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(zet: Himik maddeler (HS'ler) uzun siiredir aras tirilmaktadir ve glinimiizde hala insanligi s as irtmayi

bas armaktadir. Yapilan son aras tirmalara gére 6 nceden bilinen etkilerinin yani sira antioksidan 6 zelliklere
de sahipler. Ancak bu 6 nceki aras tirma, farkli is lemlerde ekstrakte edilen/Uretilen fraksiyonlarin
antioksidan etkisindeki farki incelemez; zaman igndeki renk degis iminin 6lgimudne dayal analizi yanlig layan
hidmik maddelerin 1s 1k emilimini dikkate almazlar . Mevcut @lis mada, leonarditten H2S fraksiyonlari elde
edilmis olup, ekstraksiyon is lemleri endustriyel 6 Igkte de uygulanabilmektedir. Fraksiyonlar, kendi
Ozutlenmis numunelerimizin Uluslararasi Himik Maddeler Dernedi (IHSS) standart numunelerine benzer

O zelliklere sahip oldugunu kanitlamak ign temel analiz, UV-Vis ve FT-IR spektroskopileri ile karakterize edildi.
Farkli H2S fraksiyonlama y6 ntemleri, elemental biles imi ve spektral ¢ zellikleri etkiledi. Antioksidan etki,
hamik, fulvik ve himatomelanik asitlerin antioksidan etkinligini taramak ign DPPH y6 ntemi kullanilarak

aras tirildi . Ek olarak, DPPH y6 ntemine gore farkli s ekillerde ekstrakte edilen hiimik maddelerin
antioksidan etkisinin daha kapsamli bir resmini elde etmek ign sonudarimizi IHSS standart 6 rnekleriyle

kars 1las tirdik. Sonudarimiza gore, ekstraksiyon yo ntemi fraksiyonlarin sadece fiziko-kimyasal 6 zelliklerini
degil, ayni zamanda serbest radikal yakalama aktivitesini de etkiler.

Anahtar Kelimeler: hiimik maddeler; antioksidan; hiimik asit; fulvik asit; himatomelanik asit;
leonardit; radikal sipirme aktivitesi; DPPH; gkarma

1. Girig

Uluslararasi Humik Maddeler Dernedi (IHSS) tarafindan bildirildigi Gzere himik
maddeler (HS'ler), ©klu daglimli malzemelerin karmas 1k ve heterojen karis imlaridir.
Bitki ve mikrobiyal kalintilarin girimesi ve dogal dénis Umu sirasinda humifikasyon adi
verilen bir surege biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonlarla toprakta, tortuda ve dogal
sularda olus urlar [1]. Himik maddeler, toprak ve sudaki dogal organik maddenin (NOM)
yani sira gol @keltileri, turbalar, kahverengi k6 murler ve leonardit gibi jeolojik organik
birikintilerdeki ana biles enleridir.

IHSS'nin operasyonel tanimina gdre, himik maddeler farkh @ ztunurlukteki do rt
fraksiyona bdé ltnebilir . Humin, himik asitler (HA), fulvik asitler (FA) ve alkolde @ zUnuUr
himatomelanik asitler (HY) gibi. Her fraksiyonun farkh 6 zellikleri vardir; tekdize bir molekiler
yapliya sahip dedillerdir ve sadece fonksiyonel molekul gruplari benzer s ekilde davranir [2].
HUmik maddelerin tam biles iminin ké kenlerine (toprak, turba, leonardit, su veya hava),

konuma ve ekstraksiyon teknolojisinin tirtne bagli olarak farkhlik g6 sterdigine dikkat etmek 6 nemli

Fraksiyonlar, biles imdeki farklliklardan dolayi farkli 6 zelliklere sahip olabilir ve farkli
oranlarda farkli fonksiyonel gruplar veya benzer fonksiyonel gruplar ierebilir.

HUmik maddeler fraksiyonlarinin ayrilmasi ign @s itli yo ntemler vardir. IHSS

yo ntemleri en saf kesirlerden birini verir; ancak, prosedurler karmas 1k, @k adimli,
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endustriyel miktarlarda uygulanmasi pahali ve zordur. Aras tirmamizin amadarindan biri, daha buyuk,
endustriyel 6 I@kte gkarilabilecek fraksiyonlar Gretmektir. Fraksiyonasyon is lemlerinin iki blytk
ekstraksiyon grubu (alkali ve asidik) Gzerindeki etkileri, fraksiyonlarin kompozisyonunu nasil degis tirdikleri
ve hepsinden 6 nemlisi fraksiyonlarin antioksidan 6 zellikleri ile de ilgilendik. Fraksiyonlarin gida endustrisi
glvenlik amadari ign incelenmedigine dikkat etmek ¢ nemlidir; bu nedenle burada sunulan ekstraksiyon
prosedurleri, gida guvenlig agsindan numunelerin ayrilmasini saglamaz.

Humik maddelerin bu genis s itliliginden dolayl hemen hemen her tarim alaninda kullanilmaktadirlar.
Aras tirmalar himik maddeler kullanmanin bitki buytimesini ve oksijen tag inimini uyarabildigini,
solunumu ve tohum ¢mlenmesini hizlandirdigini ve besinlerin bitkiler tarafindan verimli bir g ekilde
kullaniimasini tes vik ettigini go stermektedir [3]. Hayvancilikta himik maddelerin kullaniimasinin birpk
avantaji vardir; besin emilimini artirabilir, blytimeyi diizenleyebilen sindirim fonksiyonlarini hizlandirabilir
ve antiviral veya antibakteriyel etki ile sonudanan metabolizmay: etkileyebilir [4]. Birpk @lis ma himik
maddelerin inflamasyonu 6 nleyebildigini, badis 1klik sistemini uyarabildigini ve toksik maddeleri absorbe
edebildigini g6 stermis tir [5].

Bildigimiz kadariyla himik maddeler en az binlerce yildir insan uygulamalari ign kullaniimaktadir.
Birpk aras tirmaya dayanarak, himik maddelerin antiviral, anti enflamatuar, agr metal s elatlayici,
antimutajenik, antitimor, antioksidan ve fotokoruyucu 6 zelliklere sahip oldugu bulunmus tur [ 6]. Bu
O zellikler, himik maddelerin genleri veya iyon degis imini dizenleme, stres reaksiyonlarini module etme
ve farkli sinyal iletim strederini aktive etme gibi hiicresel ve fizyolojik etkileriyle baglantilidir [7]. Serbest
radikalle ilis kili hastaliklar (6 rnegin, obezite, kardiyovaskuler hastalik ve maligniteler) dinya @pinda
insan yas aminda hala  nemli bir rol oynamaktadir ve hiimik maddeler bu hastaliklari ¢ nlemek ign iyi bir
alternatif olabilir [8].

Badmsiz olarak var olabilen ve es les memis bir elektron ieren her molekuler tlre serbest radikal
denir. Antioksidanlar, ana serbest radikal temizleyicilerdir, blyuk olasilikla reaktif oksijen tirleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tirleri (RNS) temizleyicilerdir.

Bu serbest radikal sipuricu molekuller, radikallerin hiicresel hasar verme kapasitesini geciktirebilir,
azaltabilir veya inhibe edebilir [9]. HS'lerin neden bir antioksidan etkiye sahip olabilecegd sorusu
ortaya gkabilir. Birinci neden, @gunlukla bitki artiklarindan olus malari ve bitkilerin antioksidan
molekuller tretebilmeleridir. Bu molekuller zamanla himik maddelerin yapisinda kismen veya
tamamen olus ur. I kincisi, hiimik maddelerin kimyasal yapisi bu soruyu cevaplayabilir. Kimyasal
yapilari itibariyle kinon ve semikinon gruplarina sahip polihidroksi karboksilik asitlerdir. Bazi
aglardan, flavon iskeleti denilen yapinin hidroksi gruplari tarafindan klu ikame edildigi flavonoid
fenollere benzerler. Bununla birlikte, antioksidan 06 zelliklerden sorumlu oldugu bilinen bir kinoid
yaplya da sahiptirler [10]. Himik maddelerin bu ¢ zellikleri, hem klasik analitik yé ntemlerle (redoks
titrasyonlari) hem de enstrimantal analitik 6 Iggmlerle (Elektron paramanyetik rezonans, ESR) [11-
13] bir dizi bilimsel yayinda zaten gé sterilmis tir.

Antioksidan kapasitenin (AOC) kantitatif tayini ign artan bir talep vardir, bu
nedenle son yillarda bir@k analitik prosedur ve 6 Igim sistemi gelis tirilmis tir. AOC
6lgm y6é ntemleri iki ana gruba ayrilabilir. Birinci grup elektron geqs li (6rn. 2,2-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal-tutucu; ferrik indirgeyici antioksidan gu¢(FRAP);
bakir indirgeyici antioksidan aktivite (CUPRAC)) esashdir ve ikinci grup igrir hidrojen
atomu transferine dayal yo ntemler (6 rn., oksijen radikal absorbans kapasitesi
(ORAC); foto kemilli minesans (PCL); toplam radikal tutucu antioksidan potansiyeli
(TRAP)) [14].

Farkli yd ntemlerle 6lgilen humik maddelerin antioksidan 6 zelliklerinin karakterizasyonu ile ilgili
olduka iyi makaleler vardir; ancak, bildigimiz kadariyla , leonardit fraksiyonlari sistematik olarak
aras tirlmamig tir. Avvakumova ve ark. [15] standart kos ullar altinda 1,4-dioksanin (I) radikal zincirle
bas latilan oksidasyonunu kullanarak himik maddeler fraksiyonlarinin antioksidan aktivitesini (AOA)
Olerek peloidlerden ekstrakte edilen himik maddeleri inceledi . Khil'Ko ve ark. [16], linyit k6 mUrtinden
HA gkarmis lar ve dimetil stlfoksit (DMSO) @ zeltisi ignde azobisobutironitril (AIBN, reaksiyon bas laticr)
tarafindan bas latilan kimen ve etilbenzenin sivi faz oksidasyonunu incelemis lerdir.
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genis konsantrasyon aralidl. Zykova ve ark. [17] ayrica turbadan ekstrakte edilen HA'nin antioksidan 6 zelliklere
sahip oldugunu elektrokimyasal & Igimler ve DPPH yd ntemi ile kanitlamaya @lis mis lardir. Karadirek ve ark. [18]
farkli gm kaynaklarindan elde edilen HA 6 rneginin toplam AOC'sini farkli yé ntemler (CUPRAC; Folin-Ciocalteu

y6 ntemi, FC; QUENCHERCUPRAC; QUENCHER-FC gibi) kullanarak aras tirdi. Sonudarina gére, her yé ntem HS'lerin
AOC'ye sahip oldugunu kanitlayabildi, ancak bu sonudari ilis kilendirmek zor. Klein ve ark. [19], farkli kaynaklardan
(toprak, turba, dodal su ve ké mur) elde edilen HA ve FA numunelerinin her biri ign AOC'yi 6 Ignek ign ORAC y& ntemini
kullandi . Karasal kaynaklara (turba, toprak) ilis kin verileri, FA'larin ayni kaynaktan izole edilen HA'ya kiyasla @k
daha yuksek AOC degerleri ile karakterize edildigini gé stermektedir . HA'nin antioksidan etkisi elektrokimyasal
deneylerle de belirlenebilir. Aeschbacher ve ark. [20] , hiimik maddelerin AOC'si hakkinda bilgi elde etmek ign himik
maddelerdeki elektron veren kisimlardan @lis an elektrotlara elektron transferi saglamak ign aracili elektrokimyasal
oksidasyonu (MEO) kulland!. Verrilo [21], antioksidan ierigi hakkinda bazi bilgiler elde etmek ign TPC (Toplam Fenolik

1 @rik) yo ntemini kullanmus tir.

HUmik maddeler érneklerinin TPC'si ile antioksidan kapasiteleri arasinda gudqu bir ilis ki
buldular. Yani himik maddeler 6 rneklerinin antioksidan aktiviteleri lignin fragman irigi ile
ilis kilidir. Smirnova ve ark. [22] aktif asidik gruplarin (-COOH, fenolik -OH) mevcudiyeti ile
antioksidan aktiviteyi incelediler . Sonudari, HA'nin hidrokarbonlarin radikal oksidasyonunda
antioksidan aktivite ve C vitamini oksidasyonunda pro-oksidan 6 zellikler sergiledigini
gOsterdi. Nikolaev ve ark. [23] standart ve ticari olarak mevcut HA (Suwannee Nehri) ve FA
(Suwannee Nehri) 6 rneklerini 6 Ignis tir. Numunelerin AOC'si, HA varliginda radikal katyon
ABTS'nin ((2,2-azyno-bis-(3-etilbenztiazolin-6- stlfonik asit) diamonyum tuzu) 734 nm'de
absorbansindaki azalma olarak 6 1qildu ve 4-10 mg/mL konsantrasyon araligindaki FA
numuneleri Farkli pH seviyelerinde elde edilen sonudar, artan pH ile HA ve FA AOC'de 6 nemli
bir artis gosterdi.

3,75'ten 6,80'e.

Serbest radikal yakalama aktivitesini 6 Ignek ign en yaygin yé ntemlerden biri, DPPH
radikallerinin indirgenmesine dayanan DPPH y6 ntemidir. Bu nedenle, fraksiyonlarimizin ve
bazi referans numunelerimizin serbest radikal yakalama kabiliyeti ve burada 6 Igilen himik
maddelerin fizikokimyasal 6 zellikleri ile korelasyonu hakkinda bir fikir edinmek ign bu
y6ntemi seg¢ik . Calis mamizda himik maddeler hakkinda daha genis ve derin bir anlayis
ign himik maddeler fraksiyonlarinin alkali ve asidik ekstraksiyon yo ntemlerini ve fraksiyonlarin
antioksidan etkisini kars ilas tirmaya @lis 1yoruz. Kullandigmiz hammadde, dogal olarak
yuksek miktarda H2S (>%70) ieren Leonardit olarak adlandirilir .

2. Sonudar ve Tartis ma

2.1. Ekstraksiyonlar

Ekstraksiyonlardan sonra alti farkli numune arti satin alinan U¢IHSS numunesi elde ettik. TUm numune adlari

Tablo 1'de yer almaktadir.

Tablo 1. Orneklerin isimleri, kisa isimleri, ekstraksiyon yé ntemi ve ham maddesi.

Kesrin Adi Kisa Adi (Kod) Ekstraksiyon Y& ntemi Hammadde
IHSS Humik asit IHSS HAP (15103H) IHSS Turba
IHSS HUmik asit IHSS HAL'I (15104H) IHSS Leonardit
IHSS Fulvik asit IHSS FAP (25103F) IHSS Turba

HUmik asit al-HA alkali Leonardit
Fulvik asit al-FA alkali Leonardit
Himatomelanik asit al-HY alkali Leonardit
Humik asit ve-HA Asitlenmis Leonardit
Fulvik asit ve-FA Asitlenmis Leonardit

Himatomelanik asit ve-HY Asitlenmis Leonardit
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2.2. Element Analizi

Elemental kompozisyon verileri Tablo 2'de 6 zetlenmis tir. HA ve FA numunelerimizde
Olgilen C, H, N, S ve O miktarlari, IHSS standart numunelerininkine benzer. Sonudarimizi, Rice ve
MacCarthy [24] tarafindan degerlendirilen yuzlerce HA ve FA numunesinin element biles imiile
kars ilag tirdigmizda, numunenin O igriginin aralik ignde oldugunu gé rebiliriz (HA fraksiyonlari
ign: agrlik@ %7,93-56,6 ve FA ign fraksiyonlar: agrlik@ %16,9-55,88). Tablo 2'deki atomik oran
verileriign de ayni s eyi soyleyebiliriz, ginkii HA'nin H/C orani 0,08 ile 1,85 arasinda, FA'ninki 0,77
ile 2,13 arasindadir; HA'nin O/C oranlari 0,08 ile 1,2, FA'ninki ise 0,17 ile 1,19 arasindadir.

Tablo 2. Crneklerin elementel analiz sonudari. C, H, N, O ve S'nin kitle igrigi oldugu ve farkli atomik oranlarin, kendi

kendine gkarilan numuneleri IHSS numuneleriyle kars 1las tirmak ign go sterildidi yerde.

Element Biles imi (% agirhk) Atomik Oranlar

Grnek
C H N S odiff H/C o/C oN

Leonardit ac- 61,79+0,15 6,95 + 0,02 1,68 +£0,041,22+0,031,65 + 28,38 1,34 0,34 42,89
HA ac-FA 49,11 £1,41 5,61+0,12 0,04 0,85+ 0,06 2,97 £ 0,01 42,78 1,36 0,65 34,71
40,19+0,12 5,38 + 0,09 4,02 + 0,01 47,44 1,60 0,89 11,66
ve-HY 38,21 +1,23 520+0,2 0,96+0,061,11+£0,58 54.52 1.62 1.07 46.42
al-HA 45,03 +1,33 6,17+ 0,19 0,70+ 0,03 0,38+0,03 47.72 1.63 0.80 75.02
al-FA 40,70+ 1,17 5,37 +0,03 0,98 £ 0,05 1,30 £ 0,56 51.65 1.57 0.95 48.43
al-HY 38,43 £ 0,97 4,2+0,5 1,78 £ 0,09 2,31 +£1,01 53.28 1.30 1.04 25.18
IHSS HAP 56.37 3.82 3,69 0,71 37.34 0,81 0.50 17.82
IHSS HAL 63.81 3.7 1.23 0,76 31.27 0,69 0,37 60.50
IHSS FAP" 51.31 3.53 2.34 0,76 43.32 0,82 0,63 25.57

Sonudarin genel egilimi, HA, FA ve HY fraksiyonlarinin karbon igriginin azalmasi ve oksijen igriginin
artmasidir. Bu, IHSS numunelerinde de agk@ go rilmektedir. Ancak, kendi 6zU gkarilan numuneler ile
IHSS numuneleri kars 1las tinldiginda farkhhklar gérilebilir . Kendi 6 zi gkarilan numuneler ign, C biraz
daha dus ukken, H i@rigi yuzde birkagdaha yuksektir. N ve S ytzdeleri kabaca aynidir.

Fraksiyonlarimizin oksijen i@rigi IHSS numunelerinden daha ytiksektir ve alkali ekstraksiyondan
elde edilen numunelerin bu degerleri asidik ekstraksiyondan daha yUksektir.

Al-HA ve al-HY benzer miktarlarda C igrir, ancak al-HY'de O daha fazladir. Al-FA daha dus Uk
miktarda C igrir, ancak O i@rigi en yuksektir. Ac-HA, ac-FA veya ac-HY'den biraz daha yuksek bir C
i@rigine sahiptir, ancak O i@rigi 6 nemli 6lgide daha diis Uktur. Bu sonudar Stevenson ve ark.'nin
@lis masiyla uyumludur. [25]. Ayrica al-HA, ac-HA'dan daha az O igrir, ancak bu s as irtici
dedildir, @inkd oksijenli gruplar metal koordinasyonunda 6 nemli bir rol oynar [25,26].

Elemental analizin sonudari, asitle ekstrakte edilmis fraksiyonlarin, alkali ekstraksiyonla elde
edilen fraksiyonlardan (%0.7 ile 1.78 arasinda) daha yiksek nitrojen ig@rigine (%0.96 ile %4.02 arasinda)
sahip oldugunu g6 stermektedir. C/N oranlarinin degerlerini de kars ilag tirabiliriz.
Leonarditten ekstrakte edilen HA'nin C/N orani (her iki ekstraksiyon yé ntemi ign) turbadan
ekstrakte edilen IHSS HAP'iInkinden (C/N orani: 17,82) daha yuksektir (34,71 ile 68,35 arasinda).
Bu, turbadan gkarilan fraksiyonlarin genellikle daha yiuksek nitrojen igridgine sahip oldugu anlamina gelir.
FA fraksiyonlarina bakildiginda, literatlriin @gu, bu fraksiyonun C/N orani ign HA'dan daha yuksek
bir degere sahip oldugunu ileri sirmektedir, bunun nedeni dis Uk N i@ridi ve nispeten ylksek C
i@rigidir [27-29]. Bu ilis ki, turbadan gkarilan numunelerde (iki IHSS numunesi) gé zlemlenebilir;
ancak leonarditten gkarilan numuneler ign durum boéyle dedildir; bu oran tersine d6 ndu.

Tam FA fraksiyonlari, ilgili HA'dan daha yulksek bir O/C orani gé sterir ve bu, Stevenson ve
digerleri tarafindan gé zlemlenen egilimi dogrular. [25]. Alkali ile ekstrakte edilmis al-HA'nin O/C
orani, asidik kars iliklarindan daha yuksektir. Alkalin ekstraksiyonlu fraksiyonlarin H/C oranlari
dikkate alindiginda, genellikle asit ekstraksiyonlu numunelerden daha yuksektir. Ancak, her iki
ekstraksiyondan alinan numuneler ign H/C orani, IHSS standart numunelerinden daha ytiksektir.
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HY fraksiyonlari genellikle en yuksek O ierigini ve en dis uk C miktarini goésterir. Bu
nedenle O/C oranlari HA ve FA fraksiyonlarindan daha yuUksektir. H/C oranlarina
bakildiginda bu fraksiyon (her iki ekstraksiyon y6 ntemi ign) en ylksek degere ulas maktadir.

2.3. FT-IR Spektroskopisi

Orneklerin FT-IR spektrumlari § ekil 1'de verilmis tir. Literatur verilerine gére yorumlanabilirler [27].
1040 cm-1 civarinda ortak keskin ve yogun bantlar ieren kendi kendine ekstrakte edilmis tim numunelerin
spektrumlari, polisakkaritlerin veya polisakkarit benzeri maddelerin ve/veya silikat safsizliklarin Si-O badlarinin
CO gerilmesine atanir .

CO'ya atanan 1218 cm-1'deki bant, aril eterlerin ve fenollerin gerilmesidir. 1420
cm-1'deki bir zirve , bir OH deformasyon gerilmesidir ve CO, fenolik OH gruplarinin
gerilmesidir. 1610 cm-1'deki bir pik, aromatik halkalardaki C=C baglarinin gerilmesine
atanabilir, ancak konjuge karbonil gruplarinin C=CO titres imleri 1600 cm-1'de
tamamen g6z ardi edilemez . 1710 cm-1'deki bant, karboksilik gruplarin C=0
gerilmesine kars 1lik gelir . (tfraksiyonun diger ortak bantlari, hidrojen bagli
COOH'nin OH gerilme titres imlerinden kaynaklanan 2850 ve 2930 cm-1 civarindadir.
FT-IR spektrumlari, burada incelenen numunelerin esas olarak inorganik biles enlerin i@ridi agsindan farklilik
g0 sterdigini go stermektedir .

Esneme titres imi agsindan kendinden ekstrakte edilmis numunelerin
spektrumlarinda @k fazla fark yoktur . Temel farkhliklar parmak izi bdlgesindedir.
Tamamen 6rtis medikleri varsayilabilir, ancak ayni veya @k benzer bir esnemeye
ait olabilirler. Ornegin, 1034 cm-1'deki bant alkali numuneler ign gé riiniir, ancak asit
numuneler ign 1044 cm-1'e kayar. CO gerilmesine atanan her bant, polisakkaritlere

veya polisakkarit benzeri maddelere ve/veya silikat safsizliklarinin Si-O'suna aittir.
Ayni durum 1400-1420 cm-1 1608-1622 cm-1 ve 1706-1,720 cm-1 bantlari ign de

geerlidir; asidik ve alkali fraksiyonlar ign farkhdirlar.

Farkliliklar bir veya iki ayri spektrumda bulunabilir. 920 cm-1'deki bant sadece
al-HA'da gd rulebilmektedir; polisakkaritlerin CO gerilmesine atanir. 1128 cm-1'deki
bant, yalnizca asitle ekstrakte edilmis numunelerin 6 zelligi olan ikincil alkollerin
ve/veya eterlerin CO gerilmesi olan al-FA fraksiyonunun spektrumunda gd rulebilir.
1214 cm-1'deki bant sadece al-HY ve al-FA fraksiyonlarinda g6 zlendi. 2850 ve 2930
cm-1'deki zirveler FA'lara 6 zgU dedgil, diger fraksiyonlar igndir. HA'lar, 3620 cm-1'de
kaolinitin varligini gé steren benzersiz bir banda sahiptir . 700 cm-1'in altindaki dalga
sayllarindaki bantlar ve omuzlar mineral maddeye atfedilir.

IHSS ve bizim numunelerimiz arasindaki temel fark, IHSS numunelerinin
spektrumlarinin, esas olarak daha hassas ve karmas 1k ekstraksiyon sureci nedeniyle
daha temiz fraksiyonlar nedeniyle daha temiz olmasidir . Parmak izi aralig o kadar
karakteristik dedildir, bu da kendi kendine gkarilan numuneler kadar @k mineral
i@rmedigi anlamina gelir. Diger fark, OH £PAgHNR Yl RSPSH I EDIAGL) @ biderien
civarindaki bantlardir. Ana benzerlikler, 1230 cm-1 1400 cm-1 civarindaki bantlar,
2600 cm-1'deki bukulrié&eisterjdrv gk dpik), 2850 cm-1

, ve 2930 cm-1[30,31].
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2930 cm-1 [30, 31].

100
90
80
70
R ®
g ac-FA g/ L
I £ 50 al-|
=S —ac-HA £
& € a0 —al-HA
a
£ —ac-HY £
E 30 1608 —al-HY
£ - |
20 - i 1
- X C.ut) 2852 1400 1034]
10 2858 Y S——11% 10 3604 2932 T 5o ‘
|3618 2926 1706 [1622]1460] 1420 5 1720, [1210] [1128]
0
4000 3700 3400 3100 2800 2500 2200 1900 1600 1300 1000 700 400 4000 3700 3400 3100 2800 2500 2200 1900 1600 1300 1000 700 400
Wavenumber (cm) Wavenumber [cm™)
(a) (b)
1705 1617 1721
vy A .
3392\ 1225 k )
Ty 2913 1622
, 7 _

3408 3231
Y0 293

1231

r . : - - . . . ; : ; - . - - - ; ‘ ’ ‘ .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 100 1000 500
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm') Wavenumber (cm’")

()

Y YR RRYHSS RIS A
ke AN R R 8 B

RS ‘ '
Y BRRIAIh P SRk AR SREKSHP WIS Fyesisy k&ﬂﬁ%r&&?% Aiges s TgkvsR 6‘#?15‘3&‘?%5%59&’?\‘%@” HY

olabilir. HY'nin spektroskopik aradarla ayirt edilebilecedi go rillyor. FA ve spektroskopik aradar arasindaki
spektroskopik fark kolayca ayirt edilebilir. FA fraksiyonlari arasindaki spektroskopik fark da agktir, HA
fraksiyonlarinin spektrumu istikrarh bir s ekilde artarken ve HA fraksiyonlari da agktir, HA fraksiyonlarinin
spektrumu azalan dalga boyu ile sabit bir s ekilde artarken, FA fraksiyonunun spektrumu bas lar. azalan dalga
boyu ile @k daha fazla yikselirken , FA fraksiyonununki @k daha keskin , keskin ve dik bir s ekilde ylkselmeye
bas lar. Kendinden ekstrakte edilmis numuneler ile IHSS arasindaki farklar ve keskin bir s ekilde. Self-extracted
6rnekler ile IHSS 6 rnekleri arasindaki farklar  nemli degildir. 6 nemli degil.

Farkli dalga boylarinda 6lgilen gs itli absorbans degerleri oranlari hesaplanabilir Farkli dalga boylarinda
Glgal e el rith igbsier N E 6 adpmaryvioaaroheskyl e abrlinn 84k ferk 2 &3 ket Rldagek stalikgibinmn alerarde i d eddp
Tablo 3'te 6zetlenmis tir. E4/E6 orani, kesirlerin bazi ¢ zelliklerinin gkarilabilecedi bir con'dur. E4/E6 oraninin,
himik maddelerin yogunlas ma ve aromatiklik derecesi ve humifikasyon derecesi ile ters orantili oldugu kabul
edilir [25,29]. hiimik maddeler ve nemlendirme derecesine [25,29].

E2/E3 orani, E4/E6 oranina benzer s ekilde molekiler boyut [33,34] ile ilis kilidir. E2/E3 orani, E4/E6 oranina benzer s ekilde molekdler boyut [33,34] ile ilig kilidir .
HA'lar ign E2/E3 orani genellikle <5.0'dir, oysa FA'larinki 6.0 ila 8.5 arasindadir. HA'lar ign E2/E3 orani genellikle <5.0, FA'lerinki ise 6.0 ila 8.5 arasindadir [35,36].
[35,36]. UV sogurma orani indeks degerleri (URI), UV sogurma orani indeks degerleri (URI), UV sogurucu fonksiyonel gruplar ile sp2 - UV
sogurucu fonksiyonel gruplar arasindaki hibridize oranlar gibi doymamis badlar arasindaki géreli oranlar hakkinda bilgi sadlar. ve
aromatik halkalardaki sp2- karbon atomlari gibi doymamis badlar . aromatik halkalarda hibritles mis karbon atomlari.

Tablo 3'teki HA & rneklerinin E4/E6 oranlari 3.1-5.5'tir ve bu, Tablo 3'teki HA & rneklerinin E4/E6 oranlari 3.1-5.5'tir, bu da literatiir verileriyle
ilig kilidir [29,33-36 ], HA fraksiyonlarinin daha biiyiik molekiillere, daha kalitel, literatar verilerine sahip oldugunu gésterir [29,33-36], HA
Jgﬁk%%wmmg#%%p&gg”ere, daha kaliteli kararli yapiya ve uygun nemlendirme derecesine sahip oldugunu go sterir. saglamlik, kararl

FA 6 rneklerinin E4/E6 oranlari 12.0 ile 15.5 arasindadir ve bu da literatur verileriyle
uyumludur [29,33-36]. Bu, FA fraksiyonlarinin s unlardan olus tugunu goé stermektedir:



Machine Translated by Google HY'nin Uler boyutu, E4/E6 oranindan elde edilen bulgu ile tutarl olan HA ve FA
numuneleri arasinda yer almaktadir.
URI orani degerlendirildiginde en kugik degerler (1,2-1,4) HA fraksiyonlarina aittir. HA
fraksiyonlari, en az miktarda UV emici fonksiyonel gruba ve/veya doymamis olanlara sahiptir.
Molekdiller 2022, 27, 6334 tum fraksiyonlarin karbon badlari. Dolayisiyla, fonksiyonel gruplarin ve/veya doymamis badlarin yogunlugu HA s
fraksiyonunda en kigiktar, ginkd URI orani UV soguran fonksiyonel gruplar ve badar (ve bunlarin yogunlugu) ile dogru
orantilidir. 1.6 ve 1.7 degerleri ile HY fraksiyonlari yine HA ve FA arasindadir. Ayrica yine FA, HA ve HY fraksiyonlarindan

daha kigik molekillere sahiptir. HY 6 rneklerinin E4/E6 oranlari, HS'nin Ggfraksiyonu ign 1.5 ile 2.1 arasindaki en

yuksek orandir. Bu 6lgilen degerler 10.7 ve 10.2'yi kabul eder, bu da HY fraksiyonu molekuler boyutunun HA ve FA
arasinda oldugunu s6ylememize izin verir . literatirde bulunanlarla [25,29,33-36].
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S ekil 2. IHSS numuneleriyle kars 1lag tirma ign leonarditten elde edilen farkli HS fraksiyonlarinin UV-Vis spektrumlart: (a)

asitle ekstrakte edilmis fraksiyonlar, (b) alkali ekstraksiyondan elde edilen fraksiyonlar, (c) IHSS standart numuneleri.

Tablo 3. IHSS numuneleri ile kars 1las tirma ign leonarditten H2S fraksiyonlarinin farkli dalga boylarindaki absorbans

degderlerinin orani olarak hesaplanan spektrofotometrik go stergeler .

E4/E6 Orani E2/E3 Orani | URI Sistemi |

ac-HA 3,1 2.3 1.3
ac-FA 12,0 6,8 2,0
ac-HY al- 10,7 4,7 1,6
HA al- 42 2,5 12
FA al- 13,3 5,4 2,1
HY 10,2 438 17
IHSS HAP 5,5 2,7 1,4
IHSS HAL 53 2,5 13
IHSS FAP' 15,5 44 15

! E4/E6 = Abs465 nm/Abs665 nm; E2/E3 = Abs250 nm/Abs365 nm; URIL = Abs210 nm/Abs254 nm.
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E2/E3 oranlarindan da benzer sonudar gkarilabilir. HA numunelerinin E2/E3 oranlari
2,3-2,7 idi ve bu karakteristik parametre , E4/E6 oraniile ayni s ekilde molekuler boyut ile
ters orantili oldugundan, bu, HA numunelerinin blayik molekdllerden olus tugunu dodrular.
FA numunelerinin E2/E3 oranlari 4.4-5.4 idi ve bu, FA numunelerinin HA numunelerinden
daha kigik molekillerden olus tugunu dogruladi. HY numunelerinin E2/E3 oranlar1 4.7-4.8
idi, bir s ekilde HA ve FA'ninkiler arasindaydi, bu nedenle HY'nin molekiler boyutu , E4/E6
oranindan elde edilen bulgu ile tutarli olan HA ve FA numuneleri arasinda yer almaktadir. .

URI orani degerlendirildiginde en kiqik degerler (1,2-1,4) HA fraksiyonlarina aittir. HA
fraksiyonlari, tim fraksiyonlar arasinda en az miktarda UV emici fonksiyonel grup ve/veya
doymamis karbon badina sahiptir. Dolayisiyla, fonksiyonel gruplarin ve/veya doymamis
bagdlarin yogunlugu HA fraksiyonunda en kagikttr, ¢inki URI orani UV soduran fonksiyonel
gruplar ve badlar (ve bunlarin yogunlugu) ile dogru orantilidir . 1.6 ve 1.7 degerleri ile HY
fraksiyonlari yine HA ve FA arasindadir. Ayrica, yine FA, HS'nin Ggfraksiyonu ign 1,5 ile 2,1
arasinda en yuksek orana sahiptir. Bu ¢lgilen degerler literatirde [25,29,33-36] bulunanlarla
uyumludur.

2.5. DPPH Metodu ile Test Edilen Serbest Radikal Supurme

Aktivitesi Farkli H2S fraksiyonlarinin DPPH radikal ayris masi Gzerindeki inhibitdr
etkisine ilis kin deneysel veriler Tablo 4'te go sterilmektedir. DPPH testlerinin verileri,
hazirlanan materyallerin radikal sipurme aktivitesine sahip oldugunu agk@ go stermektedir,
@inkt DPPH radikalinin ayris masini etkili bir s ekilde engellediler.

Tablo 4. IC50 degerleri olarak ifade edilen farkli hiimik maddeler fraksiyonlarinin DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi .

IC50 Degerleri 2 pg/mL

ac-HA 260
ac-FA 400
ac-HY al- 200
HA al- 180
FA al-HY 310
190

THSS HAL 57
IHSS HAP 53
IHSS FAP"I 326

21C50, DPPH radikallerinin %50 oraninda temizlendigi etkili H2S konsantrasyonudur.

Daha 6 nce de belirttigimiz gibi, mor DPPH radikalinin absorbansinin ¢ Igildagu
517 nm'de ( bkz . bu nedenle Celiz ve ark.'nin d nerdigi s ekilde bir diizeltme yapmak
zorunda kaldik . [37]. Teste go re sadece numuneleri degil, ayni zamanda test
karis 1imlarinda bulunan ayni konsantrasyonlarda 517 nm'de H2S @ zeltilerinin 1s 1k
absorpsiyonunu da 6 I¢lk. Self-absorbans degerleri, 6Idilen absorbanstan gkarildi.

renk numunesi soliisyonlarinin rahatsiz edici etkisini ortadan kaldirmak ign DPPH testi. I nhibisyon
% degerleri, duzeltilmis absorbans verileri ign Denklem (4)'e g6re hesaplandi. Bu sayede daha
gerekd degerler elde edebiliriz. IC50 degerleri, yani farkli fraksiyonlar ign %50 inhibisyona kars 1lik
gelen H2S konsantrasyonlari Tablo 4'te 6 zetlenmis tir.

IHSS 6 rneklerini leonarditten ekstrakte edilen fraksiyonlarimiz ile kars ilas tirirsak,
her fraksiyonun antioksidan etkiye sahip oldugunu séyleyebiliriz ancak gergkten temiz
IHSS HA fraksiyonlari en etkili olanlardir. IHSS ekstraksiyon protokoliindeki zor ve kesin
saflas tirma adimlarinin, DPPH radikal ayris masinin inhibisyonunda antioksidan
etkinligini azaltabilecek diger birpk maddenin uzaklas tirilmasini garanti ettidi
varsayilabilir. Temiz IHSS fraksiyonlari @k daha reaktiftir ve DPPH radikali ign
eris ilebilirdir. DPPH testine gdre bizim gkardigmiz fraksiyonlara gore daha iyi indirgeme yetene

IHSS fraksiyonlarinin sonudarindan, en guqu antioksidan etkinin HA fraksiyonlarina ait
oldudunu ve ekstrakte edilen fraksiyonlar arasinda @k az fark oldugunu goé rebiliriz.
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ikincisinden ekstrakte edilen HA lehine turba ve leonarditten. IHSS FAP ayrica bir antioksidan etki
gosterir, ancak HA fraksiyonlari kadar gudu degildir.

Numunelerimiz ayrica radikal sipudrme aktivitesine sahiptir. HY fraksiyonlari en guqu antioksidan
egilimine sahiptir, ardindan HA fraksiyonlari ve ardindan FA fraksiyonlari gelir. Genel olarak alkali
ekstraksiyonlu numunelerin asit ekstraksiyonlu fraksiyonlara gé re daha yiksek antioksidan etkinlik
g0 sterdigini séyleyebiliriz .

Sonudarimizi Phongpaichit ve ark. [38], IC50 degerlerinin 50 ile 100 pg/mL arasinda olmasi nedeniyle
IHSS HA fraksiyonlarinin orta diizeyde serbest radikal yakalama aktivitesi gé sterdigini sé yleyebiliriz .
Phongpaichit ve arkadas larina gore IC50 degerleri 100 ile 350 arasinda olan diger numuneler . [38] zayif
antioksidanlar olarak kabul edilir.

Son zamanlarda, [39] tarafindan FA ekstraktinin askorbik aside benzer bir DPPH radikali siipurme
kabiliyetine sahip oldugu ve 1000 pg/mL'lik bir konsantrasyonda ~%50'lik inhibisyona ulas tig bulunmus tur .
Kretase s eyllerinden ekstrakte edilen dodal organik madde (FA ve HA fraksiyonlari) durumunda, 25-1000
pg/mL konsantrasyon araliginda da askorbik asitinkine benzer bir antioksidan etkinlik gézlenmis tir [40].
Bununla birlikte, DPPH radikal ayris masinin ~%50 inhibisyonu, yukaridakinden @k daha dus Uk bir
konsantrasyonda (~250 ug/mL) zaten elde edildi . I kincisi, Tablo 4'teki HS numunelerimiz ign dizeltilmis
LC50 degerlerinin ortalamasi ile neredeyse aynidir . Ancak, bu IC50 degerlerini yaban mersini, ahududu
veya bo durtlen gibi iyi bilinen antioksidanlarin diger literatur verileriyle kars 1las tirirsak [41],
numunelerimizin bu antioksidanlar kadar iyi hatta onlardan daha iyi oldugunu sdyleyebiliriz. Bununla
birlikte himik maddeler ieren numuneler genellikle askorbik asit, mor pitanga ve ¢lek guavasinin
antioksidan etkinligine ulas maz [42,43].

Yukaridaki sonudara dayanarak, leonarditten ekstrakte edilen fraksiyonlarimizin bir dizisini
hazirlayabiliriz, yani HY en giidi radikal stipirme aktivitesine sahiptir, ardindan HA ve son olarak FA
fraksiyonlari gelir.

3. Malzemeler ve Y6 ntemler
Turba ve leonardit gibi farkli ham maddelerden Himik Maddelerin ekstraksiyonu ign farkl

yontemler vardir [44,45]. Yukarida belirttiimiz gibi, daha buyuk, endustriyel 6 Igkte gkarilabilecek
fraksiyonlar tGretmek istedik. Ayrica DPPH y6 ntemi agsindan alkalin ve asidik ekstrakte edilmis HSS
fraksiyonlari arasindaki farklari gé rmek isteriz. IHSS standart numuneleri, HS'lerin ger@kten temiz bir
kismidir, ancak bunlari Gretmek gergkten zor ve maliyetli bir stiregir. Kendi gkardigmiz numunelerimizi
kars 1las tirmak ign fraksiyonlarimiza en yakin olan IHSS numunelerini de satin aldik. Ne yazik ki, IHSS'de
leonharditin tim fraksiyonlari mevcut dedgildir, ayrica HY fraksiyonu da IHSS'de mevcut degildir.

Bu nedenle, turba (IHSS HAP, 1S103H) ve leonarditten (IHSS HAL, 1S104H) elde edilen IHSS HA'yi satin
aldik. Ayrica turbadan gkarilan IHSS FA'y1 (IHSS FAP, 25103F) satin aldik .

3.1. Leonarditten Cikarilan Himik Madde
Grnekleri 3.1.1. Leonardit Numunesinin Fiziksel Hazirlanmasi

Macaristan'daki Dudar k6 mur madeninde toplu bir leonardit 6 rnedi toplandi. Deneysel @lis ma ign
her numuneden yaklas 1k 5 kg elde edilmis tir. Once leonardit numuneleri kurutulur, 6 §itdlir ve elekten
gegrilerek 0,5 ile 3 mm arasinda fraksiyonlar elde edilir. Hazirlanan numuneler kullanilincaya kadar plastik
pos etlerde adzi kapal olarak muhafaza edilmis tir.

Stok @ zeltiler taze olarak hazirlandi. Laboratuvar dereceli konsantre HC1 (Merck, Kenilworth, NJ,
ABD), %20 (adirlik/agrlik) oraninda bir HCI @lis ma solisyonu yapmak ign kullanildi.

KOH @ zeltileri, %2.5 (%w/w) konsantrasyonda %98 analitik dereceli KOH'den (Merck,

Kenilworth, NJ, ABD) hazirlandi. Ayrica %96 (h/h) konsantrasyonda etanol kullandik

(Merck, Kenilworth, NJ, ABD). H2S04'Un %10'luk (% agrlik/agrhk) @lis an bir solisyonunu

yapmak ign laboratuvar dereceli konsantre H2SO4 (Merck, Kenilworth, NJ, ABD) kullanildi .

H202 solusyonu, Merck, Kenilworth, NJ, ABD'den 35 (%w/w) konsantrasyonda satin alinmis tir.
HA, FA ve HY'nin ekstraksiyonu ign ham leonardit kimyasal olarak 6 n is leme tabi tutuldu.



Machine Translated by Google

Molekuller 2022, 27, 6334

10/15

3.1.2. HCI ile Asidik On s lem

Leonardit 6 nce Ca-badli organik maddeleri serbest birakmak ign HCI ile sindirildi. 100 g,
yuvarlak bir s is ede 500 mL %20 HCI @ zeltisi ile karig tinldi. $ is enin iridi, bir geri akis
kondansatdri ile 30-40  C'de 2 saat dikkatlice karis tirildi . I erik daha sonra siiziildi ve
reaksiyona girmemis asidi uzaklas tirmakign yikandi, 40 C'de bir firinda kurutuldu ve sonraki
adimlardan 6 nce saklandi.

3.1.3. Asitle Onis lem Gérmis Leonarditin Fraksiyonlanmasi

Asitle 6nis leme tabi tutulmus numune, hidrojen peroksit ile oksitlenmis tir. 40 gr
kuru numuneden %10'luk stispansiyon hazirladik ve ardindan H202 soltsyonu (%35 w/w)
ile 1:1 oraninda (40 gr) kans tirdik. Tum H202'yi ekledikten sonra, solisyonda daha fazla
H202 kalmadigindan emin olmak ign sispansiyonu ko pirme durana kadar kaynattik . Bir
sonraki adim, santrifujlemeler (5 dakika ign 4000 rpm) ve 8-12 pm filtre kaddi ile stzmeydi.
Ac-FA fraksiyonu stzintuden elde edildi.

Sutzuldukten sonra @mur, ac-HA ve ac-HY fraksiyonlarini elde etmek ign %96 etanol ile alkollu
ekstraksiyona tabi tutuldu. Daha sonra 10 g @mur, 90 g etanol (%96 w/w) ile bir saat sureyle
6ziumlendi. Ekstraksiyonu, sedimantasyon ve 8-12 pm filtre kagidi ile stizme izledi . ac-HA
@murdan ve ac-HY filtrattan elde edildi. Son olarak tim fraksiyonlar etiivde 40  C'de kurutuldu
ve sonraki deneyler ign saklandi.

3.1.4.KOH ile Alkali On1s lem

Leonardite %2.5 KOH soltisyonu ile muamele edildi, daha sonra 500 g leonardit bir
cam reaktorde 1500 mL %2.5 KOH solisyonu ile karis tirildi. Stspansiyon 2 saat 30-40
C'de kanis tirildi, sivi kaybini 6 nlemek ign bir geri akis kondansato ri kullanildi. Daha
sonra igrik, @muru @ zeltiden ayirmak ign santrifujlendi (4000 rpm, 5 dakika).

3.1.5. Alkali Fraksiyonlama

11k 8 nce stipernatan, al-FA ve al-HA fraksiyonlarini ayirmak ign asitles tirildi. Daha sonra 500
g stipernatan alinmis ve 100 g %10 w/w H2S04 ile karis tinlmis tir. pH'daki 6 nemli dis Us
nedeniyle, al-HA @ktu. Asitles tirilmis stspansiyon stizalda.

Al-FA fraksiyonu suziintlden ve al-HA fraksiyonu alkollu ekstraksiyondan sonra @murdan elde edildi.

Filtrelenen @murun 6zu, al-HA'y1 al-HY'den ayirmak ign %96 etanol ile gkarildi. Daha sonra @murdan 10 gr
alinarak 90 gr etanol (%96 w/w) ilave edildi ve sispansiyon bir saat ekstrakte edildi. Ekstraksiyonu, sedimantasyon
ve filtrasyon takip etti. Kati kisim al-HA idi ve stizint al-HY idi. Son olarak tim fraksiyonlar etivde 40 C'de
kurutuldu ve sonraki deneyler ign saklandi.

3.2. Element Analizi

Himik maddelerin element biles imleri, Napoli Federico II Lhiversitesi'nde bir Fisons
EA-1108 CHNS O Element Analiz Cihazi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak
belirlendi. Toplam karbon, azot ve kukurt miktarlari belirlendi.

Kabaca 2-5 mg numune, hassas bir terazide 6 Iqildu ve bir kalay kapsul ignde bir oksitleyici
(vanadyum pentoksit [V205]) ile karis tirildi. Kap ve numune bir reaktdrde 1000 C'de yakildi ve
eritildikten sonra kalay kap oksijenle zenginles tirilmis atmosferde s iddetli bir reaksiyonu

tes vik etti. Bu reaksiyonun Grunleri (CO2, SO2, NO2) tas 1yici gaz (helyum) ile dolgulu kolonlara
tas nir. Adilen sinyal, bir termal iletkenlik detektd rii (6 nceden analiz edilmis standartlara g re
kalibre edilmis ) ile 61gildi ve numunenin element igridi, adirlik yizdesi olarak hesaplandi. Nem
ve kul ieridi ign dlgilen verileri duzelttik ve oksijen igrigini hesapladik [30].
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3.3. UV-Vis Spektroskopisi

UV-Vis spektrumlari, 190 ve 800 nm arasindaki absorpsiyon spektrumlarini kaydeden bir SP-
UV1100, DLAb spektrofotometrede (DLAB Scientific Co., Ltd., Pekin, Cin) elde edildi .
Orneklerin seyreltik @ zeltileri 1 cm kuvars kiivette 61gildi. Himik biles enler , aromatik
kromoforlarin ve/veya organik biles enlerin varligi nedeniyle genellikle UV-VIS araliginda (190-800
nm), 6 zellikle UV araliginda glidu absorbans g sterir [46].
UV-Vis spektrumlari, kalitenin farkli ampirik parametrelerini ve organik maddenin aromatik i@rigini
belirlemek ign yaygin olarak kullanilir [46]. Bunlardan biri E4/E6 oranidir (“renk orani” olarak da
bilinir). E4/E6 orani, humus kalitesi ile karakteristik olarak degis en, uluslararasi kabul gérmus
bir parametredir. 465 ve 665 nm dalga boyunda 6lgilen s nme oranidir (E4/E6) . E4/E6 ylksekse
(7-8 veya daha yuksek), nispeten kugik molekuler, daha az kararl FA ve HA baskindir, ancak oran
3ile 5 arasindaysa, daha buyuk molekuler, daha kaliteli HA baskindir [47] . E4/E6 degeri, himik
maddelerin molekuler boyutu ileilis kilidir [48].

Bu oran, numune konsantrasyonundan bagmsizdir, ancak organik madde fraksiyonlari
ile farkli orijinli humus biles enleri arasindaki farki iyi karakterize eder.
Yogunlas ma zincirinin uzunlugu ve molekuler boyut arttik@, absorpsiyon sinyali daha yuksek

dalga boylarina dogru kayar (batokromik kayma) [49,50]. HA ve FA'nin E4/E6 orani s u s ekilde
hesaplanabilir:

Abs 465 nm
E4/E6 orani= —————— M

Abs 665 nm
E2/E3 oranini da belirledik. Orana badl olarak, @ zinmus organik maddenin (DOM)
molekuler boyutunu ve polimerizasyon derecesini anlayabiliriz . E2/E3 degerleri,
polimerizasyon ve molektl agrhd ile ters orantilidir.

Abs 250 nm

E2/E3 orani = m (2)

Ugincl oran, UV absorbans orani indeksi (URI/UV absorpsiyon orani) oranidir ve UV absorbe
eden fonksiyonel gruplar ile doymamis kisimlarin oranini gé sterir. Bundan fonksiyonel gruplarin
yogunlugunu anlayabiliriz; yogunluk arttik@, URI'nin degeri de artar. Daha kesin olarak, HA en
dis Uk URI degerine sahiptir (HA ign 1,59, en yuksek aromatiklik), FA orta bir degere sahiptir (FA
ign 1,88, orta aromatiklik) ve en dis Uk aromatiklige sahip biles ikler (6 rnegin, proteinler)
maksimum degere sahiptir ( BSA ign 13.50, en dis Uk aromatiklik) [51].

. . Abs 210 nm
URI sistemi= ———— (3)
Abs 254 deniz mili
UV-Vis absorpsiyon verileri, HS fraksiyonlarinin kendi 1s 1k absorpsiyonu ile 517 nm'de

Olgilen (daha sonra bakiniz) mor DPPH radikalinin absorbansini diizeltmek ign de kullanildi .

3.4. FT-IR Spektroskopisi

FT-IR spektrumlari, bir Perkin Elmer Frontier FT-IR/NIR spektrometresi (Perkin Elmer,
Waltham, MA, ABD) araciligyla Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT) teknigi
kullanilarak kaydedildi.

Yaklas 1k 2 mg toz tartilarak 200 mg KBr ile agat havanda 6 gutuldi ve numune tutucu kaba
aktarildi. KBr ve numuneler tamamen kuru olmalidir (¢inki su IR ile de 6 Igilebilir ve bu durumda
diger fonksiyonel gruplarin piklerini maskeleyebilecek yanlis pikler elde ederiz), dolayisiyla 105

C'de kurutulmalidir. Homojen soluk gri numuneler ve saf KBr, numune tutucuya yerles tirildi ve
ardindan cihaza yerles tirildi. Once KBr spektrumu 6Iqildii ve ardindan verilen numune tarand.
Tdm spektrumlar, 1 cm-1 @ zunurlikte 4000-600 cm-1 araliginda kaydedildi .
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3.5. DPPH Metodu ile Serbest Radikal Supurme Aktivitesi Tayini

Antioksidan aktiviteyi 6 Ignek ign en eski yé ntemlerden biri, kararli DPPH molekdlunin (2,2-
Difenil-1-pikrilhidrazil, Merck, Kenilworth, NJ, ABD) radikal yakalama yetenegdine dayanmaktadir.
Reaksiyon sirasinda reaksiyon karis iminda olus an koyu mor serbest radikal, bir antioksidan
molekul ile kars ilas tignda rengini kaybeder. Bu renk dedis imi kolayca takip edilebilir. Bu
populer bir yé ntemdir ginkii DPPH, radikal olus turucu bir molekul olarak kararhdir, kolaylkla
elde edilebilir ve daha az reaktiftir. Bununla birlikte, en blyuk dezavantaji, canli bir organizmanin
normal metabolik stirederinde Uretilemeyen kararli bir radikal kullanmasidir . Bu nedenle, bu
yé ntem numunenin etkinligini biyolojik radikallerin bir antioksidani olarak tanimlayamaz [52].
Adgim sirasinda 1 mL érnede 6 mL DPPH @lis ma solusyonu (0,1 mg/mL) ilave edilerek vortekslendi
ve renk reaksiyonunun gelis mesini saglamak ign 30 dakika tamamen karanlikta saklandi. 30
dakika gegikten sonra absorbans 517 nm'de 6 Idildu. Her 6rnedin 517 nm'de kendi 1s 1k
absorpsiyonunu dlgrek ve bu dederi metoda gére 6lgilen absorbans de@erinden gkararak
yaptigimiz arka plan dizeltmesinden sonra, bu s ekilde duizeltilmis absorbans degeri ile
hesaplamaya devam ettik [37]. I nhibisyon %'si (% I nhibisyon) ve IC50 degeri (%50 inhibisyona
kars 1lik gelen deger) duzeltilmis absorbans verilerinden hesaplandi. Konsantrasyonun bir
fonksiyonu olarak, hesaplanan Engellemeyi gzdik. % grafiksel olarak ve Microsoft Excel'in egri
uydurma se@nedi kullanilarak , elde edilen e@rinin denkleminden %50 inhibisyona kars ilik gelen

konsantrasyon degeri hesaplandi .

engelleme % = Abscontrol - Absample 100

mutlak kontrol

Abscontrol = DPPH kor solisyonunun tek bas na
absorbansi Abssample = DPPH test solUsyonlarinin farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlarla
birlikte absorbansi, kendi absorpsiyonlari ile dizeltilmis tir.

Referans olarak gallik asit (Perkin Elmer, Waltham, MA, ABD) kullandik. %96 EtOH igndeki
gallik asit stok sollisyonu, 1.0 mg/mL'lik bir konsantrasyonda hazirlandi. Stok @ zeltiden bir

seyreltme serisi (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/mL gallik asit konsantrasyonu) hazirlandi ve daha
sonra yukarida tarif edildigi gibi 6 Igilda.

4. Sonudar

Ekstraksiyon y6 nteminin fraksiyonlarin sadece fiziko-kimyasal 6 zelliklerini degil ayni
zamanda serbest radikal yakalama yetenedini de etkiledigi varsayimimiz kanitlanmis tir.
Deneysel veriler, farkl fraksiyonlama yoé ntemlerinin, 6 rnegdin, fraksiyonlarin fonksiyonel grubunun
i@rigi, bunlarin kalitesi ve miktari ve FT-IR spektral 6 zellikleri ile ilgili olan element biles imini
etkiledigini g6 stermis tir . kendi UV-Vis 15 1k emiliminin 6 zellikleri ve mor DPPH radikalinin renk
degis imiyoluyla 6lgilen serbest radikal yakalama aktivitesi Uzerindeki etkisi. Ayrica, bu fiziko-
kimyasal farkliliklar , DPPH y6 ntemini kullanan fraksiyonlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
nasil etkiler? DPPH protokoli kullanilarak yapilan antioksidan testinden elde edilen temel
g6 zlemimiz, hammaddeleri ister leonardit ister turba olsun, IHSS HA fraksiyonlarinin en gidu
antioksidan etkiye sahip oldugudur. IHSS é rneklerinin kapsamli bir s ekilde temizlenmesinin bu
sonuca buytk olasilikla katkida bulundugunu not etmeliyiz . Leonardit ve turbadan ekstrakte
edilen numunelerin antioksidan etkisi arasinda bir fark oldugu dogrudur , ancak asidik ve alkalinle
ekstrakte edilmis numunelerimizde deneyimledigimiz farkli ekstraksiyon yo ntemlerinin etkisi
kadar blyuk degildir . Bir fraksiyonun molekullerinin bas ka bir antioksidan test molekulu ile nasil
reaksiyona girdigi ve birbirleriyle nasil reaksiyona girdigi konusunda stereokimyasal kisitlamalar
ve farkhhklar vardir ve H2S fraksiyonlarinin antioksidan potansiyelini ortaya gkarmak ign farkli
tipte antioksidan 6 lgim y6 ntemleri uygulanmalidir. Bu s ekilde himik maddelerin antioksidan
etkisinin daha kapsamli bir resmini elde edebiliriz.
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Belki de en ilgingbulgumuz, tim HA 6 rneklerinin FA 6 rneklerinden daha yuksek antioksidan
potansiyeline sahip olmasiydi. Bu, Klein ve ark. [19] farkl kaynaklardan ekstrakte edilen hiimik maddeler
ign, HA'nin bir antioksidan olarak gelecekteki kullanimi ign ekonomik bir avantaja sahiptir, ginki genellikle
ham maddelerden FA'dan daha yiksek miktarlarda HA ekstrakte edilebilir. Ne yazik ki hUmik maddeler
fraksiyonlarinin endustriyel 6 Igkli tretim yéntemi, IHSS HA numuneleri gibi daha ylksek antioksidan
potansiyeli olan saf numuneler saglayamaz .

Yazar Katkilari: Kavramsallas tirma, AC ve ET; metodoloji, AC; sorus turma, AC; kaynaklar, AC; veri iyiles tirme, AC;
yazma—orijinal taslak hazirlama, AC; yazma—inceleme ve diizenleme, ET ve AC; gorselles tirme, AC; denetim, ET
Tam yazarlar , makalenin yayinlanan sirimuind okudu ve kabul etti.

Finansman: Bu aras tirma herhangi bir dis finansman almamis tir.
Hasta Onami Beyani: Uygulanamaz.
Veri Kullanilabilirlik Beyani: Uygulanamaz.

Tes ekkdr: Yazarlar, ilham verici ve degerli tavsiyeleri ign Janos Csicsor'a minnettardir.
Yazarlar ayrica Hymato Products Kft. mali ve teknik destekleri ign.

Cikar Catis malari: Yazarlar herhangi bir gkar @tis masi beyan etmemektedir.
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