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BiYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Tez Damismam: Prof. Dr. Hillya AKINCIOGLU

Caligmada Yildiz anason (illicium verum) ile hazirlanan ekstrelerin ve trans-anetol’iin
antioksidan ve biyolojik aktiviteleri belirlenmistir.  Biyolojik aktivitelerin belirlenme
surecinde maserayon yontemi ile elde edilen ekstreler kullanildi. Ardindan Ellman metodu
kullanarak bu ekstrelerin ve trans-anetol’un Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz
(BChE) tizerine inhibisyon etkileri arastirildi ve her bir ekstre ve trans-anetol igin 1Cso
degerleri hesaplandi. AChE enzmi igin en iyi inhibisyon etkiyi y1ldiz anason metanol (YAM)
(1Cs0:237,15 pg/mL) gosterirken, BChE enzimi icin en iyi inhibisyon etkiyi ise y1ldiz anason
aseton (YAA) (1Cs0:150,98 pg/mL) ektresi gosterdi.

Calismanin  devamunda  antioksidan ve radikal giderme kapasitelerinin
degerlendirilmesi igin NADES ve maserayon yontemleri ile elde edilen Yildiz anason (illicium
verum) ile hazirlanan ekstreleri kullanildi. Bu iki metot ile hazirlanan Yildiz anason (illicium
verum) ekstrelerinin ve trans-anetol’un, antioksidan kapasitesini degerlendirmek icin, Fe*
indirgeme kapasitesi, KUPRAK metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu*?) indirgeme kapasitesi, 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH") giderme, 2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-
6-stilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme aktivitesi ¢alisildi. Caligmalar sirasinda BHA, BHT,
a-tokoferol, troloks standart antioksidan olarak kullanildi ve kiyaslamalar bu dort standart
yapildi. ABTS radikal giderme aktivitesi sonuglarina bakildiginda NADES-CA (1Cs0:5,02
pg/mL) diger ekstrelere oranla daha yiiksek antioksidan aktivite gosterirken DPPH radikal
gidermede NADES-CA (ICs0:11,59 pg/mL) ekstresi yine en yiksek antioksidan aktiviteyi
gosterdi. Fe*® indirgeme kuvvetinin sonuglar1 incelendiginde NADES-G en yiiksek Fe™
indirgeme kuvveti gosterirken, KUPRAK metodu ile yapilan ¢calismada da yine NADES-G en
iyi indirgeme kuvveti gostermistir. Calisma sonucunda trans-anetol’un antioksidan kapasitesi

ise hem NADES ¢0zeltilerinden hem de standartlardan daha disiik ¢iktigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yildiz Anason(illicium verum) , NADES, Trans-anetol,
Antioksidan,AChE,BChE



ABSTRACT
MASTER'S THESIS
PREPARATION OF STAR ANISE EXTRACTS USING NADES
(NATURAL DEEP EUTECTIC SOLVENT) AND MACERATION
METHODS, DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF EXTRACTS
Bilge ELIGUL

Thesis Advisor: Prof. Dr. Hillya AKINCIOGLU

In the study, it was tried to determine the antioxidant and biological activities of
extracts prepared with star anise (illicium verum) and trans-anethol. The maserayon method
was used in the process of determining the biological activities. Then, the inhibitory effects of
Star anise (illicium verum) extracts and trans-anethol on Acetylcholinesterase (AChE) and
Butyrylcholinesterase (BChE) were investigated using the Ellman method, and ICso values
were calculated for each extract and trans-anethol. The best inhibitory effect for the AChE
enzyme was observed in star anise methanol (YAM) extract (1C50:237.15 pug/mL), while the
best inhibitory effect for the BChE enzyme was observed in star anise acetone (YAA) extract
(1C50:150.98 pg/mL)..

In the rest of the study, extracts prepared with star anise (illicium verum) obtained by NADES
and maceration methods were used to evaluate their antioxidant and radical scavenging
capacities. To evaluate the antioxidant capacity of Star anise (illicium verum) extracts and
trans-anethol prepared by these two methods, Fe*® reduction capacity, CUPRAC method with
cupric ions (Cu*?) reduction capacity, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical (DPPH-)
scavenging, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthioazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS™)
scavenging activity was studied. During the studies, BHA, BHT, a-tocopherol, and trolox were

used as standard antioxidants and comparisons were made with these four standards.

When looking at the results of ABTS radical scavenging activity, NADES-CA(ICs0:5.02
png/mL) showed higher antioxidant activity compared to other extracts, while NADES-CA
(ICs50:11.59 pg/mL) extract also showed the highest antioxidant activity in DPPH radical
scavenging. When the results of Fe*® reduction force were examined, NADES-G showed the
highest Fe*® reduction force, while NADES-G showed the best antioxidant activity in the study
conducted by the CUPRAC method. As a result of the study, the antioxidant capacity of trans-

anethole was observed to be lower than both NADES solutions and standards.

Keywords: Star Anise(illicium verum), NADES, Trans-anethol, Antioxidant, AChE,BChE



ONSOZz

Derin 6teklik ¢oziiciiler (DES) hidrojen bagi dondrii (HBD) ve hidrojen bagi
alicis1 (HBA) molekiilleri arasinda farkli molar oranlarda hidrojen bagi olusumuyla
meydana gelen, hazirlanmasi sirasinda yan reaksiyonlar olusmadigindan herhangi bir
ek saflagtirma adimi gerektirmeyen basit islemler sonucu meydana gelen ¢oziiciilerdir.
Bu calismada kullanish ve pratik olan bu ¢oziiciilerle ve normal maserasyon metodu
ile hazirlanan Yildiz anason (illicium verum) eksrelerinin ve trans-anetol’iin
antioksidan ve enzim inhibisyonu etkileri incelenmistir. Farkli yontemlerin sonuglara
olan etkisi tartisilmistir. Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde amaglanana uygun
verilerin elde edildigi goriilmiistiir.

Bu ¢alismam boyunca bana siirecin her asamasinda destek olan yardimlarini
benden esirgemeyen, sireci titizlikle takip ederek bana rehberlik eden sevgili
damismanim Prof. Dr. Hiilya AKINCIOGLU’na, Yyine siire¢ boyunca benden
yardimlarin1 esirgemeyip, beni ilgiyle dinleyip yol gdsteren Dr. Ogr. Uyesi Rilya
SAGLAMTASa, Yiiksek lisans 6grencisi Neslihan AYDEMIR ve Dilara TOGRUL a
tesekklrd bir bor¢ bilirim. Calismalar1 gergeklestirmem i¢in imkanlarindan
yararlandigim Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvar1 Miidiir’ii Dog. Dr. Akin
AKINCIOGLU’na ve ayirca tiim sevdiklerime ve aileme bana gosterdikleri destekten

dolay1 tesekkiir ederim.
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AGRI/2025
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KISALTMALAR LIiSTESI

ABTS: 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-stilfonat Antioksidan Kapasite Yoéntemi
AChE: Asetilkolinesteraz Enzimi

BChE: Butirilkolinesteraz Enzimi

BHA: Butil Hidroksianisol

BHT: Butil Hidroksitoluen

CAT: Katalaz

CU: Bakir

CUPRAC: Cu (I1) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi
DES: Derin Oteklik Coziiciiler

DPPH: Difenil-1-pikrihidrazil Radikal Sonduriict Kapasite Ydntemi
DTNB: 5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik Asit Cozeltisi

ET: Elektron Tayini

FC: Folin-Ciocalteu Ydntemi

FCR: Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP: Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii Ydntemi
GPx: Glutatyon Peroksidaz

HAE: Homojenat Destekli Ekstraksiyon

HAT: Hidrojen Atomu Transferi

HBA: Hidrojen Bag1 Alicisi

HBD: Hidrojen Bagi Dondrii

HHPAE: Yuksek Hidrostatik Basing Destekli Ekstraksiyon

IUB: Uluslararas1 Biyokimya Birligi

IUBMB: Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
MAE: Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

NADES: Dogal Derin Otektik Coziiciiler

ORAC: Oksijen Radikal Absorbsiyon Kapasitesi Yontemi
POD: Peroksidaz



TRAP: Toplam Radikal Tuzaklayict Antioksidan Parametre Yontemi
UAE: Ultrason Destekli Ekstraksiyon

YAA: Yildiz anason (illicium verum) Aseton

YAE : Yildiz anason (illicium verum) Etanol

YAM :Yildiz anason (illicium verum) Metanol

YAS : Yildiz anason (illicium verum) Su



BIiRINCi BOLUM
1.GIRIS
1.1.Enzimler

Enzimler, biyokimyasal tepkimeleri katalizleyen neredeyse tamamina
yakminin protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir. Katalizleme siirecinde
kendileri herhangi bir degisiklige ugramadan %2100 verim ile iriin olusumunu
gerceklestirir ve tepkime hizimi artirirlar (Kalaycioglu vd. 2013; Nelson and Cox
2013). Enzimler hicre ici (in vivo) veya yeterli kosullar saglandiginda hiicre disi (in
vitro) etkilesimler gosterebilmektedirler. Bu hiicre diginda etkilesim gosterebilme
ozelligi sebebiyle enzimlerden bir¢ok saha calismasinda yararlanilmaktadir (Kara
2009).

Kimyasal reaksiyon siirecinde hizlandirma islevi goren bilesikler katalizor
olarak ifade edilmektedir. Enzimler ise reaksiyonlari hizlandirmanin yaninda protein
yapisinda olmalar1 ve metabolizmada yer almalarindan dolay1 biyokatalizor olarak
tanimlanmaktadir (Lehninger 2005). Metabolizmada gergeklesen tepkimeler solunum,
kas hareketleri, sindirim, bosaltim, sinyal iletimi gibi ciddi slreclerin kusursuz
ilerlemesine yardime1 olurlar (Nelson and Cox 2013).

Enzimler, DNA seviyesinde dizenlenerek kontrol edilen biyokatalizorlerdir.
Hiicre i¢inde gergeklesen tepkimeler eger hiicrede enzim bulunmazsa neredeyse hig
ger¢eklesmezler. Tepkimeler hiicre igerisinde enzimler olmadan kendiliginden
yiirlimezler. Tepkimelerin bu enzim varligi olmadan is yiirlitememeleri enzimlere
sadece katalizor denilemeyecegini, denilirse de bu ifadenin eksik kalacagmni
gostermektedir. Enzim molekiilleri, DNA’da hiicrelerin birbiri ile farklilasan
ozelliklerini aktarmada gorev alan en 6nemli mekanizmadir (Keha and Kiivrevioglu
2009). Enzimler gerekli kosullar saglandiginda hiicre diginda da tepkime gosterebilme
ozelligine sahiptirler. Bu 6zelligi sayesinde endiistride katalizor olarak kullanilirlar.
Enzimler canli organizmalarin hepsinde bulunurlar. (Jegannathon and Nielson 2013).

Enzimlerle ilgili yapilan ilk ¢alismalar incelendiginde sistematik bir
adlandirma calismasinin giidiildiigii goriilmektedir. Bu g¢aligmalarda enzimlerin,

vicutta bulunan ve enzim islemeye yarayan substratlarin isimlerinin sonuna —az eKki



getirilmesi ile adlandirildig goriilmektedir. Yeni ¢aligmalarla birlikte farkli enzimler
bulunmus ve bu da sistematik adlandirma ¢abasinin son bulmasina neden olmustur.
Sistematik isimlendirme caligmasi son bulduktan sonra Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekiler Biyoloji Birligi (IUBMB), enzimler igin 4 rakamli bir kod tanimlamustir.
[k rakam enzimin ait oldugu grubu, ikinci rakam etkide bulundugu kimyasal yap1y1,
ticlincli rakam akseptorii, son rakam ise enzimin grubundaki sira numarasini belirler.
IUBMB enzimleri alt1 gruba ayirmistir (Keha and Kiifrevioglu 2009; Tekman and
Oner 1986). Alt1 gruba ayrilmis olan enzim cesitleri ve gdrevleri sirasiyla su sekilde

ifade edilebilir;

Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerinde,
Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferinde,
Hidrolazlar: Hidroliz tepkimelerinde,

Liyazlar: Cift bag tepkimelerinde,

Izomerazlar: Molekiil yapilar1 ve geometrik degiskenlerde,

o ok~ w D PF

Ligazlar: Kimyasal bag olusturmada kullanilirlar.

Enzimlerin kullanim alan1 incelendiginde sadece saglik ya da kimya alaninda
calismalarin olmadig1 endiistri, tekstil ve gida gibi birgok farkli alana yayilim
gosterdigi goriilmektedir. Kullanim alani arttikca enzimlere olusan talep de
artmaktadir. Artik farkli alanlar farkli enzim kaynaklar1 saptamaya yonelmislerdir.
Enzimlerin bu alanlarda kullanimlarinda ise direk kaynagin kendisi degil izole edilmis
hali tercih edilmektedir. Ciinkii izole edilmis hallerini saklama kosullar1 ve 6zellikleri
daha iyidir. Bir baska ifade ile kaynagin kendisinin kullanilmasindan daha faydali ve

elverislidir (Yaman 2023).

Baz1 enzim tiirlerinin etki ettikleri alanlar incelendiginde peroksidaz
enzimlerinin ¢evresel ve temizlik alanlarinda kullanim alaninin ve etkilerinin daha
fazla oldugu goriilmektedir. Sentetik boyalarin kullanimi1 sebebiyle olusmus olan
renklerin giderilmesi ve sularin temizlenip ayristirilmas: bu enzim tiiriiniin kullanim
orneklerindendir. Bu alanlarda bu enzimin tercih edilme sebebi ise aktivite 6lciiminiin
daha kolay olmasi ve termal yapida bir kararhliga sahip olmasidir.

Saflagtirilma islemini ilk olarak gerceklestiren enzim katalaz enzimidir. Bu
enzim gliniimiizde iki 6nemli yaygin saglik problemi olarak ifade edilen kanser ve

diyabetle iligkili olmas1 sebebiyle olduk¢a Onemlidir. Katalaz enziminin bitkilerde



savunma sistemi ve bilyime sistemi igerisinde 6nemli rolleri oldugu c¢aligmalarca
belirlenmistir. Bir baska 6nemli kullanim alan1 kagit endiistrisidir. Bu alanda kagidin
beyazlatilma siirecinde Onemli gorevi vardwr. Katalaz enzimi saflastirilan ilk
enzimlerden biridir. Bir diger kullanim alan1 da gida sektoriidiir. Gidalarin tiretim
stirecinde steril ortam ve maddelerin olusturulup kullanilmasinda ‘ajan’ olarak gorev
almaktadir (Yaman 2023). Enzimlerin genel 6zellikleri su sekildedir;

= Hiicre i¢i sentezlenme, Hiicre i¢i ve dis1 kullanilabilme,

= Aktivasyon enerjisini diisiirme, tepkimeleri hizlandirma,

= Spesifik olma,

= Tepkime cesitleri ve etki ettikleri maddelere gére sonuna -az eki almig

isimlere sahip olma,

=  Multienzim sistemi olarak calisabilme, son {iriiniin digerinin ana {iriinii

olabilmesi,

= Tepkimelerinin biiyiik kisminin doniisiimlii olabilmesi,

= Tepkime yonlerini termodinamik kanunla belirlemeleri,

= Uluslararasi biyokimya birligi (IUB) tarafindan alt1 sinifta toplanmalaridir

(Keha and Kiifrevioglu 2009).

Enzimler pargalanacak bagi aktif islemin olacagi merkeze substrat molekiiliini
baglarlar. Bazilar1 dayaniksiz ara iiriin olusturur ve Katalitik etki gosterir. Bu katalitik
etki sirasinda asit- baz katalizi yapip substrattaki bagin gerilmesine neden olurlar.
Katalitik etkinin enzimler tarafindan gosterilebilmesi i¢in bazi sartlarmm olusmasi
gereklidir. Enzim aktivitelerini etkileyen faktorler su sekilde swralanir; zaman, pH,
sicaklik, konsantrasyon, inhibitdr veya aktivator varligi, UV, radyoaktivite, repkime

Uriinleri, iyon konsantrasyonlar1 ve dig etmenlerdir (Nelson and Cox 2013).

1.2.Enzim Inhibisyonu

Bazi1 molekiller enzim aktivitelerini durdurmasi veya azaltmasi durumu enzim
inhibisyonu olarak adlandirilir. Bu inhibisyon siirecinde inhibisyona sebep olan
bilesikler inhibitor olarak isimlendirirlir. Bu yapilar genellikle kiigiik molekiil ve
iyonlardir. Ayn1 zamanda, biyolojik sistemlerde bu yapilar surecler tizerinde etkili

olur. Bu bakimdan biiyiik dneme sahiptir (Keha and Kiifrevioglu 2004).



Inhibisyon olay1, déniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak iizere 2 gruba ayrilr.
Bunlardan doniisiimlii olanlar ise kendi igerisinde 4 gruba ayrilmaktadir. Bu 4 grup su
sekilde ifade edilir;

Yanismah inhibisyon: Doniisiimlii inhbisyonun en basit tipi yarsmal
inhibisyondur. Inhibitér yap1 olarak substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine
baglanirlar. Aktif merkeze, ikisi birlikte balanmak istediklerinden dolay1 aktif bir yaris
s0z konusudur (Gozlikara 2011). Yaris aninda inhibitér konsantrasyonu artirildiginda
subsuratin Km degeri artar ve enzimin substrata olan ilgisi azalir. Bu ilgi azalmasiyla
substrat yerine inhibitorler enzime baglanmis olurlar.

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon turinde inhibitorler
aktif olan bolge disinda baska bir bdlgeye baglandigi igin aktif merkeze baglanmak
icin substat ile inhibitor arasinda bir yaris s6z konusu degildir. Bu inhibitdrler enzimin
Ucboyutlu yapisinin bozulmasina sebep olur. Yarismali inhibisyondaki gibi
konsantrasyonu artirmak bu grupta bir degisiklik olusturmaz (Goziikara 2011).
Inhibitor aktif olmayan bir bdlgeden enzime baglandig1 icin Km degerinde bir
farklilasma meydana gelmemektedir ancak Vmax degeri azalmaktadir.

Yar yarismah (unkompetitif) inhibisyon: Bu gruba ait olan inhibitorlerin
dogrudan enzimle baglantis1 yoktur. Substrat enzim kompleksine baglanir. Burada
olugsan inhibisyona yar1 yarismali inhibisyon denilmektedir. (Goziikara 2011). Bu
inhibisyon siirecinde Km ve Vmax azalir.

Lineer-Kangsik inhibisyon: Bu inhibisyon ¢esidi ise enzim, substrat ve
inhibitorlerin baglanma sabitleri farklilasir ve daha 6zel bir 6riintii olustururlar. Bu
inhibisyon tiirli yarismasiz inhibisyonu farkli bir tiirii olarak ifade edilmektedir.
Nonkompetitif inhibisyonun 6¢zel bir durumudur. Substrat EI kompleksine, inhibit6ér
ES kompleksine baglanarak gerceklesir. Sonug olarak ESI kompleksi olusur. Baglant1

ve kompleks olusmasi sonucu Vmax azalirken Km artar (Nelson and Cox 2013).

1.3. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE)

Kolinesterazlar (ChE'ler), kolinin esterlerinin hidroizini katalizyen bir enzim
grubudur. Iyi bilinen bir 6rnek, énemli norotransmitter asetilkolini (ACh) hidrolize
etmekten sorumlu enzim olan asetilkolinesterazdirve Biitirilkolinesterazdir (AChE,
EC 3.1.1.7 ve BChE, E.C. 3.1.1.8). Hiicre degisimleri ve hiicre yenilenmesinde

kolinesterazlar gorevlidirler (Wilson and Nachmansohn 1954; Carlson 1992; Temel



2008). Kolinesterazin insanlarda iki formu bulunmaktadir bunlar AChE ve BChE
olarak adlandirilan iki tiirdiir (Shidore et al. 2016). AChE insan beyindeki kolinsteraz
aktivitenin ortalama %80’inden sorumlu oldugu ve sinir, kirmizi kan ve beyinde
yilksek miktarda bulundugu ve kolin esterlerini hidrolize edildigi bildirilmistir.
(Kaplay 1976; Rao et al. 2007). Bu enzimin aktivitesi disinda kalan ortalama %20’lik
kisimdan ise BChE enzimi sorumludur. Karaciger, pankreas, kan serumu ve merkez
sinir sisteminde yer alir. Kolin ve diger esterleri hidrolize eder (Kaplay 1976; Rao et
al. 2007). BChE enzimi AChE'nin adeta bir yardimcisi olarak galisir. AChE beyin ve
sinir sisteminde asetilkolinin hidrolizini katalizler. Asetilkolinesteraz etkisini, beynin
ve otonom sinir sisteminin kolinerjik sinapslarinda asetilkolinin hidrolizini katalize
ederek gergeklestirir. Sinir sistemini enzimlerinden olan AChE, biyolojik a¢idan
oldukga 6nemlidir. (Nacmansohn 1952). BChE enziminin beyindeki rolii oldugu ancak
hala belirsizligini korumaktadir (Das 2012).

Bu iki kolinesterazin substrat secicilikleri de birbirinden farkhidir. Asetilkolini
AChE daha hizli hidrolizlemektedir (Chatonnet and Lockridge 1989). Kolinesteraz
enzimlerle ilgili yakin zamanlarda yapilan g¢alismalarda sonuglar farklilagmistir.
AChE’nin bilinen bazi gorevlerinin disinda kas lifleri ve sinir hiicrelerinde
biyoelektriksel akim olusumunda gorev aldigi saptanmistir (Wilson and Nachmansohn
1954; Carlson 1992). Bu enzimin ¢alisma durumunda yasanan aksakliklarin merkezi

sinir sisteminde de problemlere yol ac¢tig1 bildirilmistir (Lotti 1995).

1.4. Antioksidanlar

En genel ifadeyle antioksidanlar, oksidatif strese neden olarak htcrelerin ve
dokularin hasar gérmesine sebep olan serbest radikallerin istenmeyen reaksiyonlarini
engelleyen ya da geciktiren bilesiklerdir. Serbest radikaller kararsiz yapidaki dis
yoriingelerinde eslenmemis bir ya da daha fazla elektron bulunduran atom veya
molekillerdir. Hiicrelerin metabolik isleyisi veya dis etkenler sebebiyle var olan
serbest radikal molekiilleri oldukga reaktif yapida olup hiicre DNA, protein ve lipitleri
okside ederek hasara yol acarlar (Mercan 2004; Darley-Usmar and Halliwell 1995)
Metabolizmada oksidan ve antioksidan bir denge s6z konusudur. Oksidan ve
antioksidan dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi ile oksidatif stres meydana gelir
bdylece serbest radikallerin metabolizmadaki varlig1 artar ve bunun sonucu olarak

Parkinson hastaligi, hiicre yaslanmasi ve deformasyonu, kanser tiirleri, organ



bozukluklari, doku kaybi, hemodiyaliz hastaliklar1 gibi, bireylerin yasamsal
faaliyetlerini 6nemli Olcude etkileyen olumsuzluklar meydana gelir (Aruoma 1994).
Antioksidanlar serbest radikallerin (ROS ve RNS gibi) verebilecegi zararlar1 daha
diisiik konsantrasyonlarda bile engelleme 6zelligine sahiptirler (Apak et al. 2016).

Biyolojik olarak Uretilebilen enzimatik (stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz vb.) antioksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda denge, disaridan alinan
gida veya takviyelerle saglanan ve enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin C,
koenzim Q vb.) yardimiyla desteklenmektedir. Sonu¢ olarak, disaridan alinan
antioksidanlarin belirli miktar alinmasi ve viicut {izerinde etki gosteriyor olabilmesi
onemli bir parametredir (Prior and Cao 1999).

Antioksidanlarin ilk kullanimlar1 metallerdeki kimyasal asmmayi onleyici
etkisi ile 19.yy da gerceklesmistir. Bu amagla kullanilmaya baslanan antioksidanlar,
20. yy ortalarinda besin raf dmrii {izerine etkisinin kesfedilmesi ile gida sektoriine giris
yapmistir. Raf d6mrii uzatimu ile birlikte kotii tat ve kokuyu engelleme 6zelligi gidalara
eklenmesine neden olmustur (Gtilgin vd. 2003).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tizere 2
gruba ayrilmaktadirlar. Antioksidanlarin bazilari, enzimler, enzim ko-faktorler gibi
endojen olarak viicut tarafindan iretilirken; vitaminler, organosulfiirler, mineral gibi
viicut tarafindan iiretilemeyen antioksidanlar gida yoluyla viicuda alinmaktadirlar.
Disaridan almman antioksidanlarn biiylik bir kismimi ise polifenoller grubu
olusturmaktadir (Shadidi 1997; Gugli vd. 2009).

Gida alaninda besinlerin Omiir siiresinin artirilabilmesi i¢in dogal ve dogal
olmayan (sentetik) antioksidanlar belirli miktarlarda kullanilmaktadir. Besinler
icerisinde yer alacak antioksidan oranlar1 iilkemizde Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi
ile yasal olarak belirlenmektedir (Tirk Gida Kodeksi 2011). Besinlerin émur
uzatiminda kullanilan bu antioksidanlar insan viicuduna girdikten sonra
metabolizmada da antioksidan olarak gorev alirlar (Yavaser 2011). Gida sektorii
incelendiginde besin Omrii i¢in kullanilan antioksidan tiirliniin sentetik oldugu
goriilmektedir. Gidalarda yaygin olarak kullanilan antioksidanlar sentetik olarak
iiretilmektedir. Kullanilan bu sentetik antioksidanlara 6rnek olarak biitil hidroksitoluen
(BHT), batil hidroksianisol (BHA), tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) ve etoksiguin
verilebilir. Bu sentetik antioksidan Orneklerinin kullanim sebebi olarak yiiksek

kararlilik sergilemeleri ve digerlerine oranla daha ucuz olmalar1 gosterilebilir. Fakat



ekonomik boyutu disinda besinlerde zehirli yan etkiler olusturabilmeleri noktasinda
hala siipheler vardir (Chen et al. 1992; Wanasundara and Shadidi 2005). Dogal ve

Sentetik antioksidanlarin karsilastirilmasina iliskin tablo Tablo 1.1.’de sunulmustur.

Tablo 1.1. Dogal ve Sentetik antioksidanlarin karsilastirilmasi

Antioksidan Turleri

Sentetik Antioksidanlar Dogal Antioksidanlar

Maliyet olarak ucuzdur. Maliyetleri pahalidir.
Uygulanma alan1 genistir. Kullanim sinirlart mevcuttur.
Giivenirligi giderek azalmaktadir. Daha giivenilir ve zararsizdirlar.
Yasaklanmis kullanimlar1 mevcuttur. Uygulama alanlar1 genistir.
Coziintirliik kapasitesi diistiktiir. Cozanurlukleri yuksektir.
Gosterilen ilgi azalmaktadir. Gosterilen ilgi artmaktadir.
Apidoz dokuda depolananlar vardir. Metabolize olurlar.

(Yaman, 2023)

Tablo 1.1. Incelendiginde Sentetik ve Dogal antioksidanlar arasinda islev,
ekonomik boyut, yasallik, kullanim alanlar1 gibi agilardan farkliliklarin oldugu
gorulmektedir.

Mekanizma 06zelliklerine gore antioksidanlar ikiye ayrilirlar. Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
enzimlerin yer aldig1 birinci grup makromolekdiller olarak engelleyiciler olarak
isimlendirilirler. Bu makromolekdller radikallerle tepkimeye girerler ve radikallerin
olumsuz etkilerini engellemeye caligirlar. Diger grup ise radikal zincir tepkimelerini
kiran bilesikler olarak ifade edilir. Bu zincir kirma etkisinde C vitamini, {irik asit ve
polifenoller gibi molekille oksijen radikalini yakalayarak supururler (Ou et al. 2002).

Mekanizma 6zelliklerine gore ayrigan antioksidanlar1 ayrica genel olarakta
kaynaklarina gore iki sekilde gruplamak miimkiindiir. Viicut iginde Uretilen ve besin
kaynakli antioksidanlar bu ayrismay1 olustururlar (Ak ve Giilgin 2008). Hiicre ici
antioksidan denildiginde SOD, GPx, POD ve CAT enzimleri 6rnek olarak verilebilir.
Belirtilen enzimlerin yapilarinda ¢inko, bakir ve manganez ve selenyum iyonu
bulundurur. Yapilarinda yer alan metaller sebebiyle bu enzimler metaloenzim olarak
da adlandirilirlar (Halliwel 1991). Bu antioksidan enzimleri viicut i¢inde bulunan

oksijen tiirlerinin zararlaria kars1 farkli dogal savunma sistemlerini uygulayip serbest



radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Antioksidanlarin olusturdugu bu sistemler
farkl farkli yerlerde rol aldiklari i¢in birbirlerini tamamlayici niteliktedirler (Diplock

1998).

1.5. Antioksidanlarin Metabolizmadaki Etkisi

Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan hastaliklarin tan1 ve tedavisinde, gidalarin
antioksidan igerikleri agisindan degerlendirilmesinde gidalarda ve biyolojik sivilarda
yapilan antioksidan aktivite/kapasite Slgclimleri 6nem arz etmektedir. Antioksidan
aktivite, bir antioksidan bilesiginin, serbest radikalleri etkili bir sekilde siipiirmesi,
lipid peroksidasyon reaksiyonlarini inhibe etmesi ve oksidatif hasar1 dnleyerek hiicre
yapisini ve iglevini siirdiirme yetenegi ya da becerisi olarak tanimlanmaktadir (Bravo
1998).

Serbest radikaller, hiicre hasarina neden olan son derece reaktif molekiillerdir.
Hiicre hasarma, DNA hasarina, hiicre 6liimiine ve bunun sonucunda ¢esitli hastaliklara
neden olan oksidatif stres, asmr1 serbest radikal iiretimi gerceklestiginde ortaya
cikmaktadir. Hiicrelerde serbest radikallerin olusumunu engellemek icin antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelismektedir (Goger vd. 2013; Binici vd. 2023; Palabiyik vd.
2024). Bu antioksidan savunma mekanizmalari hiicreleri bu hasarlardan korumaktadir
ve olas1 hastaliklarin gelisimini engellemektedir. En genel ifade ile antioksidanlar,
oksidatif stresin neden oldugu hasarlar1 Onleyen veya azaltan bilesiklerdir.
Antioksidanlarin dogal olarak bulundugu bir¢ok gida ve bitki kaynagi vardir. Gidalarin
bircogu (meyve, sebze, tahil, kuruyemis, baharat, ¢ay, kahve ve kirmizi sarap vb.)
onemli antioksidan kaynaklaridir. Bu nedenle antioksidan tayini, gidalardaki
antioksidan miktarint belirlemek i¢in Onemlidir. Ciinkii gidalarm antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmesi ile dogru beslenme bilgisi saglanarak hastaliklara kars1
onlem almak mumkundir (Doldolova et al. 2020).

Genellikle antioksidan etkinligi, biiylik ol¢lide antioksidanlarin kimyasal
yapilarina baghdir. Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite farkli anlamlara sahip
iki farkl terimdir. Antioksidan aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan arasimndaki
reaksiyonun hiz sabiti veya antioksidanlarin reaktif tiirleri siipiirme yiizdeleri ile
iliskili iken antioksidan kapasite, 1 mol antioksidan madde tarafindan belirli bir stire
boyunca stpdrulen radikal tiirlerin mol sayis1 olarak tanimlanmistir (Apak et al. 2006).

Antioksidanlarin yapilari, konsantrasyonu, ortam sicakligi, oksidasyona duyarl



substratin 6zellikleri, ara yiizey etkilesimleri gibi birgok faktor antioksidan aktiviteyi
etkilemektedir. Ayrica antioksidan ile oksidan arasindaki reaksiyon hizi, reaksiyonun
termodinamigini ve reaksiyona girme yetenegini etkilemektedir (Apak et al. 2006).
Antioksidanlarin etki yontemleri diisiiniildigiinde bir¢ok farkli sekilde yer
alabildigi goriilmektedir. Bir tepkime sirasinda antioksidanlar bunlardan bir veya
birkagmn1 gosterebilmektedirler. Metabolizmada yer alan serbest radikal ve
antioksidanlar arasindaki etkilesimde dengeyi saglayabilmek icin ortaya ¢ikan dort
etki yonteminden s6z edilmektedir. Bu dort yontemden birisi stpiricu etki olarak
ifade edilmektedir (Krinsky 1992; Pinchuk and Lichtenberg 2002; Klouche et al. 2004;
GOk et al. 2021). Siipiiriicii etki olarak ifade edilen metabolizmada olusan radikallerine
etkisinin azaltilmasi ve yeni radikallerin olusmasinin 6nlenmesinde antioksidanlarin
sergiledigi etki olarak tanimlanmaktadir. Bir diger antioksidan etkisi baskilayic1 etki
olarak ifade edilir. Baskilayici etkide antioksidanlar oksidanlara hidrojen veriler ve
onlar1 inaktive ederler, ya da bu oksidanlarmn etkisini azaltirlar. Ugiincii antioksidan
etkisi olarak zincir kirict etki s6z edilmektedir. Antioksidanlarin serbest radikalleri
kendine baglaylp bu radikallerin zincirlerini kirma esasina dayanir. Dordiinciisii
onarict etkidir. Metiyonin siilfoksit rediiktaz ve DNA tamir enzimleri kullanilir

(Krinsky 1992 ; Klouche et al. 2004).

1.6. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin oksidatif stresi azaltma ve inhibe etme 6zellikleri sayesinde
canli sagliginin korunmasinda, hastaliklarin 6niine ge¢ilmesi veya tedavi edilmesinde
olduk¢a onemli bir rol oynamaktadir. Gidalarin ve biyolojik 6rneklerin antioksidan
aktivitesinin/kapasitesinin dl¢iilmesi, gida kalite analizlerinin saglanmasinin yani sira
disaridan saglanan antioksidanlarmnin insan saglhigina etkilerinin arastirilmasinda da
yeri oldukca biyuktr.

Antioksidan tayin yontemleri genel olarak elektron transferi (ET) ve hidrojen
atomu transferi (HAT) esasli yontemler olarak smiflandirilabilmektedir. Giiniimiizde
gida bilesenlerinde en sik kullanilan yontemler; linoleik asit sisteminde lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu, toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre
yontemi (TRAP), oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC), demir (I11)
iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP), bakir (II) iyonu indirgeme esasli

antioksidan kapasite yontemi (KUPRAK), Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), 2,2-difenil-



1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal yakalama yontemi, 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-
6-stlfonat (ABTS) radikali stiptirme yontemi, superoksit anyonu radikal stipirme ve
demir iyonlar1 (Fe?") selatlama aktiviteleri olarak bilinmektedir (Giilcin 2012).

1.7.Y1ldiz anason (illicium verum)

Yildiz anason (illicium verum) veya bir baska ifade ile Cin anasonu olarak
bilinen Illicium verum, Schisandraceae familyasina ait olan (Kaman 2023) aslen
Giliney Cin’ e ait olmasina ragmen Japonya ve Dogu Hindistan’da da yetistirilen,
kabugu beyaz ve gri, 8-15 metre uzunluga ulasabilen dallara sahip, diiz yuvarlak
govdeli ve yesil renkli agaglardir (Bayram 2020). Yildiz anason (illicium verum)
yaprak dokmeyen tohumu tatli ve meyan kokiine benzeyen agaglardir (Akdeniz,
2022). Mutfakta baharat olarak kullanilan Yildiz anason (illicium verum) yagi, ayni
zamanda Cin’in sifali bitkilerinden biridir ve antiviral etkileri ile yaygin olarak
bilinmektedir (Kaman 2023; George 2012). Antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklerinden dolayr gida ve ila¢ endiistrisinde giderek artan kullanima sahiptir.
Antiviral potansiyel disinda, Yildiz anason (illicium verum) antioksidan,
antimikrobiyal, antifungal, antelmintik, insektisidal, sekretolitik, antinosiseptif,
antiinflamatuar, gastroprotektif, sedatif 6zellikler, balgam soktiriict ve spazmolitik ve
ostrojenik etkiler gibi bir dizi baska potansiyele sahiptir (Patra et al. 2020).

Yildiz anason (illicium verum) hazim ve sindirimi kolaylastirma i¢in (Kartal,
Demirbolat ve Demirci, 2021) ve dispepsi, spazmodik kolonalji, dizanteri, 6ksirik,
astim, romatizma gibi hastaliklarin tedavisinde (Patra vd., 2020) kullanilmaktadir.
Bilinen bu yaygin kullanimlarmin yam sira yildiz anasonun (illicium verum) karin
agrisy, kusma ve kolik gibi rahatsizliklarin tedavilerinde de kullanim 6rnekleri
mevcuttur (Sharafan et al. 2022).

Y1ldiz anason (illicium verum) kancasinin ugucu yaginin ana bilesenleri trans-
anetol, limonen, linalool ve a-pinendir (Wang vd., 2006). Terapi olarak, anetol, anti-
enflamatuar ve antifungal aktivite sergiledigi gosterilen 6nemli bir bilesiktir. Bununla
birlikte, antimikrobiyal aktivitesi klinik izolatlardan olan antibiyotige direngli
bakterilere karsi arastirilmamistir ve yildiz anason(illicium verum)’daki diger bazi
kiigiik aktif maddeler bugiine kadar tanimlanmamistir (Aly, Sabry, Shaheen and
Hathout 2016).
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Sekil 1. 1. Hlicium verum

Yildiz anason (illicium verum) koken olarak giineydogu Cin, Vietnam,
Hindistan ve Japonya'ya 6zgudir. Endonezya'da yabani olarak yetisir ve giiniimiizde
Filipinler, Molucca Adalar1 ve Madagaskar'da yetistirilmektedir (Dzamic et al. 2009).
Yildiz seklinde olan Y1ldiz anason (illicium verum) meyveleri bes ila on kdse arasinda
degisen kapsiillere benzemektedirler. Meyvenin her kolunda tohum kabuklar
mevcuttur. Meyvelerin dis yapisi oldukca serttir ve pas rengine sahiptirler. Bu
meyveler yiiksek yag porsiyonlarma sahiptirler (Chouksey, Upmanyu and Pawar
2013). Yildiz anason, trans-anetol agisindan zengin olan bir ugucu yagdir ve esas
olarak gida ve ila¢ endiistrilerinde kullanilmaktadir. Bu yag alkollii ve alkolsiiz
iceceklerin yani sira gidalarda da lezzet verici bir bilesen olarak yaygm olarak
kullanilir. Ayrica trans-anetol maddesi kas gevsetici 6zelliklere sahiptir ve bu alanda
da kullanilmaktadir (Dzamic et al. 2009; Bhadra, Mukherjee, Kumar and
Bandyopadhyay 2011). Geleneksel olarak Karayipler ve Latin nifusu, bebek
koliklerinin tedavisinde gaz giderici ve yatistirict olarak Yildiz anason (illicium
verum) cay1 infiizyonu tiiketirler. Japon ve Cin kiiltiirinde dispeptik sikayetlerin ve
nezlelerin tedavisi, solunum yolu hastaliklarina, karin agrilari ile ilgili hastaliklarin
tedavisinde ve ayrica ndrotropik, hipotermik ve analjezik gibi rahatsizliklarda yildiz

anasonu kullanilmaktadir (Bhadra, Mukherjee, Kumar and Bandyopadhyay 2011).

1.8. Trans-anetol
Trans-anetol, bazi baharatlarin (anetol, anason ve rezene gibi) ve 20 tlrden

fazla bitkinin ana kokusu ve biyoaktif bilesigi olarak ifade edilir. Kozmetik, parfiimeri
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ve farmasotiklerde ayni zamanda gida enstitiisii basta olmak {izere diger enstitiilerde

aroma maddesi olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir (https://www.eurolab.net/).

Trans-anetol, birgok ugucu yagin ana bileseni olarak ifade edilir. Bu yaglarin
baslicalart; yildiz anason (illicium verum), anason tohumu yagi ve tath rezenedir. Ayni
zamanda ticari bir aroma maddesi olarak sekerlemede, dondurmada, sakizda, unlu
mamiillerde ve alkollii igeceklerde kullanilabilmektedir. Bu bilesik, anksiyolitik,
antioksidatif, antifungal ve antienflamatuar aktiviteler sergiler
(https://www.eurolab.net/).

Anetol bir terpenoiddir. Cesitli bitki ve bazi yaglarda bulunan terpenoidler,
mutasyon, kanser ve yiikseltgenme gibi dnleyici 6zellikleri olan, fonksiyonel gruplari
doymamis karbonlarla birlikte igeren ve lezzet i¢cin 6nemli bir bilesen olduklar1 kabul
edilen uguculardir. Terpenler biyosentetik olarak izopren birimlerden meydana
gelirler, bu birimin kimyasal formili CsHg olup terpenlerin temel molekiler
formiilleri de bunun katlaridir, yani (CsHg)n (n: izopren birimlerinin sayisidir).
Terpenler, en yaygin dogal iiriin gruplarindan biridir. Gidalarda aroma bileseni olarak
kabul gorlp kullanilan terpenlerin bitkilerde ve hayvanlarda birgok farkli islevleri
bulunmaktadir. Ornegin turuncgiller, tarcin ve diger baharat aromalar1 birkag terpen
ile karakterize edilir (https://www.eurolab.net/). Trans-anetol’in molekil formilu
C10H120’dir. Formulu verilen trans-anetolun molekiil yapisi Sekil 1.6’da

sunulmustur.

=
CHy

Sekil 1. 2. Trans-anetol’tin molekiil yapis1
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1.9. DES ve NADES

Derin 6teklik ¢oziiciiler (DES) hidrojen bagi dondrii (HBD) ve hidrojen bagi
alicis1 (HBA) molekiilleri arasinda farkli molar oranlarda hidrojen bagi olusumuyla
meydana gelen, hazirlanmasi sirasinda yan reaksiyonlar olusmadigindan herhangi bir
ek saflagtirma adimi1 gerektirmeyen basit islemler sonucu meydana gelen ¢oziiciilerdir
(Xie et al. 2017). DES'ler, bir 6tektik karigim olusturan Lewis veya Bronsted asit ve
bazlarmin ¢ozeltileridir (Smith et al. 2014). DES’ler ana bilesik oranlarinin istenilen

derecede degistirilmesi ile istenilen oranda istenilen ¢ozelti hazirlama olanagi saglar.

Tablo 1.9. DES olusum tipleri

Organik tuz+ Metal tuzu (Orn: ZnCl, + kolin klorir)

DES Olusum Tipleri  Organik tuz+ Metal tuzu hidrat (Orn: CoCl,-6H20 +
kolin klorir)

Hidrojen bag1 donérii+ Organik tuz (Orn: kolin klorir
+ Ure)

Hidrojen bag1 donérii+ Metal tuzu (hidrat) (Orn: ZnCl.
+ Ure)

(Abbott 2003).

Tablo 1.9’de Abbott (2003) tarafindan ¢alismasinda olusturulan DES olusum
tiplerine yer verilmistir. Dort DES olusum tipi ve formiilleri mevcuttur. Calismalarda
DES kullanilirken bu  olusum tiplerinden uygun olan metot olarak
kullanilabilmektedir.

DES'ler, yiiksek 1s1l kararhilik, diisiik uguculuk, diisiik buhar basinglar1 ve
ayarlanabilir polarite gibi bazi1 6zellikleri agisindan benzerlik gosterdigi iyonik sivilar
gibi yesil ¢oziiciilerin bir smifidir (Hansen et al. 2021; Plotka-Wasylka et al. 2020).
Asit ve bazlarin ¢ozeltileridir (Smith et al. 2014). DES’ler iyonik sivilarla ayni sinifta
yer almasmna ragmen, iyonik sivilar onlara gore oldukca pahalidirlar, genellikle
biyolojik olarak pargalanamayip yiiksek derecede toksiklerdir (Hansen et al. 2021; Xu
etal. 2015). Bu baglamda kiyaslandiginda DES’ler ¢oziiciiler olarak ait oldugu smifin
hem ekonomik anlamda daha iyi hem de kullanim1 daha kolay ve zararsiz bir ¢esidi

olarak gorulebilmektedir.
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DES'ler, hidrojen bag donérii (HBD) ve hidrojen bag alicisindan (HBA) olusan
ve hidrojen baglar1 ile supramolekiiler bir yap1 olusturan iki veya daha fazla bilesenin
karisimmdan iretilir (Lopez et al. 2020). DES’ler ana bilesenlerinde olusan bu
karmasik hidrojen bagi ana bilesiklere oranla donma noktasi depresyonu ile
sonuglanmaktadir (Abbott et al. 2004). Erime noktalar1 kendilerini olusturan
bilesiklerinkinden ¢ok daha diisliktiir ve birgok oklektik ¢oziiciiler oda sicakliginda
stv1 formdadirlar (Kutlu vd. 2021).

DES’ler biyodizel, aromatik hidrokarbonlar, gaz, biyoaktif bilesikler ve
metaller gibi ¢esitli alanlarda uygulanmaktadir (Tang et al. 2015). DES'ler
nanopartikillerin stabilizasyonu (Igbal et al. 2020), polifenoller (Barbieri et al. 2020),
cevresel kirleticilerin uzaklastirilmas1 ve azeotroplarn ayrilmasi (Kussainova and
Shah 2020; Pena-Pereira and Namie$nik 2014; Shi et al. 2020), biyotoksik metal tespiti
(Silva et al. 2020; Perna et al. 2020), metal isleme ve biyodizelin saflastiriimasi
(Smith et al. 2014), polar organometalik kimya ve biyokataliz (Perna et al. 2020),
cevresel kirleticilerin uzaklastirilmasi ve azeotroplarin ayrilmasi (Kussainova and
Shah 2020; Pena-Pereira and Namies$nik 2014; Shi et al. 2020), bilesiklerin izolasyonu
ve fraksiyonlanmasi (Tan vd. 2018; Wang et al. 2017; Zhou et al. 2018; Zuo et al.
2018; Chen et al. 2020; Hong et al. 2020) ve kapsiillemenin kolaylastiriimasi (Mano
et al. 2015, 2017; Di Pietro et al. 2019) gibi birgok alanda uygulanmaktadir.

NADES, amaglanan uygulamaya gore 6zel solventler seklinde hazirlanabilir
(Misan et al. 2020). Hazirlanabilecek 6zel solventlere iliskin bilgilendirme tablosu

Tablo 1.9.1°de sunulmustur.
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Tablo 1.9.1 DES olusumunda H bagi alan ve veren bazi maddeler (Abbott 2003)

Asitler (HO2C-R1) Oksalik asit (HO,CCOzH);
Malonikasit(HO,CCH,CO2H);
Laktik asit; Malik asit

Nikotinik asit
Hidrojen Bag Amidler(H,N-C=0R;) Ure (NH2CONH);
Donérleri(H Tiyolre (NH2CSNH>)
vericileri)
Alkoller (HO-R3) Gliserin (C3HgO3);
Etilen glikol (C2HeO2)
Hidrojen Bag Kolin klorur
Akseptorleri (H Beatin
ahcilar) Glisin
Alanin
Histidin

Yapilan caligmalar ve alandaki ilerlemelerle birlikte, dogal derin Gtektik
coziiciiler (NADES) terimi, genellikle organik asitler, sekerler, alkoller, aminler ve
amino asitler gibi bitki bazli birincil metabolitler olan iki veya daha fazla bilesikten
olusan DES'leri belirtmek i¢in kullanilmistir (Choi et al. 2011; Dai et al. 2013).
DES’in bilesenleri, sekerler, polioller ve amino asitler gibi hayvanlarda ve bitkilerde
yaygim olarak bulunan dogal metabolitler oldugunda, bunlara dogal derin 6tektik
cozlculer (NADES) adi verilir (Choi et al. 2011). NADES'lerin hazirlanmasi ii¢ ana

prosediirle gergeklestirilebilir:

¢ Dondurarak Kurutma,
+ Vakumla Buharlastirma

% Isitma ve Karistirma (Meneses et al. 2019).

NADES’ler geleneksel ¢oziiciilerle kiyaslandigi zaman farkli 6zelliklere
sahip oldugu goriilmektedir. Polaritelerinin olduk¢a yiiksek oldugu ve klasik
coziiciilerde ¢oziinmeyen inorganik ve organik maddeleri ¢6zebilme 6zelliginin yani
sira NADES’ler organik maddelerden olugmakta olup, ucuz, biyobozunur, yanici
olmayan, ucucu olmayan, g¢evre dostu, hazirlanmasi kolay, kokusuz ve renksiz

coziculerdir (Liu et al. 2018).
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1.10. Cahsmanin Amaci

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin Gtesinde, yeni ve etkili bir ekstraksiyon
yontemi olan NADES, bitkisel materyallerden biyoaktif bilesenlerin elde edilmesinde
one ¢ikan bir yontemdir. NADES, yesil kimya i¢inde yer alir. Bu durumda metodun
gelistirilmesi ve uygulanmasi 6nem kazanir. Litaratiirde bu yenilik¢i yontemin, yildiz
anasonu (illicium verum)’nun antioksidan potansiyeli lizerindeki etkileri heniiz detayli
bir sekilde incelenmemistir. Bu baglamda NADES metodu ve geleneksel ekstraksiyon
metotlar1 ile elde edilen yildiz anasonu (illicium verum) ekstrelerinin, antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi calismalarinin yapilmast ve c¢alismalarin sonuglari
karsilastirilmast NADES metodu ve geleneksel ekstraksiyon metotlarmin antioksidan
kapasiteleri Gizerine olan etkisinin belirlenmesi bu ¢alismanin en 6nemli amaglardan
biridir. Bunun yaninda geleneksel ekstraksiyon metotlar1 ile hazirlanan yildiz anasonu
(illicium verum) ekstreleri ve trans-anetol’in AChE ve BChE enzimleri Uzerine

inhibisyon etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi de ¢aligmanin amaglar1 arasindadir.
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IKiINCi BOLUM
2. KAYNAK OZETLERI

Y1ldiz anason (illicium verum) ile ilgili yapilan ¢aligmalar1 incelendiginde, bu
calismalarin beslenme ve diyetetik (Bayram 2020), gastronomi ve mutfak sanatlari
(Kutal 2022) ve dermatoloji (Kaman 2023) alanlarinda oldugu goriilmektedir. Bayram
(2020) calismasinda yildiz anasonun metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitelerini incelemistir. Kutal (2022), Yildiz anason (illicium verum) kullanarak
balik pisirmis ve ilgili degerleri 6lgmiistiir. Kaman (2023) ise uguk iizerinde etkili
bitkisel kaynakli antiviralleri iceren topikal nanoemiiljel formiilasyonlarmin

gelistirilmesine iliskin ¢aligma yiirlitmiis ve burada yildiz anasonu kullanmastir.

Literatlirde NADES uygulamasmin kullanildigi bazi ¢aligmalar mevcuttur.
Airouyuwa et al. (2023), yapmis olduklari ¢aligmalarinda hurma tohumlarindan olusan
ve bu tohumlarin biyoaktif bilesiklerinin arastirildigi boliimde dogal derin 6klektik
cozelti (NADES) kullanmiglardir. Bu g¢alisma sonucunda NADES’lerin ektrasyon
verimliliklerin yiiksek oldugu, biyoaktif bilesik geri kazanim etkinliklerin yiiksek

oldugu saptanmastir.

Cesitli ilaglarin ¢oziiniirliiklerini saptamak icin NADES kullanilmig. Test
edilen NADES'te ila¢ ¢Oziiniirliigiinde bir iyilesme go6zlemlemislerdir ve ayni
zamanda calismada NADES ile ila¢ molekiilleri arasinda bir hidrojen baglar1 agmnin
olustugunu One strmiislerdir (Mustafa vd. 2021). Yapilan bir calismada da farkli
boyutlarda da olsa, ilaglarmn H-bagma dayanan ve NADES bilesenlerinden, ilacin
kendisinden ve sudan olusan yeni bir molekiiller aras1 diizenegin parcasi haline gelmis

olabilecegini one siirdiiler (Mokhtarpour et al. 2020).

Doldolova (2020), yaptig1 calismada zerdacal kullanarak antioksidanlarin
mikrodalga destekli ekstaksiyonunu arastirmistir. Bu ¢alismasinda NADES yontemini
uygulamistir. Arastirma sonucunda da ekstraksiyon sicakliginin, tim NADES’ler i¢in
ekstraksiyon isleminde en Onemli operasyonel faktdr oldugu bulmustur. Yapilan
birbagska calisma da farkli NADES'lerle bogiirtlenden pigment eldesi ve
karakterizasyonu c¢aligmasidir. NADES'lerle yapilan bu caliymada geleneksel

cozlculere daha yiiksek toplam fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin,
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DPPH serbest radikal giderme etkisi, indirgeme giicii ve metal selatlama aktivite

degerleri elde etmislerdir (Zannou 2022).

Antioksidanlarla ilgili alan yazinda oldukga fazla galisma gérmek miimkiindiir.
Bazi tahil tiirlerinden elde edilen fenolik antioksidanlarin tespiti (Kardas 2014), Demir
(I,1)-esasli  antioksidan aktivite/kapasite tayin yontemlerinin gelistirilmesinde
kinetik ve termodinamik dgeler (Berker 2011), Ug farkli kabak tiiriiniin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi (Ttmer 2023), baz1 polifenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinin tayini (Karademir 2005), farkli bitkilerin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi (Bilge 2023), Oksidatif protein hasari ve antioksidanlarin Onleyici
etkisinin belirlenmesi i¢in bir sensor gelistirilmesi (Bayarsaikhan 2018) gibi bir¢ok

calisma mevcuttur.

Literatiirde antioksidan tayini i¢in bir¢ok yontem bulunmaktadir. Antioksidan
tayin yontemlerinden bazilari; TRAP yontemi (Wayner et al. 1985), ORAC yontemi
(Ghiselli et al. 1995), ABTS radikali supirme yontemi (Miller et al. 1993), FC
yontemi (Slinkard and Singleton, 1977), CUPRAC yontemi (Apak et al. 2004), FRAP
yontemi (Benzie and Szeto 1999), DPPH radikal yakalama yontemi (Brand-Williams
et al. 1995)’dir. Bu yontemlerin mekanizma, uygulama sekli, uygulama siiresi,
pratikligi ve maliyeti agisindan pek ¢ok avantaji ve dezavantaji bulunmaktadir (Okan
vd. 2013). Literatire yeni antioksidan yontemlerinin kazandirilmasinin yani sira
mevcut yontemleri gelistirmek ve iyilestirmek iizere modifikasyon, sensor ya da kit
gelistirmek igin yapilan ¢alismalar son zamanlarda 6nem kazanmistir (Apak et al.
2020). DES veya NADES de bu yontemlerden birisidir. NADES yontemi ile bilesik
icinde bulunan bazi1 molekiiller ayristirilip incelenebilmektedir. Enzimlerde bunlardan
birisidir.

DES, biyo-kataliz, organik sentez ve elektrokimyasal islemler gibi ¢ok ¢esitli
potansiyel uygulamalara sahiptir (Smith et al. 2014; Gurkan et al. 2019; Svigelj et al.
2021). Diger solventlere kiyasla gelismis biyolojik bozunabilirlik ve daha diisiik
toksisite sergilerler, bu 6zellikleri ile yesil kimyada yerini almaktadir (Svigelj et al.
2021).

DES’lerin olduk¢a yaygin kullanim alanlar1 mevcuttur. Birgok calismada ana
¢oziicii uygulama metodu olarak kullanilmigtir. Alan yazin incelendiginde, metodunda

DES kullanan birtakim ¢aligmalar su sekilde siralanabilir:
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Cvjetko Bubalo et al. (2016), iiziim kabugundan fenolik bilesikleri 6ziitlemede
mikrodalga (MAE) ve ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) yontemleriyle birlikte
DES'leri kullanmiglardir.

Bakirtzi et al. (2016), rezene, mercankosk, nane ve adagayi gibi aromatik
bitkilerden polifenolleri elde etmek i¢in laktik asit bazli NADES'leri
kullanmiglardir.

Dai et al. (2014), aspirden dogal pigmentlerin eldesinde kullanilan seker bazli
NADES'lerin su veya %40 etanol ¢ozeltisine gore daha stabil oldugunu
saptamiglardir.

Chanioti et al. (2018), homojenat (HAE), mikrodalga (MAE), ultrason (UAE) veya
yliksek hidrostatik basing (HHPAE) destekli ekstraksiyonlar ile birlikte farkl
NADES'leri (HBA olarak kolin klorur ve HBD olarak sitrik asit, laktik asit, maltoz
ve gliserol) kullanarak zeytin pirinasindan fenolik bilesiklerin geri kazanimini
arastirmislardir.

Barbieri et al. (2020), Rosmarinus officinalis'ten fenolik bilesikleri elde etmede
ultrason destekli ekstraksiyon ile kolin kloriir bazli derin Otektik ¢oziiciiyii
kullanmiglardir.

Alsaud et al. (2021), manuka agacinm (Leptospermum scoparium) yapraklarindan
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda farkli polialkoller ve karboksilik asitlerle
kombine kolin kloriir ve tetrabiitilamonyum kloriir bazli DES'leri kullanmislardir.
Tong et al. (2021), aspirden biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak ve biyoyararlagini test
etmek i¢in ultrason destekli ekstraksiyon (BAE) ile birlikte farkli NADES'leri
kullanmisglardir.

Doldolova et al. (2021), zerdecalin kurkumin ve antioksidan kapasitesini
arastrmada mikrodalga destekli  ekstraksiyon ile farkli NADES'ler

kullanmisglardir.

Incelenen caligmalarda NADES ydnteminin gida ve ilag sektdriinde cesitli

alanlarda kullanildig1 goriilmektedir. Geleneksel yontemlere gore bircok avantaji olan

bu yontemin Yildiz anasonu (illicium verum) tizerinde kullanilarak antioksidan

aktivitelerinin incelenmesinin litartiire hem metotlarin kiyaslanmas agisindan hem de

bilimsel veriler agisindan katki sunacagini diisiinmekteyiz.
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UCUNCU BOLUM
3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde tezde kullanilan kimyasal maddeler, alet ve cihazlar ile enzim
inhibisyon c¢aligmalar1 ve antioksidan o6l¢lim siireclerinde kullanilan ¢dzeltilerin
hazirlanmast ve kullanilan yOntemlerin esaslar1 alt basliklar halinde sunulup

verilmistir.

3. 1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada aseton, etonol, metonol, kolinkloriir ve glikoz karisimi, kolinkloriir
ve sitrik asit karisimi, AChE ve BChE enzimleri, 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik Asit
(DTNB), Asetiltiyokolin iyodat (AChl), Butiriltiyokolin iyodat (BChl), 2,2 -azino-
bis(3-etilbenztiyoazolin-6-stlfonik asit) (ABTS), neokuprin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH-) radikali, trikloroasetik asit (TCA),
KsFe(CN)s, CuCly, CH3COONHy, biitillenmishidroksianisol (BHA),
biitillenmishidroksitoluen (BHT), o-tokoferol ve troloks Sigma Aldrich’den temin
edilmigtir. Caligmanin ana maddesi olan Yildiz anason (illicium verum) ise

Banglades’ten getirilmis ve ¢alismada kullanilmistir.

3.1.2. Yararlanilan Aletler ve Cihazlar
Calismada kullanilan materyaller Tablo 3.1.’de ifade edilmistir.

Tablo 3. 1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre: Shimadzu, UV-1208
Derin dondurucular (-30 ve -860C) : Sanyo, Japan
pH metre : Thermo

Kullanilan Alet ve Cihazlar Hassas terazi: Denver Instrument
Inkiibator: Wiseven
Otomatik pipetler: Eppendorf ve Socorex
Calkalayici: Niive SL 350

Vorteks: Fisons, Whirlimixer
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Saf su cihazi: Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirict: Jeio Tech

UV-Spektrofotometre kiiveti: 1 cm® lilk Kuartz Kiivet

3.1.3. Kullamilan Coézeltiler ve Hazirlanmasi

Arastirma siirecinde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi, bu ¢d6zeltilerin

kullanim yerleri ve uygulanan metotlarin kullanim stire¢lerine iligkin bilgiler alt

basliklar halinde sunulmustur.

3.1.3.1. Enzim Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1.

Asetilkolinesteraz Enzimin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
IM’1ik Tris-HCI Tamponunun (pH:8) Hazirlanis1: Hassas terazide 30,27 g Tris
tartilip hazirlanmistir. 200 mL destile suda 5 mM’1lik 0,370 g EDTA ile ¢oziiliip
pH’s1 8’e pH metre kullanilarak ayarlandi. Bu ayarlamadan sonra 250 mL’ye
destile su ile son hacim tamamlanda.

10 mM’lik Asetilkoliniyodat Cozeltisinin Hazirlanisi: hassas terazide 0.145 g
Asetilkoliniyodat tartildi. Daha sonra miktar1 50 mL olan destile suda ¢oziildii.
10mM’lik  DTNB  (5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik  Asit)  Cozeltisinin
Hazirlanisi: hassas terazide 0.01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat tartildi.
Ardindan miktar1 50 mL olan destile suda ¢ozildii.

Butirilkolinesteraz Enzimin Aktivite Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

50 mM’lik Fosfat Tamponunun (pH: 8) Hazirlanisi: hassas terazide 1,7745 g
disodyum fosfat (Na,HPO,) tartilip belirlenen miktar ayarlandi. Daha sonra
miktar1 200 mL olarak hazirlanan destile suda ¢oziildi. Cozeltinin pH’1 8’¢
ayarlanmak i¢in pH metre kullanildi. Karisimin son hali i¢in 250 mL destile su
ile edilerek son hacim tamamlandi.

0,5 mM’lik Biitirilkolin iyodat Cozeltisinin Hazirlanisi: hassas terazide 0.008
g Biitirilkolin iyodat tartild1. Tartilan gramaj miktar1 50 mL olan destile suda

¢ozalda.
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3. 0,35 mM’lik DTNB Cozeltisinin Hazirlanist: hassas terazide 7 mg DTNB
tartildi. 7 mg olarak elde edilen numune miktar1 50 mL olan destile suda

¢ozalda.
3.1.3.2. Antioksidan Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Fe'®— Fe*?Indirgeme Tayini ile Tlgili Cozeltiler

1. 0,2 M fosfat tamponunun (pH: 6,6) hazirlanisi: miktar1 yaklasik 180 mL olarak
belirlenen destile suda 6,249 Na,HPO4 numune ¢oziildii. Coziiliimiin pH’1 6,6
olarak pH metre kullanilip hazirlandi. Elde edilen numunenin son hacmine
ulasabilmesi i¢in destile su kullanildi. Numune 200 mL haline getirildi.

2. %1’lik K3Fe(CN)s cozeltisinin hazirlanisi: Destile suda 1,5 g KsFe(CN)s
¢0Oziildli. Ardindan hacmin 150 mL’ye ulasmasi i¢in destile su ilave edildi.

3. %l10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanisi: Destile suda 10 g TCA ¢ozildi.
Cozeltinin hacminin 100 mL’ye ulasabilmesi i¢in kalan miktar destile suyla
tamamlanda.

4. 9%0,1’lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanisi: Destile suda 85 mg FeCls.6H.0
¢cozildu. Cozeltinin son hacmi igin 50 mL’ye destile su ilave edilerek
tamamlanda.

e Kuprak Metoduna Gore indirgeme Kapasitesi Tayini ile Ilgili Cozeltiler

1. 0,01 M’lik CuCl; ¢6zeltisinin hazirlanmasi: Hassas terazi kullanilarak 47 mg
CuCl; tartild1. Tartilan miktar 50 mL destile suda ¢6ztldii.

2. 7,5x103M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanisi: Hassas terazide 78
mg Neokuprin tartildi ve elde edilen miktar 50 mL etanolda ¢ozildii.

3. 1 M’lik CH3COONHj4 tamponunun (pH: 6,5) hazirlanig1: Hassas terazide 7,7 g
CH3COONHg tartildi. Tartilan miktar 80 mL saf suda ¢6ziildii. Ardindan pH’1
6,5 olarak pH metre kullanilarak ayarlandi. pH’1 ayarlanan ¢6zeltinin son
hacmi 100 mL’ye saf su ilave edilerek tamamlandi.

e DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi ile Tlgili Cézeltiler
3 M’lik DPPH- ¢ozeltisinin hazirlanisi: 40 mg DPPH- 100 mL etanolda

manyetik karistirict ile tamamen c¢oziinlinceye kadar bir gece etanolda

karistirildi.
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e ABTS" Giderme Aktivitesi ile Tlgili Cozeltiler
1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanis1 (pH: 7,4): 180 mL destile suda

miktar1 2,84 g Na2HPO4 olarak belirlenen numune ¢oziildii. Cozeltinin pH’in1
6,6 olarak ayarlanmak i¢cin pH metre kullanildi. Co6zeltiye son hacim verilmek
iizere destile su ilave edilerek ¢ozelti 200 mL’ye tamamlandi.

2. 2mM’lik ABTS ¢ozeltisinin hazirlanigt: Bir gece boyunca manyetik karigtirict
ile 0,1 M’lik 1 mg ABTS ve pH’st 7,4 olan fosfat tampona tamamen
¢Oziinlinceye kadar karistirildi. Cozeltiye son hacmi destile su ilave edilerek
100 mL olarak belirlendi.

3. 2,5 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanigi: Manyetik karistirict ile
0,1 M’lik 66,25 mg K>0gS> ve pH’st 7,4 olan fosfat tampon kullanilarak
karisim tamamen c¢oziiliinceye kadar karistirildi. Karisimim son hacmi 100

mL’ye destile su kullanilarak tamamlandi.

3.1.3.3. Mesarasyon Yontemi ile ilgili Hazirlanan Ekstreler

Yildiz anason (illicium verum) parcalayici 6 giitiilmiistiir. Ogiitiilen {iriin hassas
terazide tartilip 10’ar gram seklinde cam balonlara konulmustur. Bu islem i¢in 4 ayr1
cam balon kullanilmistir. 10 gram Yildiz anason (illicium verum) yerlestirilen cam
balonlar igerisinde swrastyla 100 mL su, 100 mL aseton, 100 mL etanol ve 100 mL

metanol karistirilmistir.

Yildiz anasonun 6giitiilmiis 10 gr ile 100’er mL su, aseton, etanol ve metanol
karisimlari ile elde edilen ilk ekstreler 1 giin bekletilip siiziilmiistiir. Bu 4 cam balonda
olan c¢ozeltilerden elde edilen stiziintiye 100 mL ¢6ziicii daha eklenerek birlesim
islemi yapilmistir. Daha sonra evaporotdr yardimi ile ¢ektirme islemi yapilmis ve
¢oziiciiler uzaklastirilip stoklar olusturulmustur. Su ekstresi -80 °C’de dondurulduktan
sonra liyofilizator yardimiyla su ortamdan uzaklastirilarak yildiz anasonun su ekstresi

hazirlanarak kullanilincaya kadar -20 °C’de tutuldu.

3.1.3.4. NADES Cozeltilerinin Hazirlanmasi

NADES’lerin hazirlanmasimda hidrojen bag1 dondrii olarak kolin kloriir (ChCl)
ve 2 gesit hidrojen bagi alicis1 olarak sitrik asit (CA) ve glikoz (G) kullanilmigtir. ChCl
kullanilmadan 6nce etiivde kurutulmustur. Hazirlanan NADES’ler 80°C’de homojen

renksiz bir sivi olusuncaya kadar su banyosunda tutulmustur. Calismada hazirlanan
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¢ozeltiler amber renkli hava almayan cam siselerde oda sartlarinda saklanmistir. Tablo

3.1.3.4°de verilen formiilasyonlarla NADES’ler hazirlanmis ve kodlar1 verilmistir.

Tablo 3.1.3.4 Hazirlanan NADESlerin icerikleri

Hidrojen bagi dondrii Hidrojen bagi alicisi  Molar Su KOD
(HBD) (HBA)
Kolin klortr (1,39 g) Sitrik asit (6,30 g)  1/3 %50 NADES-
CA
Kolin klorir (1,39 g) Glikoz (7,20 g) 1/3 %17 NADES-G

Toz haline getirilmis olan yildiz anason (illicium verum)’dan 0.25 g almarak
falkon tiiplere konuldu. Daha sonrasinda hazirlanmig olan NADES’lerden 5 mL
eklendi. Iyice vortekslenen karisim ultrasonik banyoda ortalama 50-60°C ‘de 60 dk
boyunca ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon sonunda siizme islemi yapilarak
stiziintiiler toplandi. Toplanmig siiziintiiler ¢calismalar yapilana kadar buzdolabinda

+4°C ‘de tutuldu.

3.2. Yontem

Bu boliimde Enzim inhibisyonu ve antioksidan ¢alismalar1 ilgili basliklar

halinde sunulmustur.

3.2.1. Enzim Inhibisyonu Cahsmalar
a) AChE ve BChE Enzimlerinin Tayini

Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans-anetol’un, AChE ve
BChE Uzerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Ellman (Ellman 1961) yoéntemiyle
yapildi. Daha sonra 1Csp degerleri bulundu. Kullanilan bu metot su sekilde ifade
edilebilir; ¢alismada bahsedildigi tizere bu enzimler asetilkolinin tiyokolin ve asetata
pargalanmas1 reaksiyonunu Kkatalizlerler. Uriin olarak aciga ¢ikan tiyokolin ile
DTNB’nin reaksiyonu sonucu sari renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur.
Olusan renk 412 nm’de dlciiliir (Ellman 1961). Ornek ve kér kiivetlerinin 412 nm
dalga boyunda, 0. ve 5. dakikadaki absorbanslar1 6l¢iiliir (Goger, 2014).

Bu ¢alismada AChE ve BChE enzimleri tizerine Ellman ydntemi kullanilarak
inhibisyon islemleri ger¢ekletirilmis ve sonuglar kaydedilmistir. Caligmalarda yildiz

anason aseton (YAA) (12,3 mg/1,23 mL), yildiz anason metonol (YAM) (10,0 mg/ 1
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mL), yildiz anason etonol (YAE) (11,2 mg/1,12 mL) ve yildiz anason su (YAS) (10,4
mg/ 1,04 mL) ve trans-anetol (10 mg/10 mL) stok ¢ozeltilerden 6rnekler alinip 6nce
seyreltilmeden daha sonra da sirasiyla 2, 2.5, 5, 7 ve 10 kat seyreltilerek pipetleme

yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir.

3.2.2. Antioksidan Cahsmalar

a) 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) radikali giderme
aktivitesi:

ABTS radikali giderme aktivitesi bu ¢alismada Re ve arkadaslarinin metodu
dogrultusunda gergeklestirildi (1999). Calismanimn ilk agsamasinda ABTS c¢ozeltisi 7
mM’lik olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik persiilfat
cozeltisi ABTS radikalleri Gretmek icin ilave edildi. Aktivite incelenmeden 6nce,
kontrol ¢ozeltisi 734 nm’de absorbansi 0,700£0,025 olarak pH’1 7,4 olan 0,1 M ve
fosfat tamponu hazirlandi. Y1ldiz anason (illicium verum)’lu stok ¢Ozeltileri ve trans-
anetol stok c¢ozeltisi 1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. ABTS radikal ¢ozeltisi,
ekstrelerin ve trans-anetol’un farkli konsantrasyonlarina (10-30ug/mL) ilave edildi.
Ardindan ¢ozelti yarim saat inkiibe edildi. Etanoldan olusan 734 nm’deki kore karsi

absorbans degerleri kaydedildi.
b) 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikali giderme aktivitesi:

Serbest radikal olarak 1 mM’lik DPPH c¢6zeltisi kullanildi. Onceden hazirlanan
stok cozeltilerden deney tiiplerine 1 mg/mL miktarlarla eklendi. Hazirlanan bu stok
cozeltilerden sirayla 10, 20 ve 30 pg/mL miktarlarda deney tiiplerine eklendi. Deney
tiplerindeki toplam hacimler etanol ile 3 mL olarak ayarlandi. Bu ayarlamalarin
sonucunda numune tdplerinin her birine DPPH c¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi.
Karanlik ve oda sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. Etanol kor olarak kullanildi ve
517 nm’de absorbans okundu. 1 mL DPPH- ¢6zeltisi ve 3 mL etanol bu asamada

kontrol olarak kullanild1 (Goger ve Giilgin 2011).
¢) Cu?* -Cu* indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu):

Apak metodunun (Apak et al. 2006) hafif bir modifikasyonuyla Cu?* indirgeme

aktivitesi trans-anetol molekiliinde ve yildiz anasonu ¢ozeltileri iizerinde yapildi (Ak
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ve Giilgin 2008). Hazirlanan yildiz anasonlu stok ¢ozeltileri ve trans-anetol stok
¢ozeltisi 1 mg/mL madde miktari ile miktarlar1 10, 20, 30 pg/mL olarak diizenlenip
pipetlendi. Ardindan bu pipetlenen karigimlara sirasiyla 0,25 mL CuClz ¢0zeltisi (0,01
M), 0,25 mL etanolikneokuprin ¢ozeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 mL CH3COONH4
tampon ¢ozeltisi (1 M) ilave edildi. Bu ekleme isleminden yarim saat sonra destle su

olan kore kars1 700 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildu.
d) Fe3* -Fe?* indirgeme kapasitesi:

Ik olarak yildiz anasonlu stok ¢Ozeltileri ve trans-anetol 1 mg/mL madde
miktar1 ile hazirlanmistir. Deney tiiplerine sirasiyla 40, 80, 120 pg/mL madde miktar1
ile stok ¢ozelti aktarilmistir. 1 mL olacak sekilde destile su kullanilarak deney
tiiplerindeki ¢ozelti tamamlanmistir. Tamamlanan ¢ozeltilere 2,5 mL 0,2 M’lik fosfat
tamponu (pH:6,6) ve 2,5 mL %1’lik potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)s] maddelere
eklendi. Elde edilen bu karisim, 50°C’de 20 dakika olarak inkiibe edildi. Elde edilen
bu tepkime karigima daha sonra 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi. Cozeltinin iist
fazindan 2,5 mL alinip ve bunun iizerine 2,5 mL destile su ve 0,5 mL %0, 1’lik FeCls
ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de okundu. Bu islem asamasinda destile su

kor olarak kullanildi. Destile su numune yerine kontrol olarak bu islemde kullanild.
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DORDUNCU BOLUM

4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliimde arastirmaya iliskin bulgular ilgili alt basliklar halinde tablo, grafik

ve yorumlamalar ile birlikte verilmistir.

4.1. Inhibisyon Cahsmalarina iliskin Arastirma Bulgular

4.1.1. Yidiz Anason (illicium verum) Ekstrelerinin AChE Enzimi Uzerine
Inhibisyon Cahsmalan

a) Etanol ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesine iliskin sonuclar
AChE i¢in yildiz anason etonol (YAE) ’Un inhibisyon g¢aligmalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gosteren YAE igin

Aktivite (%)- [I] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten % 50 inhibisyona sebep olan
Y AE konsantrasyonu (ICso degeri) hesaplandu. Tlgili grafik Sekil 4.1.’de sunulmustur.
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Sekil 4.1. AChE enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli YAE
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi igin Gizilen Aktivite(%)-[YAE] grafigi
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b) Metanol ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢cahsma
sonuclari

AChE igin yildiz anason metanol (YAM)’Un inhibisyon ¢alismalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren YAM icin
aktivite (%)- [I] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan
YAM konsantrasyonu (1Cso degeri) hesaplandi. 1lgili grafik Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2. AChE enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farklh YAM
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi igin gizilen Aktivite(%)-[YAM] grafigi

c) Aseton ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma
sonuclari

AChE igin yildiz anason aseton (YAA) ’un inhibisyon g¢aligmalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gosteren YAM icin
Aktivite(%)- [1] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten % 50 inhibisyona sebep olan
Y AA konsantrasyonu (ICso degeri) hesapland. Ilgili grafik Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. AChE enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli YAA
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi igin Gizilen Aktivite(%)-[YAA] grafigi

d)Yildiz anasonu (illicium verum)’ nun majér maddesi olan Trans-anetol’un
inhibisyon calismalarn

AChE icin Trans-anetol’in inhibisyon ¢alismalar1 doygun substrat
konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren Trans-anetol igin

Aktivite(%)- [1] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan
Trans-anetol konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. Ilgili grafik Sekil 4.4’de

sunulmustur.
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Sekil 4.4. AChE enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli Trans-anetol
konsantrasyonunda [Trans-anetol] 1Cso degerinin bulunmast i¢in ¢izilen Aktivite(%)-

[Trans-anetol] grafigi
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Tablo 4.1. Yildiz anason (illicium verum) Ekstreleri, trans-anetol ve Pozitif
kontrol’tin AChE enzimi igin 1Csp Sonuglar1

AchE((ng/mL)
Ekstreler
ICs0 R?
YAM 237,15 0,9479
YAA 315,79 0,9050
YAS - -
YAE 293,91 0,9399
t-Anetol* 449,0 0,9973
Takrin** 98,92 0,9898
* UM, **:1nM

4.1.2. Yildiz anason (illicium verum) Ekstrelerinin BchE Enzimi Uzerine
Inhibisyon Cahsmalar

a) Etanol ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma
sonuclari

BchE icin yildiz anason etonol (YAE) ’Un inhibisyon g¢aligmalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda yapild1. Inhibisyon etkisi gdsteren YAE igin aktivite(%)-
[I] grafigi cizildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan YAE

konsantrasyonu yani ICso hesapland. Ilgili grafik Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4. 5. BchE enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli YAE
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi igin ¢izilen Aktivite(%)-[YAE] grafigi
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b) Metanol ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢cahsma
sonuclari

AchE igin yildiz anason metanol (YAM) ’Un inhibisyon g¢alismalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren YAM icin
Aktivite (%)- [I] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten % 50 inhibisyona sebep olan
YAM konsantrasyonu (1Cso) hesapland:. Ilgili grafik Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4. 6. BChE enziminin Ellman metodu ile calisilan bes farkh YAM
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite(%)-[YAM] grafigi

c) Aseton ekstresinin inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma
sonuclari

BChE icin yildiz anason aseton (YAA) ’un inhibisyon ¢aligmalar1 doygun
substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren YAA icin
Aktivite(%)- [1] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan
Y AA konsantrasyonu (ICso) hesapland. Ilgili grafik Sekil 4.7.’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. BChE enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli YAA
konsantrasyonunda ICsp degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite(%)-[YAA] grafigi

d) Yildiz anasonunun major maddesi olan trans-anetol’un inhibisyon ¢alismalari

BChE icin trans-anetol’un inhibisyon c¢alismalar1 doygun substrat
konsantrasyonunda gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren trans-anetol igin
Aktivite(%)- [1] grafigi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan
trans-anetol konsantrasyonu I1Cso degerii hesaplandi. Ilgili grafik Sekil 4.8.°de

sunulmustur
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Sekil 4.8. BChE enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli trans- anetol
konsantrasyonunda 1Cso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite(%)-[trans- anetol]

grafigi
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Tablo 4. 2. Yildiz anason (illicium verum) ekstreleri, trans-anetol ve pozitif
kontrol’iin BChE enzimi igin ICso sonuglar1

BChE((ng/mL)
Ekstreler
ICs0 R?
YAM 248,88 0,9873
YAA 150,98 0,9471
YAS - )
YAE 162,15 0,9222
t-Anetol* 763,99 0,9458
Takrin** 14,83 0,9518
* UM, **:nM

4.2. Antioksidan Cahsmalar ile ilgili Arastirma Bulgular

4.2.1. ABTS Radikal giderme aktivesi bulgular

ABTS™ giderme aktivitesi, ekstreler, icecekler, sulu karisimlar ve saf
maddelerin radikal giderme c¢alismalarina sik sik kullanilmaktadir (Miller 1996;
Gulgin vd. 2007b). Radikal giderme aktivitesi igin ilk yapilmasi gereken ABTS’den
ABTS*nin olusturulmasidir. Belirtilen onceligin gergeklestirilmesi i¢in bir erlen
icerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat tamponu icerisinde 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi
hazirlandi. 2,45 mM’lik potasyum persulfat (K2OgSz) ¢ozeltiye ilave edildi (Gulgin
2007).

Ekstrelerin dis yiizeyi aliiminyum folyo yardimu ile sarilip kapatildi, 12 saat
boyunca oda sicakliginda manyetik karistirict ile karistirildi. Ekstre hazirlandiktan
sonra 734 nm’deki absorbans degeri 0.750-1,200 olacak sekilde tampon ekstre ile
seyreltildi. Seyreltilme isleminin ardindan Yildiz anason (illicium verum) ile
hazirlanmis ekstrelerin ¢alismada kullanilan standart antioksidan bilesiklerin (BHA,
BHT, o-Tokoferol ve Troloks gibi) ABTS™ giderme aktiviteleri tayini icin grafik
olusturuldu. Yapilan 6l¢iimlere iligkin grafik Sekil 4. 9°da sunulmustur.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki Y1ldiz anason (illicium verum) ekstrelerinin,
trans- anetol’un ve standartlarin (10-30 pg /mL) ABTS ™ giderme aktivitesi igin ¢izilen

grafigi

Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans-anetol’un ABTS™
radikali giderme aktivitesi cizildikten sonra her standart ekstre i¢in ayr1 ayr1 ICso
degerleri hesaplandi. Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans-anetolun
kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde ABTS™ giderme
aktivitesi sergilediler: NADES-CA (1Cs0:5,02 pg/mL)>BHA (1Cs0:5,03 pM)>BHT
(1C50:5,21 pM)>Troloks (1Cs0:5,29 uM)>NADES-G (1Cs0:5,30 pg/mL)>a-Tokoferol
(1C50:11,75 pM)> YAS (ICs0:57,75 pg/mL)>YAM(ICs0:86,60 pg/mL)> YAE
(1C50:88,85 pg/mL)> YAA (1C50:99,00 pg/mL) > Trans-anetol (1Cs0:138,60 M)
seklindedir.
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4.2.2. DPPH Serbest radikal aktivesi bulgulan

Yildiz anason (illicium verum) cOzeltilerinin ve trans- Anetol’un DPPH
radikali giderme aktivitesi Sekil 4.10°da gorildiigii gibi konsantrasyon ile dogru

orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlardaki Y1ildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin
trans-Anetol’un ve standartlarin (10-30 pg /mL) DPPH radikal giderme aktivitesi icin
cizilen grafig

Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans- anetol’'un DPPH
radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildikten sonra her bir standart ve Yildiz anason
(illicium verum) ekstreleri igin ayr1 ayri ICso degerleri hesaplandi. Yildiz anason
(illicium verum) ekstrelerinin ve trans- anetol kullanilan standart antioksidan
molekiiller smrasiyla su sekilde DPPH radikali giderme aktivitesi sergilediler:
Troloks(1Cs0:6.90 puM)> aTokoferol (ICs0:8,11 pM) > BHA(ICs50:9,05 pM)>
NADESCA(ICs0:11,59 pg /mL)> NADESG(ICs0:17,50 pg /mL)> BHT(I1Cs0:19,20
UM)> YAS(ICs0:40,29 pg /mL)> YAM(ICs0:46,20 pg /mL)> YAE (1Cs0:55,00 pg
/mL)> YAA (IC50:86,63 jug /mL)> Trans-anetol (1Cs0:99,00 uM) seklindedir.
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Tablo 4.3. DPPH Serbest radikal aktivesi ve ABTS Radikal giderme aktivesi sonuglari
( Standart antioksidanlar ve t-Anetol i¢in uM; Y1ldiz anasonu ekstreleri igin pg/mL)

DPPH- Giderme ABTS Giderme
Antioksidanlar

ICs0 R? ICs0 R?
BHA 9,05 0,9958 5,03 0,9739
BHT 19,2 0,9422 521 0,9986
a-Tokoferol 8,11 0,9875 11,75 0,9507
Troloks 6,90 0,9274 5,29 0,9894
NADES-G 17,50 0,9805 5,30 0,9952
NADES-CA 11,59 0,9792 5,02 0,9722
YAE 55,00 0,9750 88,85 0,9948
YAM 46,20 0,9356 86,60 0,9512
YAA 86,63 0,9905 99,00 0,9843
YAS 40,29 0,9069 57,75 0,9708
t-Anetol 99,00 0,9175 138,6 0,9926

36



4.2.3. Cu*2-Cu* indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular

Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans- anetol’un kuprik
iyonlarmi (Cu*?) indirgeme kapasitesi, konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig1
tespit edilmistir. Y1ldiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans- anetol’un
kuprik iyonlarini (Cu*?) indirgeme kapasitesi farkl1 konsantrasyondaki (10-30 pg/mL)
ekstrelerin 450 nm’deki absorbanslar1 dlgiilerek belirlendi. 1lgili grafik Sekil 4.11°de

sunulmustur.
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlardaki Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin
Trans- anetol’un ve standartlarin (10-30 pg /ml) Cu*2-Cu* indirgeme aktivitesi igin
cizilen grafigi

Bu konsantrasyonda Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve trans-
anetol’un kuprik iyonlarmi (Cu*?) kuprdz iyonlarma (Cu*) indirgeme aktiviteleri
birbirleriyle karsilastirildiklarinda A4s0 absorbans degerleri; BHA(\4s50:2,252+0,018) >
Troloks(h4s0:1,868+0,053)>NADESG (A450:1,724+0,108)>BHT (A4s50:1,714+0,138)
>NADESCA (A4s0:1,247+0,085)>a Tokoferol(Ass0:1,010+0,111)>Y AS(h450:0,579+0,0
3>Y AE(M450:0,349+0,007)>Y AM (A450:0,336£0,036)>Y AA(As50:0,235+0,006)>Trans
- anetol (A450:0,218+0,013) seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi.
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4.2.4. Fe** -Fe?* indirgeme kuvveti bulgular

Antioksidan etkileri arastirrken kullanilan bu biyoanalitik metotta renk
degisimleri s6z konusudur. Antioksidan maddelerin indirgeme aktiviteleri test ekstre
rengini saridan yesile doniistiirmektedir (Giilgin, 2006). Bu c¢alisma kapsaminda
kullanilan Yildiz anason (illicium verum) ile hazirlanmis olan NADES ekstreleri ve
Yildiz anason (illicium verum) Etanol ve Yildiz anason (illicium verum) Metanol
antioksidan indirgeme kapasiteleri ekstre konsantrosyanindaki artigla dogru orantili bir
sekilde artis gostermektedir. Farkli konsatrasyonlarda (10-30 pg/mL) gorilen bu
degisim ekstrelerin 700 nm’deki absorbansalarinda 6lgiimii yapilarak belirlenmis ve

Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlardaki Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin
Trans- anetol’un ve standartlarin (10-30 pg /mL) (Fe*®) indirgeme kuvvetleri icin
cizilen grafigi

Sekil 4.12°de sunulan grafikte Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve Trans-
anetol’un  ferrik  iyonlarmi (Fe*®) indirgeme kuvvetlerinin  birbirleriyle
karsilastirilmalari A700’de absorbans; BHA(A700:2,806+0,045)>
Troloks(A700:2,1534+0,114)> NADES-G (A700:2,024+0,043)> BHT(A700:1,5+0,039)>
NADESCA(A700:1,457+0,029)>a Tokoferol(A700:1,123+0,045)>Y AS(X700:0,734+0,01
>Y AA(A700:0,469+0,012)>Trans- anetol(X700:0,468+0,006)> YAM (A700:0,450+0,014)
>Y AE (1700:0,426+0,016) seklinde oldugu belirlendi.
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Tablo 4.4. Cu*?-Cu* indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) ve Fe®** -Fe?* indirgeme

kuvveti sonuglart (30 pg /mL)

Fe’* Cu™
Antioksidanlar indirgeme indirgeme

A 700 A aso
BHA 2,806+0,045 2,252+0,018
BHT 1,5+0,039 1,714+0,138
a-Tokoferol 1,123+0,045 1,010+0,111
Troloks 2,153+0,114 1,868+0,053
NADES-G 2,024+0,043 1,724+0,108
NADES-CA 1,457+0,029 1,247+0,085
YAE 0,426+0,016 0,349+0,007
YAM 0,450+0,014 0,336+0,036
YAA 0,469+0,012 0,235+0,006
YAS 0,734+0,019 0,579+0,037
t-Anetol 0,468+0,006 0,218+0,013
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4.2.5. Antioksidanlara iliskin Tiim Sonuglar

Antioksidan tayinlerine

sonuglar1 Tablo 4.5°de sunulmustur.

Tablo 4. 5. Antioksidan Caligsmalarmin Tiim Sonuglar1

iliskin  gergeklestirilen analizlerin toplam

Fe'! Cu* DPPH: Giderme ~ ABTS*Giderme
Antioksidanlar indirgeme  indirgeme (Mg/mL) (ng/mL)

L 700 Laso 1Cso R? ICso R®
BHA 2,806+0,045 2,252+0,018 9,05  0,9958 503  0,9739
BHT 1,540,039  1,714+0,138 19,2 09422 521  0,9986
o-Tokoferol ~ 1,123+0,045 1,010+0,111 811 09875 11,75 0,9507
Troloks 2,153+0,114 1,868+0,053 6,9 09274 529 0,989
NADES-G  2,024+0,043 1,724+0,108 175 09805 53  0,9952
NADES-CA  1,457+0,029 1,247+0,085 11,59 09792 502 0,9722
YAE 0,426+0,016  0,349+0,007 55 0,975 88,85 0,9948
YAM 0,450+0,014 0,336+0,036 46,2 09356 86,6 0,9512
YAA 0,469+0,012 0,235+0,006 86,63  0,9905 99  0,9843
YAS 0,73440,019  0,579+0,037 40,29  0,9069 57,75 0,9708
t-Anetol 0,468+0,006 0,218+0,013 99 09175 138,6 0,9926

Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerininve Trans-anetol’un gergeklestirilen tiim
antioksidan tayin yontemleri sonug¢lar1 Tablo 4.5’de sunulmustur. Tabloda da
goriildiigli lizere NADES yontemi ile hazirlanan NADES-G ve NADES-CA
ekstrelerinin antioksidan Olglimleri daha yiliksek bulunmustur. Tiim ekstrelerin
konsantrayonu arttikca dogru orantili olarak antioksidan etkilerinde artis gorildigi

saptanmustir.
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BESINCI BOLUM
5. SONUC VE TARTISMA

Kolinestarazin insanlarda bulunan ilk formu olan AChE enzimi islevi
bakimindan olduk¢a onemlidir. Beyin iglevinin % 80’inden bu enzim sorumludur
(Shidore et al. 2016). Kirmizi kan ve beyinde yiiksek miktarda bulunan bu enzim kolin
esterleri hidrolize etmektedir (Kaplay 1976). AChE enzimi asetilkolini hizli
hidrolizleyebilmektedir (Chatonnet and Lockridge 1989). Bu enzim sinaptik
bosluklarda var olan asetilkolini, asetat ve koline hidrolize edip inaktive eder. Ilk kez
1914 yilinda Henry Hallet Dale tarafindan ilk kez AChE enzimi kesfedilmistir. Otto
Lewi, gerceklestirmis oldugu ¢alismada kurbagalarin kalplerini ele aldig1 deneysel
calismalarinda asetilkolinin nérotransmitter oldugu sonucuna ulagmistir. Yaptigi bu
calisma Lewi’ye 1936 yilinda Nobel Odiiliinii kazandirmustir. Bdylece Parkinson ve
Alzheimer hastaliklarmin, metabolizmasinda, asetilkolinin etkili oldugu ortaya
¢ikmistir (Jokanovi¢ and Maksimovi¢ 1997). Asir1 AChE salgilanmasmin neden
oldugu bu bozukluklarin tedavisinde giliniimiizde donepezil ve takrin gibi sentetik
ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin istenmeyen yan etkilere

neden oldugu da bilinmektedir (Bal vd. 2020).

Bu ¢alismada da AChE enzimi (zerine Yildiz anason (illicium verum) ile
hazirlanmig ekstrelerin ve trans-anetol’iin inhibisyon etkileri arastirilmistir. AChE ile
gergeklestirilen deney sonuglarinda kullanilan ¢ozeltiler konsantrayonlarmin artisina
dogrusal olarak inhibisyon etkilerinin de artis gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alismada
da Y1ldiz anason (illicium verum) ve trans-anetol’iin AChE enzim inhibisyon etksinin
olmasi nedeniyle yapilacak ilag dizayn ¢aligmalarinda yol gosterici ya da fikir verici

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kolinestarazin insanlarda bulunan diger formu olan BChE enzimi AChE enzim
aktivitesinden geriye kalan %20’lik kisimdan sorumludur. BChE enzimi spesifik bir
enzim degildir. AChE enziminin yedegi olarak ¢aligmaktadir (Kaplay, 1976; Rao vd.,
2007). Sentetik yollarda BChE enziminin hidrolizleme islemini daha fazla gosterdigi
gorilmektedir (Chatonnet and Lockridge 1989).

Bu ¢aligmada BChE enzimi ile gerceklestirilen deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

konsantrayonlarmin artisina dogrusal olarak inhibisyon etkilerinin de artis gosterdigi
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saptanmustir. Bitkilerin BChE enzim aktivasyonu gosterdigi, giiglii antioksidan etkiler
gosterdigi literatirde mevcuttur. Yildiz anason (illicium verum) ekstreleri BChE
enzimi 0Uzerine inhibisyon etki gostermistir. Ancak su ekstresinde inhibisyon
gozlemlenmemistir. Tablo 5.1.’de enzimlere ait ICso degerleri verilmistir. AChE
enzmi i¢in en iyi inhibisyon etkiyi sirasiyla yildiz anason metanol(YAM), yildiz
anason etanol(YAE) ve yildiz anason aseton(YAA) ekstreleri gostermistir. Yildiz
anason (illicium verum ) major maddesi olan trans-anetol ise pM seviyede inhibisyon
etki gostermistir. BChE enzimi i¢in bakildiginda en iyi inhibisyon etkiyi gostere
ekstreler sirasiyla YAA, YAE, YAM gostermistir. Yildiz anason (illicium verum )
major maddesi olan trans-anetol ise UM seviyede inhibisyon etki gostermistir.

Tablo 5. 1. Yildiz anason (illicium verum) ekstreleri ile trans-anetolun I1Cso degerlerine
iliskin enzim inhibisyon sonuglari

Ekstreler AChE (pg/mL) BChE (ug/mL)
ICso R? ICso R?

YAM 237,15 0,9479 248,88 0,9873
YAA 315,79 0,9050 150,98 0,9471
YAS - - - -
YAE 293,91 0,9399 162,15 0,9222
t-Anetol* 449,00 0,9973 763,99 0,9458
Takrin** 98,92 0,9898 14,83 0,9518

* UM, **:nM, -: Etki gostermedi

Bayram (2020) gergeklestirmis oldugu g¢alismada Yildiz anason (illicium
verum) bitkisini de kullandig1 gesitli bitkilerin mikroorganizmalardaki antibakteriyel
ozelliklerini incelemistir. Gergeklestirdigi caligma, sonuglarin Y1ldiz anason (illicium
verum)’nun antibakteriyel ozellikleri sergiledigi sonucuna ulagmistir. Literatiirde
Yildiz anason (illicium verum) ile ilgili yiiriitiilen ¢aligmalar ¢ok fazla degildir. Ama
bitkinin kokeni ve Ozelliklerini arastirmak i¢in gergeklestirilen c¢aligmalarin
antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklerini vurguladigi goriilmektedir. Yildiz anason
(illicium verum)’nun ila¢ endiistrisinde, gida sektoriinde ve saglik sektoriinde
kullanimlarinin oldugu goriilmektedir (Dzamic et al. 2009; Bhadra, Mukherjee,

Kumar and Bandyopadhyay 2011).
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Antioksidan ¢aligmalarmin gergeklestirilebilmesi igin ilk olarak ABTS teknigi
secilmistir. Secilen bu teknigin ¢alisma kapsaminda analiz edilmesinde ABTS ve bir
oksidan olan K3S»Og arasindaki reaksiyon temel alinmistir. ABTS ve bu oksidan
arasinda olusan reaksiyonda mavi yesil ABTS kromoforunun olusumu ya da olusan
radikal katyonun olgulmesi analizin temelini olusturmaktadir. 734 nm’de ABTS ve
katyon birlesimi maksimum seviyede absorbans gosterir. Bu yiizden ¢aligma
kapsammda 734 nm'de incelemeler gerceklestirilmistir. Radikal katyonun
olusturulmasinda ¢aliyma kapsamindaki belirlenen oksidan madde disindaki baska
maddelerde hazirlanip  kullanilabilir. Oksidan olarak potasyum persiilfat
kullanilabildigi gibi Mn203’de kullanilabilir. K2S,Os veya Mn;Os varliginda
ABTS’den ABTS™ meydana gelebilir (Kaviarasan et al. 2006).

ABTS radikalleri DPPH radikallerine gore daha reaktif hareketler
sergilemektedirler. DPPH reaksiyonlarinda H atom transferi gergeklesmesi
gerektiginden bunlar farkli seyreder. ABTS radikallerindeyse DPPH’nin aksine bir
elektron transferi s6z konusudur (Kaviarasan et al. 2006). Calismada ABTS radikali
giderme aktivitesi ile ilgili sonuglara bakildiginda (Tablo 5.2.) ¢alisma kapsaminda
kullanilan Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve Trans-anetol’in ABTS
radikali giderme aktivitesi ile ilgili 1Cso degerleri sirasiyla NADES-CA(ICs0:5,02
pg/mL)> BHA(ICs0:5,03 uM) > BHT (ICs0:5,21 puM)> Troloks (1Cs0:5,29 uM) >
NADES-G (ICs0:5,3 pg/mL)> a-Tokoferol (ICs:11,75 puM) > YAS (I1Cs0:57,75
pug/mL) > YAM (1Cs0:86,60 pg/mL) > YAE(I1Cs0:88,85 pg/mL)> YAA (1Cs0:99,00
pg/mL) > trans-anetol (1Cs0:138.60 uM) seklinde olmustur. Karadag (2019) yapmis
oldugu calismada Tiirkiye’deki bazi tibbi ve aromatik bitkilerin antioksidan
potansiyelleri ve fenolik kompozisyonlarni incelemistir. Calisma igerisinde
antioksidan aktivitesi incelemesinde ABTS radikal giderme aktivitesi metotunu
kullanmis ve tartismustir. Inceledigi bitkilerde 1Cso degerlerini, diisiik olarak
saptamistir. Bu da bu bitkilerin sahip oldugu antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu
gostermistir. Bu ¢alismada da kullanilan Yildiz anason (illicium verum) bitkisinin
NADES karigimlar1 diger ekstrelere oranla daha yiiksek antiksidan aktivite

gostermistir.

DPPH bir serbest radikal olup daha uzun &miirliidiir. Omiir siiresinin diger

radikallere gore daha uzun olmasi radikal giderme aktivitelerinde kullanilmasinin
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sebebini olusturur. Genellikle antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerinde
kullanilan yOontemlerden birisidir. Bu yontemde antioksidan maddeler sar1 renkli
difenil-pikrilhidrazine indirgeyerek DPHH radikallerinin degisimini gergeklestirir. Bu
yontemin esasinda alkolde ¢oziilen DPHH radikallerinin rediiksiyonu s6z konusudur.
Antioksidan maddeler bu rediiksiyonu olusturmaktadir. Olusan bu rediiksiyonun
sonucunda radikal olmayan bir DPHH molekiilii olusur. Olusan bu molekiiliin
Olciimiinde 517 nm esas alinmaktadir. Ciinkii bu birimde bu molekiil herhangi bir
absorbans  vermemektedir. Bu sebeple 517 nm'de aktivite tayini

gergeklestirilebilmektedir.

Son zamanlarda radikal giderme aktivitesine konu olan bir¢ok calisma s6z
konusudur. Ilgili alan yazinda radikal giderme aktivitesine inceleyen mekanizmalara
iligkin caligmalar gerceklestirilmektedir. Giilgin tarafindan gergeklestirilen caligmada
ise DPHH radikal giderme aktivitesinin mekanizmasi detayli bir sekilde incelenerek
sunulmustur (2006). Calismasinda L-Karnitin ile DPPH radikal giderme aktivitesini
gergeklestirmistir. Bu ¢alismadaki sonuglar DPHH radikal giderme aktivitesine iliskin

bir kontrol mekanizmas1 olusturmaktadir.

Calismamiz kapsaminda, DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili sonuclara
bakildiginda (Tablo 5.2.) ¢alisma kapsaminda kullanilan Yildiz anason (illicium
verum) ekstreleri ve Trans- anetol’un DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili ICsg
degerleri sirastyla Troloks (1Cs0:6.90 uM) > a-Tokoferol (ICs:8,11 uM) > BHA
(1C50:9,05 pM) > NADES-CA (1Cs0:11,59 pg/mL) > NADES-G (1Cs0:17,50) > BHT
(1C50:19,20 puM) > YAS (ICs0:40,29 pg/mL) > YAM (1Cs50:46,20 pg/mL) > YAE
(1C50:55,00 pg/mL)> YAA (ICs0:86,63 pg/mL) > trans- anetol (1Cs0:99,00 uM) olarak
bulunmustur (Tablo 5.2).

Bilindigi tizere metabolizmada serbest halde demir ve bakir metalleri
mevcuttur ve bunlar metabolizma tarafindan kontrol edilebilmektedir. Demir iyonlar1
barsaklar tarafindan emildikten sonra transferin proteinleri tarafindan ferrik iyonlari
(Fe ® ) formunda demir ihtiyaci olan hiicrelere iletilir ve ferréz iyonlar1 (Fe #*)
seklinde ferritin ve hemosiferin proteinlerinde depolanir. insan plazmasinda bulunan
bakir ise biiyiik bir kismu serbest radikal reaksiyonlarini uyarmazlar seruloplazmin

proteinine bagli haldedir (Halliwell 1994). Ancak durum boyle iken, metabolizmadaki
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normal dengeleri degistigi durumlarda hidroksil radikali olusur (Chevion et al. 1993).
Olusan bu radikaller ciddi hiicre hasarina ve dolayisiyle doku hasarlarina sebep olur
bunun neticesinde fagositlerin aktivasyonu veya liziz olmus hiicrelerden gecis metal
iyonlarmin serbest kalmas: sonucunda serbest oksijen tiirleri olusabilmektedir.
Fagositler, viicut icerisindeki yabanci organizma ve maddeleri sindirip yok eder.
Serbest radikal olusumu doku ve hiicrelere zarar vererek dolayli bir yolla gecis
metallerinin yayilmasiyla daha fazla serbest radikal olusumuna ve onlarin da
hiicredeki zararlarmin kat kat artmasma sebep olmaktadir. Enzim ve proteinlerin
yapilarinda bulunan amino asitlerin tiyol gruplarmi da oksitleyerek deaktive ederler.
Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis yag

asitlerini de oksitleyerek biiylik 6l¢iide hiicre hasarlarmna da sebep olur (Giilgin 2012).

Indirgeme kapasitesi bir bilesigin ya da ekstrelerin antioksidan kapasitesinin
varligi ile ilgili en 6nemli faktorlerden biridir (Meir et al. 1995). Bunun yaninda saf
bir maddenin antioksidan oOzelligi ve ekstrelerin antioksidan o6zelligi farkh
mekanizmalar {izerinden yiiriiyebilir. Ornegin gecis metallerinin sebep oldugu
oksidasyonlar i¢in antioksidan bilesigin indirgeme giicli antioksidan Ozellikleri
acisindan onemli degildir ancak bilesigin ya da ekstrenin metal selatlama 6zelliginin
olmasi sistemde oksidasyonu durduracak veya hizimi yavaslatacak olmasi agisindan
onemlidir. Enzimatik sistemlerde de oldugu gibi 6rnegin; katalaz, sliperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz gibi primer antioksidan enzimlerin antioksidan 6zelligi,
onlarin indirgeme gii¢lerinden veya fenolik bilesik icerdiklerinden degil, hidrojen
peroksiti uzaklastirabilme kabiliyetlerinin olmasindan kaynaklanir (Halliwell and
Gutteridge 1989). Sonug¢ olarak denilebilir ki antioksidan bilesikler antioksidan
aktivitelerini ge¢is metal iyonlarini baglama, peroksitleri pargalama, radikal giderme

gibi degisik mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Diplock 1997; Giilgin 2002).

Calismamizda yapilan iki ayr1 indirme kapasitesi metodu bu anlamda 6nem
tasimaktadir. Bunlardan biri olan (Fe*®) indirgeme kuvvetinin sonuglar incelendiginde
(Tablo 5.2) Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin ve Trans- anetol’un ferrik
iyonlarmi1  (Fe*®) indirgeme kuvvetlerinin  birbirleriyle karsilastiriimalarmda
BHA(A700:2,806+0,045)>Troloks(A700:2,153+0,114)>NADESG(1700:2,024+0,043)>B
HT (A700:1,5+0,039)>NADESCA(A700:1,457+0,029)>a Tokoferol(r700:1,12340,045)>
YAS(A700:0,734£0,01) >YAA(A700:0,469+0,012)>Trans-  anetol(A700:0,468+0,006)>
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YAM (A700:0,450+0,014) >YAE(A700:0,426+£0,016) seklinde siralamanm olustugu
gorulmektedir. NADES-G karisiminin standart BHT ve a-Tokoferol den indirgeme
kuvveti bakimindan daha yiiksek oldugu goriilmekle birlikte calismadaki diger
kullanilan ¢bzelti ve maddelerden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Indirgeme
kapasitesinin artan konsantrasyona bagli olarak arttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada da
NADES-G karisimi bazi standartlardan daha yiiksek Fe*® indirgeme kuvveti

gostermistir.

Diger bir indirgeme yontemi olarak KUPRAK metodu kullanilmaktadir. Apak
ve grubu tarafindan yapilan ¢alistirmalar kapsaminda gelistirilen bir metot olan
KUPRAK (2006) 6zellikle Giilgin ve grubu tarafindan yaygm bir sekilde kullanilmigtir
(Gilgin 2008, 2010; Gulgin vd. 2010). KUPRAK metodunun yaygin kullanimmin
sebepleri diisiik maliyetli, hizli, rahat uygulanabilen ve kararli bir yontem olmasidir.
Ayrica indirgeyici maddelerin molekiil yapilari incelendiginde bir¢ok antioksidan i¢in
uygulanabilir bir metottur. Ornegin fenolik bilesiklerin aktivitelerinde veya Glutatyon
gibi tiyol grubu igeren antioksidanlarin aktivite 6l¢iimlerinde sik sik bagvurulabilen ve
uygulanabilen bir yontemdir. KUPRAK metotu incelendiginde esasen bir redoks
reaksiyonudur ve kronolojik bir yontemdir. Bu yontemin gergeklestirildigi pH ise
normal fizyolojik pH'e yakin bir degerdir (pH: 7.0) (Apak et al. 2006; Giil¢in 2008;
Kdksal vd. 2009).
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Tablo 5. 2. Antioksidan Caligmalarmin Tiim Sonuglari

E vE
Antioksidanlar iljledirgeme i(;ll:ﬁrgeme DPPH- Gidernzle ABTS'*Gidzerme
- haso 1Cso r 1Cso r
BHA 2,806+0,045 2,252+0,018 9,05 0,9958 503 0,9739
BHT 1,540,039 1,714+0,138 19,20 0,9422 521  0,9986
a-Tokoferol 1,123+0,045 1,010+0,111 8,11 0,9875 11,75  0,9507
Troloks 2,153+0,114  1,868+0,053 6,90 0,9274 529 0,9894
NADES-G 2,024+0,043 1,724+0,108 17,50 0,9805 530 0,9952
NADES-CA 1,457+0,029 1,247+0,085 11,59 0,9792 502 0,9722
YAE 0,426+0,016  0,349+0,007 55,00 0,975 88,85 0,9948
YAM 0,450+0,014 0,336+0,036 46,20 0,9356 86,60 0,9512
YAA 0,469+0,012 0,235+0,006 86,63 0,9905 99,00 10,9843
YAS 0,734+0,019 0,579+0,037 40,29 0,9069 57,75 0,9708
t-Anetol 0,468+0,006 0,218+0,013 99,00 0,9175 138,6  0,9926

Calismadaki sonuglar incelendiginde (Tablo 5.2.) Yildiz anason (illicium
verum) ¢ozeltilerinin ve Trans- anetol’un kuprik iyonlarini (Cu*?) kuprdz iyonlarina
Cu® indirgeme aktiviteleri;
BHA(A450:2,252+0,018)>Troloks(A450:1,868+0,053)>NADESG (A4s0:1,724+0,108)>B
HT(A4s0:1,714+0,138)>NADESCA (h450:1,247+0,085)>a Tokoferol(A4s0:1,010+0,111)
>Y AS(A450:0,579£0,037>Y AE(A450:0,349+0,007)>Y AM(A450:0,336£0,036)>Y AA (A4

50:0,2352£0,006) >Trans- anetol (A450:0,218+0,013) seklinde olmustur.

Caligma sonucuna gére KUPRAK metotu ile Yildiz anason (illicium verum)
ekstrelerinin indirgeme kapasitelerinin oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada NADES- G
antioksidan aktivite bakimindan diger ekstrelere gore yiiksek goriilmiistur. Yildiz
anason (illicium verum ) majoér maddesi olan trans-Anetol ise uM seviyede inhibisyon

etki gdstermistir.

Gergeklestirilen tiim bu antioksidan ¢alismalarinda Yildiz anason (illicium
verum) ekstrelerinin ve trans-anetol’un bazi standartlarla karsilastirma islemi
yapilmistir. Standartlar icin BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks gibi maddeler

kullanilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda belirlenen antioksidan metotlarinin ¢ogunda
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NADES cozeltilerini ve bunlardan da NADES-G c¢oOzeltisinin yuksek aktivite
gosterdigi gorilmiistiir. Calisma kapsaminda kullanilan Trans- anetol ise hem
standartlardan hem de NADES c¢ozeltilerinden daha diisiik seviyede aktiviteler
gostermistir. Cui et al. (2015), yapmis olduklar1 ekstraksiyon isleminde kolin kloriir
ve 1,6 hekzandiol ile olusturduklar1 derin 6tektik ¢oziicii icine farkli oranlarda (%0-
90) su ekleyerek ¢ozeltiler olusturmustur ve en yliksek ekstraksiyon veriminin %30
oraninda su eklenmesiyle elde ettiklerini bildirmislerdir. Peng vd. (2016)’de yine
yapmis olduklar1 derin 6klektik ¢oziicii ile ilgili arastirmada %10 su eklediklerinde
ekstraksiyon veriminin arttigini belirtmislerdir. Zhang and Wang (2017), Cui et al.
(2015) gibi yapmis olduklar1 calismada %30 oraninda su eklenen karisimin en yiiksek
ekstraksiyon verimine sahip oldugunu belirtmislerdir. Derin 6tektik ¢oziiciilerin su ile
seyreltilerek kullaniminin ekstraksiyon verimin arttirdigini gosteren ¢aligmalar rapor
edilmistir. Bu calismada da NADES cozeltilerinin su ile seyreltilip kullanilmasi

sonucunda ekstraksiyon verimliliginin arttig1 goriilmistiir.

Yapilan antioksidan ve radikal giderme aktiviteleri sonuglarma bakildiginda
Yildiz anason (illicium verum) ekstrelerinin maserasyon ve NADES yontemi ile ayr1
ayrt hazirlanan ekstrelerinin ve Trans- anetol’un indirgeme kapasitesinin
konsantrasyon artigina paralel olarak arttigi goriilmektedir. Bunlardan NADES
cozeltileri yuksek indirgeme kapasiteleri sergilerken Trans- anetol beklenen seviyede

bir indirgeme kapasitesi gdstermemistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan ve ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan daha
etkili ¢ozucunun gelistirilmesi en biiylik amaglarimizdandi. Normal geleneksel
maserasyon ekstraksiyon islemleri yapildi ve ayrica NADES (dogal derin 6tektik
cozuculer) metodu ile ekstreler hazirlandi. NADES geleneksel ¢oziiciilerle
kiyaslandig1 zaman farkl 6zelliklere sahiptir. Polaritelerinin oldukg¢a yiliksek olmasi
ve Kklasik ¢ozlcilerde ¢cozinmeyen inorganik ve organik maddeleri ¢ozebilmesi ve
bunun yani sira NADES organik maddelerden olugmasi, ucuz, biyobozunur, yanici
olmayan, ugucu olmayan, ¢evre dostu, hazirlanmasi kolay, kokusuz ve renksiz olmas1
yontemi degerli kilar. (Liu et al. 2018). Calismada NADES’lerin hazirlanmasinda
hidrojen bag1 donorii olarak kolin kloriir (ChCl) ve 2 ¢esit hidrojen bag1 alicis1 olarak
sitrik asit (CA) ve glikoz (G) kullanilmistir. Bu NADES ¢6ziiciileri kullanilarak Y1ldiz

anason (illicium verum) ekstreleri hazirlanmistir. Antioksidan ¢aligmalar1 sirasinda
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kullanilan ekstrelerin tamaminin antioksidan verileri kiyaslandiginda NADES
ekstrelerinin antioksidan ve radikal giderme potansiyellerinin daha yiiksek oldugu
belirlendi. Hatta bazi standart antioksidanlardan daha iyi antioksidan kapasiteye sahip

olduklari1 belirlendi (Tablo 5.2.).

DES’lerin hazirlanmasinda farkli tiplerin oldugu daha 6nce de bahsedilmistir.
Bu tiplerin icerisinde giiniimiizde de en yaygin kullanimi olan tip Organik Tuz+ HDB’
dir (Satlewal et. al 2018). Bu tip DES’lerin icerisinde se¢imi yapilabilen ¢ok sayida
hidrojen bag alicis1t ve vericisi mevcuttur. Bu durum DES’lerin yiiksek uyum
gosterebilmeleri ile sonu¢lanmaktadir. Kendisini olusturan bilesenlerin ¢ogu dogal
oldugu i¢in dogal derin Otektik c¢oziiciiler olarak (NADES) adlandirilan DES’ler
kolayca biyolojik olarak parcalanma gerceklestirebilmektedirler (Xu vd. 2017).
NADES’ler dogal maddelere sahiptirler ve bir¢cok farkli organizma tarafindan
degisimlere ugrayarak ya da dogrudan metobolize edilebilirler (Mbous et. al 2017).

Polifenolik bilesenler, flavonoidler ve fenolik asitler olmak iizere iki ana
bilesen grubundan olusmaktadir. Flavonoidler, flavonlar, flavonoller, flavanonlar,
flavanonoller, flavanoller, antosiyaninler ve kalkonlar gibi ¢esitli alt gruplar1 iceren
sekonder bitkisel metabolitlerdir. Izoflavonlar ve neoflavonoidler de bu gruplara
dahildir. En bilinen alt gruplar, benzo-piron iskeleti igeren bilesiklerdir. Flavonoidler
genellikle glikozit formunda bulunur ve aglikonlar karbonhidrat grubuyla glikozidik
bag ile baglanir. Fenol gruplarinin varligi, flavonoid molekiillerine antiradikal aktivite
kazandirir ve olusan radikaller, fenol gruplarinin rezonansiyla stabilize edilir. Fenolik
asitler, karboksilik ve fenol gruplarina sahip bilesiklerdir ve antioksidan aktiviteleriyle
dikkat cekerler, oksidasyon siireclerini Onlerler, oksijen tiirlerinin olusumunu
engellerler ve prooksidatif metallerin selatlanmasmi saglarlar (Balasundram et. al
2006; Meral vd. 2012).

Sonug olarak ¢alismamiz gdsterdi ki NADES yontemi ile hazirlanan ekstreler
Yildiz anason (illicium verum) igerisinde yer alan ancak geleneksel ¢ozuculer ile
cdzinemeyen inorganik ve organik maddelerin, daha iyi ¢dzebilmesi nedeni ile daha
yliksek antioksidan etki gostermis ve bitkinin maserasyon yonteminde belirlenen
antioksidan kapasitesinden daha c¢ok antioksidan kapasitesine sahip oldugunu

belirlenmistir.
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