Uluslararasi Ileri Doga International Journal of Advanced
Bilimleri ve Miihendislik @ Natural Sciences and Engineering
Arastirmalart Dergisi w Researches
Sayt 8, S. 287-293, 11, 2024 IJANSER Volume 8, pp. 287-293, 11, 2024
© Telif hakki IJANSER ’e aittir Copyright © 2024 IJANSER

Arastirma Makalesi _ _ _ y Research Article
https://as-proceeding.com/index.php/ijanser

ISSN:2980-0811

Sakarya’da Yetisen Mandalina Yapraginin Antioksidan Aktivitelerinin
Belirlenmesi
Rabia Ersart?, Latif Berke Ersari®, Derin Altintig? , Giilnur Arabaci®
1Kimya Béliim / Fen Bilimleri Enstitiisti, Sakarya Universite, Ti lirkiye
27, ip Fakiiltesi, Maltepe Universite, Ti tirkiye
SKimya Boliim / Fen Fakiiltesi, Sakarya Universite, Tt tirkiye

*(garabaci@sakarya.edu.tr)

(Received: 03 December 2024, Accepted: 06 December 2024)
(3rd International Conference on Recent Academic Studies ICRAS 2024, December 03-04, 2024)

ATIF/REFERENCE: Ersari, R., Ersar1, L. B., Altintig, D. & Arabaci, G. (2024). Sakarya’da Yetisen Mandalina Yapraginin
Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi. International Journal of Advanced Natural Sciences and Engineering Researches,
8(11), 287-293.

Ozet — Antioksidanlar, saglik acisindan birgok olumlu etkisi bulunan ve gida takviyeleri, kozmetik iiriinler
ve islenmis gidalarda sik¢a bulunan bilesenlerdir. Sagliga olan faydalar: gesitlilik gosteren antioksidanlar,
viicudu kararsiz radikallere kars1 savunarak hiicresel tahribat1 6nlemeye veya yavaslatmaya yardimci olur.
Bunlar, besinler araciligiyla veya takviye gidalar yoluyla alinabilirler. Ayrica viicut icinde de
uretilebilirler, bu da viicudu dis tehditlere karsi korumak i¢in dogal bir savunma mekanizmasi saglar.
Oksidatif stres, viicudun serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleyemedigi durumda ortaya ¢ikar. Buda
hiicrelerde DNA’da tahribatina ve hatta da hiicre 6liimiine yol agabilir. Antioksidanlar, viicudun oksidatif
stresi dengelemesine yardimci olur. Dolayisiyla, antioksidan bakimindan zengin bir diyetle beslenmek
olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle birgok meyve ve sebze antioksidan acisindan zengindir ve bunlar diyete
dahil etmek onemlidir. Giiniimiizde bu anlamda oldukc¢a genis ¢aligmalar yapilmakta ve yeni dogal
antioksidan kaynaklarin bulunmasi 6nemli olmaktadir. Bu calisma kapsaminda, Sakarya bolgesinde
yetistirilen mandalina bitkisinin yaprag: etanol ve su ile ekstrakte edilerek bu ekstraktlarin antioksidan
aktiviteleri bes farkli yontemle incelenmistir. Bu yontemler DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
serbest radikal giderim testi, bakir iyonlarini indirgeme aktivitesi (CUPRAC), demir indirgeme kapasitesi,
toplam fenol madde miktari ve toplam flavonoid madde miktar1 tayin yontemleridir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde mandalina yapraklarinin etanol ekstraktinin tiim antioksidan test degerlerinde su
ekstraktina gore yliksek oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler — Antioksidan, Mandalina Yapragi, DPPH Aktivite, Bakir Iyonlarini Indirgeme (CUPRAC), Indirgeme
Kapasitesi.

I. GIRIS

Antioksidanlar, serbest radikallerin yol ac¢tig1 oksidatif hasar1 6nleyen veya en azindan smirlayan
bilesiklerdir. Oksidatif stres, viicutta normal metabolik siireclerin bir sonucu olarak serbest radikallerin
asirt birikmesiyle ortaya ¢ikar ve bu durum hiicresel diizeyde hasara yol acarak, kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve norolojik bozukluklar gibi bir¢ok kronik hastaligin gelisiminde rol oynar
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[1]. Serbest radikaller, 6zellikle oksijenin parcalanmasiyla meydana gelen yiiksek reaktif molekiillerdir ve
DNA, proteinler ve lipidler gibi biyomolekiilleri oksitleyerek hiicresel islevleri bozarlar. Antioksidanlar,
bu zararli molekiilleri notralize ederek viicudun dogal savunma mekanizmalarin1 destekler ve hiicresel
hasar1 minimize ederler [2].

Antioksidanlar, dogrudan gidalardan alinabilecegi gibi, viicutta endojen olarak da iiretilebilir. Bununla
birlikte, ozellikle bitkisel kaynakli antioksidanlar, fenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler ve
organik asitler gibi gesitli bilesiklerle zengindir. Bu bilesikler, bitkilerin metabolik siire¢lerinde, UV
1sinlarina, patojenlere ve diger ¢evresel stres faktorlerine karsit savunma mekanizmasi olarak goérev alir.
Antioksidan 6zellikleri nedeniyle, bu bilesikler farmasotik, kozmetik ve gida endiistrilerinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir [3].

Citrus tiirleri, 6zellikle mandalina (Citrus reticulata) [4], hem meyveleri hem de yapraklariyla bilinen
antioksidan potansiyeline sahip bitkiler arasinda yer almaktadir. Mandalina yapragi, zengin bir fenolik
bilesik kaynag1 olup, flavonoidler (6zellikle hesperidin, rutin ve quercetin), fenolik asitler (kafeik asit ve
ferulik asit) ve askorbik asit (vitamin C) gibi biyoaktif bilesikler igerir. Bu bilesikler, gii¢lii serbest radikal
giderici Ozelliklere sahiptir ve viicudun oksidatif strese karst savunmasini gili¢lendirir. Ozellikle
flavonoidler ve fenolik asitler, hiicresel oksidasyonu engelleyerek, cesitli hastaliklarin gelisimini
onlemede 6nemli bir rol oynar.

Mandalina yapraginin antioksidan kapasitesi, bir¢cok in vitro ve in vivo calismada dogrulanmistir.
Yapragin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin serbest radikallerle etkilesimde bulunarak yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu aktivite, mandalina yapraginin, viicutta serbest radikal
birikimini engelleyerek hiicrelerdeki oksidatif hasar1 azaltma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, mandalina yapraginin igerigindeki vitamin C, bagisiklik sistemini destekleyerek
inflamasyonu azaltma ve serbest radikallerin yol agtig1 hiicresel hasar1 engelleme kapasitesine sahiptir.

Mandalina yapragmin antioksidan ozellikleri, bu bitkinin saglik alanindaki potansiyel kullanimini
artirmaktadir. Geleneksel tipta, mandalina yapragi, sindirim sistemi sagligi, anti-inflamatuar etki ve
bagisiklik fonksiyonlarini iyilestirme amaciyla kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
mandalina yapraginin antioksidan etkinliginin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet ve
norolojik hastaliklar gibi birgok kronik hastaligin onlenmesinde faydali olabilecegini gdstermektedir.
Ayrica, mandalina yapraginin kozmetik endiistrisinde de kullanimi artmaktadir. Cilt sagligini 1yilestirme,
yaslanma karsit1 etkiler gdsterme ve ciltteki oksidatif hasari onarma gibi 6zellikleri nedeniyle kozmetik
tirtinlerde yer bulmaktadir [5].

II. MATERYAL VE YONTEM

Mandalina yaprag: (Citrus reticulata) Sakarya bolgesinden toplanip ekstraksiyon iglemlemleri
uygulanmistir.

A. Kullanilan Kimyasallar

Antioksidan aktivite degerlendirmeleri igin DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Trolox (+-6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), BHT (Butylated hydroxy-toluene), , etanol,
K4Fe(CN)s:3H20, TCA, FeCl. (Demir(Il) kloriir), FeCls (Demir(Ill) kloriir), ferrozin, hidroklorik asit,
fosforik asit, Folin-Ciocalteu reaktifi, askorbik asit ve NaHPO. gibi kimyasallar Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir.,

B. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bu ¢aligsmada, Sakarya bdlgesinde yetisen mandalina (Citrus reticulata) yapraklarmin iki farkli ¢oziicii
ile ekstraksiyon yontemi uygulanmig ve elde edilen 6zlerinin antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir.
Ilk olarak, mandalina yapraklar1 su ile yikanip yaklasik 40°C sicaklikta etiivde kurutulmus ve bir
ogiitiiclide ince toz haline getirilmistir. Etanol ekstraksiyonu, yaprak orneklerinin etanolde belirli bir siire
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bekletilmesiyle gerceklestirilmis ve ardindan ¢oziiciisii buharlastirilarak 6z elde edilmistir. Ekstraksiyon
sonrasinda, siizme islemi Whatman filtre kagidi araciligiyla yapilmis, elde edilen siiziintii buharlastirt
larak kat1 hale getirilmis ve istenilen konsantrasyonlarda etanolde ¢6ziillip stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Ikinci ekstraksiyon ydntemi olarak, 40C’de kurutulmus yaprak ornekleri alimarak sicak su ile 7 dakika
stireyle demlenmistir.

C. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

Bitkilerin ve standart maddelerin DPPH radikal giderme aktivitesi, Brandt-Williams ve arkadaslarinin
metodolojisine gore belirlenmistir [6]. DPPH ¢ozeltisi etanol igerisinde hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden
alman Orneklere, farkli konsantrasyonlarda (100-500 pg/mL araliginda) bitki ekstraktlart eklenmistir.
Omnekler, oda sicakliginda 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan, absorbans degerleri, bir
spektrofotometre cihazinda 517 nm dalga boyunda olgiilmiistiir. Standart olarak Trolox kullanilmistir.
Deneyler ii¢ kez tekrarlanmig ve her bir dl¢iim i¢in ortalama degerler hesaplanmistir [7]. Absorbans
degerindeki azalma, DPPH ¢ozeltisinin serbest radikal siiplirme aktivitesini yansitmaktadir. DPPH radikal
giderme kapasitesi, agagidaki formiille hesaplanmistir:

DPPH giderim kapasitesi (% inhibisyon) = [(Ac-A1) / Ag] x 100

Ao = Kontrol absorbansin degeri
A1 = Ornegin veya standardinin absorpsiyon degeri

D. Bakur Iyonlarini Indirgeme Tayini (CUPRAC)

Bir cam tiipe, sirasiyla bakir (II) ¢ozeltisi, neokuproin ¢dzeltisi ve amonyum asetat tampon ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan, tiipe antioksidan ¢oOzeltisi ve distile su ilave edilerek iyice karistirilmustir.
Hazirlanan ¢ozeltiler, oda sicakliginda ve agzi kapali olarak 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, drnek icermeyen referans ¢ozeltisi ile karsilastirmali olarak,
450 nm dalga boyunda absorbans dlgiimleri gergeklestirilmistir [8].

E. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Bitki ekstraktlarimin indirgeme kapasitesi, ortamda bulunan Fe** iyonlarinin Fe?*" iyonlarina
indirgenmesi ve FeCls ilavesiyle olusan mavi renkteki kompleks bilesigin absorbans degerinin
Ol¢iilmesiyle belirlenmektedir [9]. Indirgeme kapasitesindeki artig, absorbans degerinin yiikselmesiyle
dogru orantilidir. 100-1000 pg/mL konsantrasyonlari arasinda hazirlanan 1 mL bitki ekstraktlar1 ve
standart madde ¢ozeltilerine, sirasiyla 2,5 mL %]1'lik KaFe(CN)s'3H20 ¢ozeltisi ve 2,5 mL 0,2 M fosfat
tamponu eklenmistir. Cozeltiler, 50°C'de 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan, 2,5 mL %10'Tuk
TCA eklenerek, 3000 rpm'de 8 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlardan
2,5 mL alinarak, esit hacimde distile su ve 0,5 mL %0,1'lik FeCls ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 700 nm
dalga boyunda, deiyonize suya karsi absorbans Ol¢timleri yapilmistir. Tiim analizler {i¢ tekrarli olarak
gergeklestirilmistir.

F. Toplam Fenolik Bilesik Madde Miktar:

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bitki ekstraktinin  hazirlanan  stok
¢Ozeltisinden alinarak, saf su ile karistirilir. Ardindan, %2'lik Na2CO3 ¢6zeltisi ve Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenmis ve karisim, vorteks ile iyice karistirilmistir. Karisim, oda sicaklifinda 2 saat inkiibe edilmistir.
Sonrasinda, absorbans degeri 760 nm dalga boyunda spektrofotometre ile Ol¢iilmiis ve elde edilen
sonuglar, gallik asit esdegerligi (GAE) cinsinden hesaplanmistir [10].
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G.Toplam Flavonoid Bilesik madde miktari

Bitki ekstraktinin stok ¢ozeltisinden alinarak, etanol ile karistirilir. Ardindan, sirasiyla %10'Tuk
aliiminyum nitrat (AI(NOs)s) ve 1M amonyum asetat (NHsCHsCOO) c¢ozeltileri eklenmistir. Karigim,
vorteks cihazinda karistirildiktan sonra, oda sicaklifinda 40 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda, absorbans Ol¢limleri spektrofotometre kullanilarak 415 nm dalga boyunda
gerceklestirilmis ve kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar, kuersetin esdegerligi (QE) cinsinden
hesaplanmistir [11].

I11. BULGULAR
A. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Tayini
Sakarya bolgesinden toplanan mandalina yapragi1 ornekleri, etanol ve su ile ekstrakte edilerek DPPH

serbest radikal giderme aktivitesi degerlendirilmistir. Ekstraktlar, 100-500 pg/mL konsantrasyonlarinda
kullanilmistir. Standart olarak Trolox kullanilmistir. Elde edilen veriler Sekil 1’de sunulmustur.
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Sekil 1. Mandalina yapraginin etanol ve su ekstraktlarinin DPPH serbest radikal kapasitesi

Elde edilen sonuglara gore tiim ekstraktlarin trolox standartina oranla DPPH serbest radikal giderim
aktiviteleri diisiik olmasina ragmen etanol ekstrakti su ekstraktrina oranla yiiksek oldugu gézlenmistir.

B. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Demir iyonlarmin indirgeme tayini yontemi kullanilarak, mandalina yapraginin etanol ve su
ekstraktlarinin  antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu yontem, Fe*" iyonlarinin Fe*'ye
indirgenmesi prensibine dayanmaktadir. Mandalina yapragi etanol ve su ekstraktlarinin indirgeme
kapasitesine iliskin elde edilen sonuglar Sekil 2'de sunulmustur. Sonuglara gore, ekstraktlarin indirgeme
kapasitesinin konsantrasyon ile paralel olarak arttigi gozlemlenmistir. Yapilan testlerde, mandalina
yaprag1 etanol ekstraktlarinin, standart antioksidan madde askorbik asitten daha yiiksek indirgeme
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler, en yliksek indirgeme kapasitesinin etanol
ekstraktlarinda gozlendigini gostermektedir.
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Sekil 2. Mandalina yapraginin etanol ve su ekstraktlarin demir indirgenme kapasiteleri

C. Bakur (II) Iyonlarim Indirgeme Tayini (CUPRAC)

Maddelerin indirgeme giigleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda genellikle dogrusal bir iligki
bulunmaktadir. Bu kapsamda, mandalina yapragindan elde edilen ekstraktlarin ve standartlarin demir
indirgeme kapasiteleri incelenmis ve sonuglar Sekil 3’te sunulmustur. Elde edilen veriler, askorbik asit ile
karsilastirilarak esdegerlik hesaplanmistir. Sonug olarak etanol ekstraktinin su ekstraktina ve standarta
gore yiksek oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3. Mandalina yapraginin etanol ve su ekstraktlarinin bakir iyonlarini indirgeme kapasitesi

D. Toplam Fenolik Bilesik ve Toplam Flavonoid Bilesik Madde Miktar

Ekstraktin toplam fenolik ve flavonoid igerigi, deneysel boliimde belirtilen yontemler kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmis ve etanol ekstraktinin antioksidani demleme ekstraktina gore yiiksek
ciktigin1 gézlemledik. Elde edilen sonuglar Tablo 1'de sunulmustur.
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Tablo 1. Mandalina yapraginin etanol ve su ekstraktlarinin toplam fenol —toplam flavonoid madde miktarlari

Oziit Toplam Fenol Toplam Flavonoit
(mg GAE/Q) (mg QE/g)

Etanol 16,51 8,31

Su 12,35 3,16

IV. TARTISMA

Insan viicudunda kararsiz radikallerin neden oldugu oksidatif stresi ortadan kaldirmanin en dnemli
yollarindan biri antioksidan maddelerin etkinligidir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek
hiicresel hasar1 engelleyebilen bilesiklerdir. Bu maddeler, viicutta dogal olarak {iretilebildigi gibi,
disaridan besin yoluyla da alinabilirler. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar, serbest radikalleri
temizleyici olarak gorev yaparak viicudun savunma sisteminin etkinligini artirir ve bdylece cesitli
hastaliklarin risklerini azaltir.

Bu baglamda, bu ¢alismada Sakarya Bélgesi'nden mandalina yapraklar1 toplanmustir. iki farkli ¢oziicii,
su ve etanol ile ekstraksiyon yontemi uygulanarak hem demleme hem de etanol ekstraktlari elde
edilmistir. Elde edilen bu ekstraktlar, DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi, bakir (II) iyonlarmi
indirgeme (CUPRAC), indirgeme kapasitesi, toplam fenolik madde tayini ve toplam flavonoid madde
tayini yontemleriyle test edilmistir. Literatiirde de bu konuda ¢alismalar mevcut olup narenciye tiirlerinin
kabuklar1 ekstraktlar1 incelendiginde DPPH ve ABTS degerleri arasinda yiiksek korelasyon olup bunu
toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri destekledigi gdzlenmistir [12,13]. Buradaki ¢alismada da
mandalina yapraklarinin etanol ekstraktlarinin uygulanan tiim antioksidan metodlarda su ekstraktlarina
oranla daha yiiksek ve artan konsantrasyonlaral antioksidan 6zelliklerinin arttig1 ve bununda toplam fenol
ve flavonoid miktarlari ile orantili oldugu belirlenmisti. Bu sonuclar literatiirdeki ¢aligmalarla benzerlik
igerisindedir.

V.SONUCLAR

Bu calismada, Sakarya bolgesinde yetistirilen mandalina (Citrus reticulata) yapraginin etanol ve
demleme ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri farkli yontemle karsilagtirilmistir. Kullanilan yontemler
arasinda DPPH radikal giderme testi, demir indirgeme kapasitesi, Bakir (II) iyonu indirgeme (CUPRAC),
toplam fenolik madde tayini ve toplam flavonoid madde tayini yer almistir. Bu calismada elde edilen
sonuclar uygulanan tiim metodlar da genel olarak mandalina yapraginin etanol ekstraktinin su ekstraktina
gore daha yiiksek oranda antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
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