilik asit etkisi ile ClO2 i serbest
birakmakta, serbest kalan klordioksit de lignini ¢Oziinmiis {riinler haline
doniistiirmektedir. Krozeden ligninin siizlilmesi ile geriye seliiloz ve hemiseliilozlar
kalmaktadir. Deney ekstrakte edilmis Orneklere uygulanmaktadir. (Wise ve Karl,
1962)

2.3.5. Alfa Seliilloz Miktarinin Belirlenmesi

Orneklerin alfa, seliiloz miktar1 Tappi T203 ¢m-09 standardina gére belirlenmistir.
Analiz holoseliiloz ornekleri iizerine yapilmistir. Alfa seliiloz %17,5’luk NaOH’te

¢Oziinmeyen miktari temsil etmektedir.

2.3.6. Lignin Miktarmmin Belirlenmesi

Lignin tayini Tappi T222 Om-02 standardina gore yapilmistir. Lignin tayini oncesi
tiim ornekler aseton ile ekstrakte edilmistir. Analizin prensibi holoseliilozu kuvvetli
asit ile hidroliz ederek lignini elde etmektir. Analizde 1g tam kuru O6rnek

kullanilmaktadir.

2.3.7. Kiil Tayini

Analiz Tappi T 211 om-02’¢ gore yapilmistir. Analiz ile 5754+25°C de O6rnegin
yakilmasi sonucu olusan kiil miktar1 belirlenmektedir. Yakma islemi 6rnek rengi beyaz
olana, yani karbon kalmayana kadar siirdiiriilmelidir. Bu analiz ile Grneklerin

icerdikleri inorganik madde miktarlar1 belirlenmektedir.

2.4. Dogu Ladini Kabuklarinin FTIR-ATR ile Karakterizasyonu

FTIR-ATR (Fourier Transform infrared-Attenuated Total Relectance )spektrumlari,
Shimadzu IR Prestige-21 FTIR cihazi ve Pike MIracle ATR atagmaniyla 6l¢tilmiistiir.
Olgiim aralig1 600-4000 cm-1, ¢dziiniirliikk 16 cm-1 ve tekrar sayis1 16 olacak sekilde

absorban degerleri kaydedilmistir.



2.5. Termogravimetrik Analiz (TGA)

TGA 6rnek agirliginin 6l¢limii, zamana bagh veya sicakliga gore ol¢iilmesidir. TGA
analizi Sekil 15°te gosterilen ve Artvin Coruh Universitesi Bilim-Teknoloji Uygulama
ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda bulunan Pelkin Elmer (Model STA 6000)
markasi olan test cihazinda analiz edilmistir. Test 6rnekleri 3-5 mg tartildiktan sonra
porselen kroze igerisine yerlestirilmis ve daha sonra cihaza konulmustur. Test
sirasinda sicaklik oda sicakligindan 600°C’ye kadar 10 °C/dakika oraninda

artirtlmistir. Azot gazi akigi 20 ml/dakika olarak ayarlanmistir.
Calismada ayrica DTGA ve ayni cihaz iizerinden DSC sinyalleri de kaydedilir.
2.6. Dogu Ladini Kabuklarinin Elemental Analizi

Numunelerin element analizini belirlemek i¢in Elementar Macro-Cube cihazi
kullanildi. Numuneler, analizden 6nce bir Wiley degirmeninde 6giitiildii ve 60 mesh
elekte kalan kisim analiz edildi. Tespitte elde edilen sonuclar karbon, hidrojen, azot ve

kiikiirt olarak rapor edilmistir.

3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Aktivite Calismalarina ait Bulgular

Tez calismasinda antioksidan etkiyi belirlemek amaciyla dogu ladini kabuk
orneklerinin toplam fenolik bilesenleri, DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi ve

flavonoit bilesen madde miktarlar1 belirlenmis ve sonuglar verilmistir. (Tablo 1)
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Tablo 1. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin antioksidan aktivite sonuglari

Coziicii Toplam Fenolik DPPH Serbest Radikal | Flavonoit
Bilesen (mg/g) Siipiirme Aktivitesi Bilesen Miktar
(mg/g)
Metanol 179,73 11,28 8,36
Aseton 147,20 13,51 10,13
Hegzan 4,17 - 3,29

3.2. Kimyasal Analizlere Ait Bulgular

3.2.1. Coziiniirliik Degerlerine Ait Bulgular

Dogu ladini kabuk orneklerinin sicak su, soguk su, %I1NaOH, aseton, metanol ve

hegzan ¢oziiniirliiklerine ait sonuglar verilmistir. (Tablo 2)

Tablo 2. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin ¢oziintirliik degerlerine ait sonuglar

Sicak Su | Soguk %1 Metanol | Aseton | Hegzan
Coz. Su Coz. | NaOH Coz. Coz. Coz.
(%) (%) Coz. (%) | (%) (%) | (%)
1 12,83 8,59 45,46 24,75 14,1 12,57
2 13,06 7,73 45,72 25,01 14,58 | 12,61
3 12,97 8,93 46,21 24,92 14,28 | 12,74
Ortalama 12,95 8,42 45,80 24,89 14,32 | 12,64
Std. Sapma 0,12 0,62 0,38 0,13 0,24 0,09

3.2.2. Dogu Ladini Kabuklarmin Temel Bilesenlerine Ait Bulgular

Kabuk 6rneklerinin holoseliiloz, alfa-seliiloz, lignin ve kiil miktarlarina ait sonuglar

verilmistir. (Tablo 3)

Tablo 3. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin temel bilesenlerine ait sonuglar

Lignin Holoseliilloz | Alfa Hemiseliiloz | Kiil
(Metanol (Aseton Ext) | seliiloz + beta (%)
Ext.) (%) (%) (%) seliiloz (%)
1 38,43 49,25 28,57 20,68 3,94
2 38,35 48,98 28,81 20,17 4,08
3 40,02 49,06 28,70 20,36 3,97
Ortalama 38,93 49,10 28,69 20,40 4,00
Std. Sapma | 0,94 0,14 0,12 0,26 0,07
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3.3. Dogu Ladini Kabuklarmin Temel Bilesenlerinin Elemental Analizlerine Ait
Bulgular

Dogu ladini kabuk orneklerinin bazi ¢dziiniirliik ve temel bilesenlerine uygulanan

element al analiz sonuglar1 verilmistir. (Tablo 4)

Tablo 4. Dogu ladini kabuk bilesenlerinin element al analiz sonuglari

Azot (%) | Karbon Hidrojen | Siilfiir
(%) (%) (%)

Dogu ladini kabuk 6rnegi 2.98 42.89 4.616 0.063
(kontrol 6rnegi)

Holoseliiloz tayini 3.32 37.56 4.526 0.075
Alfaseliiloz tayini 4.99 35.74 4.524 0.044
Lignin tayini 2.72 51.13 4.617 0.202
%1 NaOH Coziiniirliik 3.99 44.59 4.639 0.065

3.4. Termal Analizlere Ait Bulgular

Tablo 5’te Dogu ladini kabuk 6rneklerinin temel bilesenlerinin termal 6zelliklerine ait
bulgular yer almaktadir. Ornegin heterojen o&zellikte olmasindan dolayr bazi
basamaklarin doniim noktasi sicakliklari hesaplanamamaistir. Tartisma kisminda tiirev

egrileri lizerinden ayrintili inceleme yapilmistir.

Tablo 5. Dogu ladini kabuk bilesenlerinin termal analiz sonuglari

Baslangi¢ | Doniim Son DeltaY | 850 °C deki
Sicakhigr | Noktasi Sicakhik | (%0) kalint1 (%)
(W9 O O
Dogu ladini 297,01 362,58 414,55 52,11 26,42
kabuk 6rnegi
(kontrol drnegi)
Holoseliiloz 288,21 341,25 376,43 54,69 23,97
tayini
Alfa-seliiloz 308,62 348,09 378,93 61,50 19,40
tayini
Lignin tayini 257,59 295,67 455,80 44,84 33,61
%21 NaOH 295,16 357,09 417,31 53,75 25,21
Coziiniirlik
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4. TARTISMA
4.1. Dogu Ladini Kabuk Orneklerinin Antioksidan Aktivite Degerleri

4.1.1. Toplam Fenolik Bilesenler

Dogu ladini (Picea orientalis) kabuk 6rneklerinin toplam fenolik bilesenleri Sekil
12°de goriilmektedir. Caligsmada ¢oziicii olarak metanol, aseton ve hegzan kullanilmis
ve sonuglar1 karsilastirilmistir. Grafigi inceledigimizde en yiiksek fenolik bilesen
veriminin ¢oziicii olarak metanol kullanildigi zaman elde edildigi belirlenmistir.
Polaritesinden dolayr metanolde toplam fenolik bilesen verimi daha yiiksek
belirlenmistir. Benzer bir ¢calismada Verick Purba ve arkadaslar1 (2021) akasya tiirleri
lizerine yaptiklari ¢alismada ¢oziicilileri karsilastirmislar ve fenolik bilesen verimi
acisindan metanoliin diger ¢oziiciilerden daha etkili oldugunu belirlemislerdir.
Metanolde toplam fenolik madde igerigi 179,73 mg/g iken onu yine fenolik bilesenler
icin etkili bir ¢dziicii olan aseton izlemistir ve verim 147,2 mg/g olarak belirlenmistir.
Hegzan tahmin edildigi gibi fenolik bilesenler agisindan 1iyi bir sonug

vermemistir.(Sekil 5)
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Sekil 5. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin farkli ¢oziiciilerdeki toplam fenolik bilesenleri
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Norveg ladin kabugu {izerine yapilan benzer bir calismada ¢oziicli olarak 60:40
aseton:su ¢Oziiclisiic kullanildiginda verimin 67,1 mg/g oldugu tespit edilmistir
(Hoffmann et al., 2021). Port Orford sedir kabugu tizerine metanol ile yapilan bir
calismada da toplam fenolikler i¢ kabuk ic¢in tam kuru oduna gore 88,76 mg/g ve dis
kabukta 77,65 mg/g olarak belirlenmistir (Gao et al., 2007). Coziicii tipinin ve
uygulanan ekstraksiyon yoOnteminin sonuglart ¢ok farkli sekilde etkiledigi
bilinmektedir. Sadece su ¢oziiniirliiglinde benzer bir tiir olan kara ladin kabugunda
(Picea mariana) toplam fenolik bilesen indeksi 21 fiinite/g olarak tespit edilmistir
(Diouf et al., 2009). Bununla birlikte elde edilen sonuglar dogu ladini (Picea
Orientalis) kabugunun fenolik bilesen agisindan ¢ok zengin oldugunu gostermektedir.
Kabuklarin fenolik bilesenler acisindan ¢ok zengin olmasi agaclarin kendilerini dig
etkenlere kars1 savunma stratejisinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle basit, diisiik
molekiil agirlikli tek aromatik halkali bilesiklerden biiyiik ve karmasik tanenlere ve
farkli polifenellore kadar genis bir fenolik bilesen igerigine sahiptir (Felicijan et al,
2015). Yapilan baz1 ¢alismalarda kabuk bocegi atagi sonrasi fenolik bilesenlerin arttigi
tespit edilmistir. (Urbanek Krajnc 2009, Urbanek Krajnc et al. 2011)

4.1.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi

DPPH, stabil bir serbest radikaldir ve antioksidan bilesiklerin radikal siipiiriicii
aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Bu yontem, radikal olmayan
DPPH-H formunun olugmasi nedeniyle hidrojen veren bir antioksidan varliginda
metanol ¢ozeltisindeki DPPH'nin indirgenmesine dayanir (Dinis v.d., 1994; Singleton
v.d., 1999). Bu doniisiim, mordan sariya bir renk degisimi ile sonuglanir;
spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Mor rengin kaybolmasi 517 nm'de izlenir. Dogu
ladini kabugunun cesitli ekstraktlarinin radikal siipiiriicii 6zellikleri Sekil 13'te
verilmistir. Grafik incelendiginde en yiiksek aktivitenin aseton ¢oziiniirliigiinde elde
edildigi gorilmektedir. Aseton ile aktivite (ICso) 13,51 birim olarak belirlenirken bu
deger metanol kullanildiginda 11,28 olarak belirlenmistir. Hegzan c¢oziiciisii bu
analizde kullanilmamistir. Port Orford sedir agaci ile yapilan ¢alismada bu indeks i¢
kabuk i¢in 10,31 ve dis kabuk i¢in 19,87 olarak belirlenmistir (Gao v.d., 2007). Dogu
ladini kabuklarinin ekstrakt konsantrasyonuna goére DPPH ile yapilan ¢alismada

radikal siipiirme yetenekleri verilmistir. (Sekil 6)
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Sekil 6. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin farkli ¢oziiciilerdeki DPPH radikal siipiirme
aktivitesi (ICso)
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Sekil 7. Dogu ladini kabuk Orneklerinin farkli ¢oziiciilerdeki radikal siipiirme
yetenekleri

Ladin kabugu ile yapilan bir diger ¢calismada bu calismadakine benzer sekilde etanol

ile yapilan ¢alismada antioksidan kapasite 14,3 olarak tespit edilmistir (Burcova v.d.,
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2019). Farkl1 bir ¢alismada Picea abies kabugu i¢in ICso degeri etanolde 6,3 suda 20,7
olarak belirlenmistir. (Neiva v.d., 2018)

4.1.3. Flavonoit Bilesen Miktari

Sekil 8’de dogu ladini kabugunun farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin flavonoid
icerikleri goriilmektedir. En yiiksek flovonoit veriminin aseton ¢dziiciisiiniin
kullanildig1 6rnekte oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada sonuglar tam kuru odun
ornegine gore hesaplanmistir. Benzer bir calismada ekstrakt oranina gore flavonoit
miktar1 Picea abies kabugu igin yaklasik 476 mg/g olarak belirlenmistir(Neiva v.d.
2018). Bu caligmadaki sonuglar1 da ekstrakta oranlarsak metanol, aseton ve hegzan
icin sonuglar sirasiyla 33,59, 70,74 ve 26,03 mg/g olacaktir. Cam ibreleri iizerinde
yapilan bir ¢calismada flovanoid miktarlarinin farkl tiirler icin 3,5 ile 7,2 mg/g (kuru

agirliga oranla) oldugu tespit edilmistir. (Karapandzova v.d., 2014)
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Sekil 8. Dogu ladini kabuk oOrneklerinin farkl ¢oziiciilerdeki flovanoit bilesen
miktarlari

16



4.2. Dogu Ladini Kabugunun Temel Kimyasal Yapisi

4.2.1. Dogu Ladini Kabugunun Coziiniirliik Degerleri

Kabuk oOrneklerinin ¢oziiniirlik degerleri Sekil 9°da goriilmektedir. Grafikten
goriildiigl gibi en yliksek ¢oziiniirliik %1 NaOH ile elde edilmistir. Sodyum hidroksit
oncelikle diisiik molekiil agirliktaki sekerleri ¢6zmektedir. Buna karsin basit fenolik
bilesikler ve ekstraktifleri de ortamdan yikayabilmektedir. Kabuklarmn bu nedenle
tliml alkalideki ¢oziiniirliigi fazla olmaktadir. Goniiltas ve Balaban Ugar (2017)
yaptiklari calismada Artvin bolgesi ve Trabzon bolgesinden temin ettikleri dogu ladini
kabuklarinin %1 NaOH ¢6ziiniirliigliniin sirastyla %53,87 ve %49,44 civarinda oldugu
tespit etmislerdir. Bu c¢alismada da c¢ok farkli olmayacak sekilde %1 NaOH
¢Oziinirligl %45,80 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 9. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin ¢oziiniirliik degerleri

Sekil 16’dan goriildiigii gibi soguk su ¢oziiniirligl %8,42 ve sicak su ¢oziniirligii
%12,95 olarak elde edilmistir. Soguk su inorganik bilesenleri, tanenleri, sakizlari,
seker ve renk veren bilesenleri ¢ozmektedir sicak su ¢oziintirliigli bu bilesenlere ek
olarak nisastay1 da ¢ozmektedir (TAPPI T 207 cm 08, 2008). Yemele ve arkadaslari

(2010) yaptiklari caligmada Picea mariana kabugunun sicak su ¢oziiniirliigiini bu
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calismadakine ¢ok benzer sekilde %12,7 olarak belirlemislerdir. Dogu ladini ile
yapilan bir diger calismada ise sicak su ¢oziiniirliigii %21,65 ve %23,17 olarak
belirlenmistir (Goniiltas ve Balaban Ugar, 2017). Bu calismada ekstraktif maddelerin
belirlenmesi ig¢in ii¢ farkli ¢oziicii ile ekstraksiyon yapilmistir. En yiiksek verim
%24,89 ile metanol kullanildiginda elde edilmistir. Aseton ile ekstraktif miktar
%14,32 ve hegzan ile %12,64 olarak belirlenmistir.

4.2.2. Dogu Ladini Kabugunun Temel Bilesenleri

Sekil 10°da dogu ladini kabugunun temel bilesenleri grafikte goriilmektedir.
Calismada klason lignin miktar1 %38,93 olarak tespit edilmistir. Dogu ladini kabugu
ile yapilan benzer bir ¢alismada lignin orani %32,59-%34,15 olarak belirlenmistir
(GoOniiltas ve Balaban Ucar, 2017). Diger 6nemli bilesen holoseliiloz miktar1 bu
calismada grafikten gorildigi gibi %49,10 olarak tespit edilmistir. Goniiltas ve
Balaban Ugar (2017) yaptiklari ¢alismada diizeltilmis holoseliiloz verimini benzer
sekilde % 48,07 ve %49,48 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada bulunan sonuglarin

literatiir ile Ortlistligii tespit edilmistir.
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Sekil 10. Dogu ladini kabuk 6rneklerinin temel bilesenleri

Holoseliillozun %17,5’luk  NaOH ¢ozeltisinde ¢oziinmeyen fraksiyonu olarak

tanimlanan a-seliiloz tayinine gore dogu ladini kabugunun %28,69 a-seliiloz icerdigi
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tespit edilmistir. Hemiseliiloz ve [-seliiloz, holoseliioz miktarindan a-seliiloz
miktarinin ¢ikarilmasi ile hesaplanmistir. Gontiltas ve Balaban Ugar (2017) yaptiklar
calismada dogu ladini kabugunda %37 civarinda a-seliiloz belirlemislerdir. Yemele
v.d. (2010) ise Picea mariana kabugunda %34,1 civarinda a-seliiloz belirlemislerdir.
Ladin kabugu ile yapilan bir diger ¢alismada, i¢ kabukta %39,5 ve dis kabukta %31,9
oraninda a-seliiloz belirlenmistir (Hafizoglu ve Usta, 2005). Bu calismada kabuk
ornekleri daha fazla oranda dis kabuk igermekte olmasindan dolay1 seliiloz oraninin
daha diisiik tespit edildigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte Neiva ve arkadaslarinin
(2018) calismasinda bu ¢alismadakine benzer sekilde picea abies kabugunda toplam
polisakkarit oran1 %47,87 ve glukoz oran1 %26,78 olarak tespit edilmistir. a-seliilloz
oraninin aga¢ kabuklarinda %39’lar seviyesinde olmasi fenolik bilesenlerin fazlalig

nedeniyle ¢cok miimkiin olamayacag: diistintilmektedir.

4.3. Dogu Ladini Kabuklarinin Bilesenlerinin FTIR-ATR ile Karakterizasyonu

Sekil 11’de Dogu ladini kabugunun bazi bilesenlerinin FTIR-ATR spektrumlari
goriilmektedir. Kabuk 6rneginin spektrumu incelendiginde 1732 ¢cm™ bandinda pik
gozlenebilmektedir. Ksilan ve glukomannan ile iliskili bu bant, konjuge olmayan
ketonlar ve karbonhidratlarin karbonil ve alifatik gruplarinin C = O gerilmesidir
(Marchessault ve Liang 1962). Kabuklarin %1 NaOH ile muamele edilmesi ile bu
pikin kayboldugu goriilmektedir. Bunun nedeni alkali ile polisakkaritlerin biiyiik
kisminin ¢6ziiniip kabuk 6rneginden uzaklagmig olmasidir. Ayrica tiim spektrumlarda
1600 cm™ dalga sayisinda belirgin bir pik oldugu gériilmektedir. Bu pik biiyiik
olasilikla tanenden kaynaklanmaktadir. Tanin emdirilmis ahsap lizerine yaptiklar
calismada, Schnabel ve ark. (2014), tanen miktarmin 1600-1610 cm™'de tepe
yogunlugunu arttirdigin1 bulmustur. Metanol ve hegzan ile ekstrakte edilmis kabuk
orneklerinde islem goérmeyen kabuga gore daha fazla pik yogunlugu olusmustur.
Bunun nedeni ekstraktif maddelerin ortamdan yikanarak diger bilesenlerin

sinyallerinin daha kuvvetli alinmasidir.
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Sekil 11. Dogu ladini kabuk ve ¢6ziiniirliik sonrasi kalan kabuk numunelerinin FTIR-
ATR Spektrumlari



4.4. Dogu Ladin Kabugunun Element Analizi

Calismada dogu ladini kabugu ve kabuktan elde edilen holoseliiloz, alfa seliiloz, lignin
ve %1NaOH ile islem goren orneklere element analizi uygulanmistir. Sonuglar Sekil
12’de gortilmektedir. Grafik incelendiginde en biiylik degisimin karbon miktarinda
oldugu goriilmektedir. Dogu ladini kabugunun lignininin %51,13 karbon i¢erdigi buna
karsin seliilozunun %35,74 karbon igerdigi tespit edilmistir. Aslinda bu durum olmasi
gereken ve beklenen bir sonugtur. Ligninlesme ile karbonlagma da artmaktadir. Ciinkii
oksijen/karbon orani ligninde seliiloz gore daha azdir (Inari v.d. 2006). Bir diger ifade
ile selillozda oksijen orami lignine gore daha yiiksektir. Element analiz sonuglari
kimyasal analizde elde edilen sonuglar1 desteklemektedir. Sodyum hidroksit
muamelesi sonucu uzaklasan karbonhidrat nedeniyle karbon miktariin kabuga gore

yaklagik %2 arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 12. Kabuk bilesenlerinin element analiz sonuglari

21



4.5. Dogu Ladini Kabugunun Termal Analizi

DogiNadini ve temel bilesenlerinin TGA spektrumlar1 Sekil 13’de goriilmektedir.
Grafikler tgelendiginde sicakliga kars1 6rneklerin agirlik kayiplar1 basamak seklinde
izlenebilmektedw, Grafiklerde yaklasik 80°C civarinda olusan ilk basamak rutubetin
uzaklagsmasindan kaygaklanmaktadir. Diger basamak organik materyalin pirolizi
sonucu olusmaktadir. Butwula birlikte grafiklerden basamagin ¢ok diizgiin olmadigi
goriilmektedir. Bunun nedeni Rapuk materyalinin ¢ok fazla oranda heterojen yapida

bileYen_i¢ermekte olmasidir.
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Sekil 13. Kabuk 6rnekIdginin TGA egrileri.

Sekil 14°de Kabuk 6rneklerinin agirlik kayiplarinyg tiirevleri yer almaktadir (DTGA).

Sekil 15°de ise DSC egrileri yer almaktadir. Tiirev e§gileri ve DSC egrileri bize daha
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ayrintilt veri saglamaktadir. Sekil 14’deki grafikler incelendiginde kabugunun
holoseliiloz bileseninin yaklasik 272°C ve 339° C de pik olusturdugu buna karsin islem
gormeyen kabugun 364 °C’de pik olusturdugu goriilmektedir. Bunun nedeni
holoseliilozda daha yiiksek sicakliklarda pirolize ugrayan ligninin uzaklastirilmig
olmasidir. Bilindigi gibi hemiseliiloz 220-315 °C de kolayca bozulmaktadir (Yang
v.d., 2007). Bu durum 272°C de holoseliiloz 6rneginde olusan piki agiklamaktadir.
Benzer durum seliiloz i¢in de gecerlidir. Seliilloz 315-400°C sicaklikta pirolize

ugramaktadir (Yang v.d., 2007). Bu calismada da seliiloz 349°C civarinda pik

olusturmustur.
Kabuk W e=e==- %1 NaOH Kabuk W =e==- Holoselliloz
18 18
_-16 -16
S S
Q.14 Q.14
o= 5
Lo Lo
g2 g2
c-10 . o c-10
§ 359°C 364°C g
-g_ -8 -g -8
© ©
- -6 - -6
= =
= _ =
’<°_t‘° 4 ?—to 4
22 -2
0 0
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
Sicakhk ( °C) Sicaklik ( °C)

Kabuk ~ ====- Alfa- seliiloz Kabuk =  ====- Lignin
18 18
N 349°C

16 [ 16
> [ 'S
.14 (] .14
H=1 ] 3
=12 ;o ht
S Py g
c-10 ] 1 . :.10
g : ' 364C §
g_% (] §.8
© 4]
X g = 6
= —
= =
! -4 = 4

2 R <o

S -- SSe—
0 0
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
Sicakhk ( °C) Sicaklik ( °C)

Sekil 14. Kabuk orneklerinin DTGA egrileri

Lignin ise en yliksek sicaklik araliginda pirolize ugrayan bilesendir pirolizi 900°C ye
kadar ulasmaktadir. (Yang v.d., 2007) Bu ¢alismada Sekil 15°de goriildiigi gibi pik
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genisligi artmisg ve 301°C ve 411°C’de iki pik olusturmus fakat bozunma devam
etmistir. Tablo 5’ te 850°C de lignin %33,61 kalint1 birakirken seliiloz sadece %19,40

kalint1 birakmistir. Bu sonug pirolizin devam ettiginin agik bir kanitidir.

Sekil 15 oOrneklerin kalori degerleri iizerinden hesaplanan DSC egrilerini
gostermektedir. DTGA egrilerine benzer davranista farkli sicakliklarda pik olusumu
gozlenmistir. Bu grafiklerde farkli olarak ligninin pik yoniiniin asagiya dogru oldugu
gorilmektedir. Bu durum ligninin egzotermik olarak reaksiyon gosterdigini

gostermektedir.
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Sekil 15. Kabuk 6rneklerinin DSC egrileri
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasi ile Dogu Karadeniz bolgesinde ve Kafkasya’da yayilis gésteren Dogu
Ladini (Picea orientalis) aga¢ kabuklarinin antioksidan aktivitesi, temel kimyasal
ozellikleri ve termal 6zellikleri belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglar asagida

maddeler halinde agiklanmustir.

e Dogu ladini kabugunun toplam fenolik madde igerigi tam kuru kabuga oranla
metanol ekstraktinda 179,73 mg/g, aseton ekstraktinda 147,20 mg/g ve hegzan
ekstraktinda 4,17 mg/g olarak bulunmustur. Kabuk icerisinde fenolik
bilesenlerin fazla olmasimnin nedeni agacin kendini dis etkenlere karsi
korumasindan kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesikler izole edilerek {iriinlerin
raf Omiirlerini uzatmak amaciyla kullanilabilecegi gibi endiistride bir¢ok
alanda degerlendirilebilir. ileride yapilacak ¢alismalarda fenolik bilesenlerin
nelerden olustugunun belirlenmesi gerekmektedir.

e Dogu ladini kabugunun DPPH radikal siiplirme aktivitesi aseton ekstrakti igin
13,51 ve metanol ekstrakti i¢cin 11,28 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
Dogu ladini kabugunun antioksidan aktivitesinin yiikksek oldugu
degerlendirilmistir.

e Dogu ladini kabugunun flavonoit igerigi aseton ekstraktinda 10,13 mg/g,
metanol ekstraktinda 8,36 mg/g ve hegzan ekstraktinda 3,29 mg/g olarak
belirlenmistir.

e Tez ¢alismasinda antioksidan aktivite disinda kabuklarin temel kimyasal yapist
da arastirtlmistir. Dogu ladini kabugunun soguk su ¢oziiniirliigt %8,42, sicak
su ¢oziinirligi %12,95, metanol ¢oziiniirliigi %24,89, aseton ¢oziiniirligi
%14,32 ve hegzan ¢oziiniirliigi %12,64 olarak belirlenmistir. Ayrica ekstrakte
edilen drneklerin FTIR-ATR ile karakterizasyonlar1 yapilmustir.

e Dogu ladini kabugunun lignin miktar1 %38,93, holoseliiloz miktart %49,10, a-
seliiloz miktar1 %28,69, hemiseliloz ve -seliiloz miktar1 %20,40 ve kiil miktar1
%4 olarak belirlenmistir.

e Tez calismasinda dogu ladini kabugu, kabugun % 1NaOH ¢6ziiniirliigii sonrasi

kalan kismina, kabuktan elde edilen lignin, holoseliiloz, ve alfa seliiloza
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element analizi uygulanmis ve diger kimyasal 6zellikler ile karsilastirilmistir.
Bu sonuglara gore kabuktan elde edilen ligninin kabuga gore yaklasik %8,24
oraninda daha fazla karbon igerdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde alfa
seliiloz da %7,15 oraninda daha az karon i¢ermektedir. Bunun nedeni seliilozun
oksijen/karbon oraninin lignine gore daha yiiksek olusudur.

e (Calismada iicilincii kisim olarak dogu ladini kabugu ve bilesenlerinin termal
ozellikleri belirlenmistir. TGA, DTGA, DSC sonuglarina goére ladin
kabugunun ¢ok heterojen bir yapida oldugu ve piroliz basamaklarinin ¢ok
genis bir sicaklik araliginda gerceklestigi tespit edilmistir. Bunun nedeni

kabugun igerdigi tanen gibi fenolik bilesenlerin fazla olmasidir.

Tez calismasi ile dogu ladini (Picea orientalis) kabugunun antioksidan
aktivitesinin yiiksek oldugu fenolik bilesenlerce zengin oldugu tespit edilmistir. Bu
fenolik bilesenlerin izole edilerek ilag endiistrisinde, koruyucu olarak gida
endiistrisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica kabuklarin termal

ozellikleri yakacak olarak kullanilabilecegini de gdstermektedir.

Ileride yapilacak calismalarda dogu ladini kabugunun fenolik bilesenlerinin HPLC
ve GC-MS gibi kromotografik yontemler ile belirlenmesi literatiire 6nemli katkilar

sunacaktir.
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