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Yiiksek Lisans Tezi
Asma ve Yonca Yapraklarinin /n Vitro Antioksidan Ozellikleri
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Bu yiiksek lisans tezinde; g¢esitli in vitro sistemlerle yonca (Medicago sativa L.)
ve asma (Vitis vinifera L.) yapraklarmin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin
antioksidan o6zellikleri incelenmistir. Bunun i¢in toplam fenolik bilesik miktari, toplam
flavonoid igerigi, indirgeme kapasitesi, prolin tayini, siiperoksit radikali giderme
aktivitesi, DPPHe serbest radikali giderme aktivitesi, klorofil igerigi, H,O, giderme
aktivitesi, FTC ve fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, karotenoid
miktari, Fe*? iyonlarmi selatlama aktivitesi, ABTS+" radikali giderme aktivitesi tayin
edildi. Elde edilen sonuglar a-tokoferol, askorbik asit, katesin, pirogallol, trolox, gallik
asit, BHT ve BHA gibi standart maddelerle kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Su, aseton ve metanol ¢oziiciileriyle gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda,
calisilan her iki kurutulmus bitkiden ekstrakte edilebilen madde miktarlar1 20-227.2
mg/g bulundu. En yiiksek ekstraksiyon verimi su ve metanol ekstraktlarinda gozlendi.

Toplam fenolik madde tayini sonucunda, ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlarinin gallik asit esdegeri olarak 16.67+£1.53—70.67£1.15 mg/g araliginda;
pirogallol esdegeri olarak 13.67+1.53—67.67+1.15 mg/g aralifinda degistigi belirlendi.
En yiiksek miktarlar asma yapragi ekstraktlarinda tayin edildi.

Toplam flavonoid madde miktar1 ise katesin esdegeri olarak 26.02+0.22—
72.90+0.40 mg/g araliginda; gallik asit esdegeri olarak 342.33+£2.89-951.67+5.13 mg/g
araliginda bulunmustur. En yiliksek miktarlar asma yapragi ekstraktlarinda tayin edildi.

H.O, giderme aktivitesi denemesinde, en yiiksek H,0, giderme orani yonca su
ekstraktinda belirlendi.

Indirgeme kapasitesi tayininde; her bir bitki ekstraktinin aktivitesi standartlarla
kiyaslandiginda standartlardan daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gdzlendi. indirgeme

kapasitesi yetenekleri asma>yonca seklinde siralama gosterdi.



Metal selatlama aktivitesi tayininde; Fe? ¢Ozeltisi kullanild1 ve sonuglar EDTA
coOzeltisi ile kiyaslandi. Yonca metanol ekstraktt asma metanol ekstraktindan daha
yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterdi. Ayrica metanol ekstraktlarinin diger tiim
ekstraktlara gore daha yiliksek metal selatlama aktivitesine sahip olduklar1 tespit edildi.

Serbest radikal giderme aktivitesinden elde edilen verilere gore; yonca su ve
asma metanol ekstraktlarinin standartlarla karsilastirilabilir diizeyde DPPHs" giderme
aktivitesi gosterdikleri belirlendi.

Siiperoksit radikali giderme aktivitesinde; PMS/NADH/O, sisteminde Oj
radikali olusturuldu ve ekstraktlarin bu radikali giderebilme kapasiteleri incelendi.
Yonca aseton ve asma aseton ekstraktlarinin diger ekstraktlara goére daha yiiksek
stiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi gdsterdi.

ABTS+" radikali giderme aktivitesi tayininden elde edilen sonuglara gére; asma
ekstraktlari, yonca ekstraktlarindan daha yiiksek oranda radikal giderme aktivitesi
gosterdi.

Fosfomolibden metoduyla toplam antioksidan aktivitesi denemesinde;
ekstraktlarin 25-125 pg/mL konsantrasyonlarinda aktiviteleri tayin edildi. Yonca ve
asma ekstraktlarinin hemen hemen biitiin konsantrasyonlarindan elde edilen antioksidan
aktivite sonuglarinin birbirlerine ¢ok yakin degerde olduklar1 goriildii.

Prolin igerigi tayininde; yonca su ekstraktinin, asma su ekstraktindan daha fazla
miktarda prolin igerdigi tespit edildi. Karotenoid tayininde; yonca ve asma yapraklarinin
toplam karotenoid igerigini belirleyebilmek i¢in kuru 6rneklerin 405.2 mg’1 ile ¢alisildi.
Yonca bitkisinin asmaya gore daha fazla karotenoid miktarina sahip oldugu bulundu.

Klorofil igeriginin belirlenmesi analizinde; her iki bitkinin klorofil miktarlar
arasinda biyiik bir fark olmadigi gozlendi. Bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktivitesi; linoleik asit emiilsiyonunda degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore;
yonca ve asma ckstraktlarinin toplam antioksidan aktivitelerinin su>aseton>metanol

ekstrakti sirasinda azaldigi tespit edildi.
Yil : 2013
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Master Thesis

In Vitro Antioxidant Properties of Vine and Clover leaves
Trakya University Institute of Natural Sciences
Chemistry The name of Department

ABSTRACT

In this master thesis; the antioxidant properties of water, acetone and methanol
extracts of clover (Medicago sativa L.) and vine (Vitis vinifera L.) leaves was
investigated by using various established in vitro systems. For this, total phenolic
compound, total flavonoid content, reducing power, proline content, superoxide anion
scavenging activity, DPPHe free radical scavenging activity, chlorophyll content, H,O,
radical scavenging activity, total antioxidant activity by wusing FTC and
phosphomolybdenum method, carotenoid content, Fe*? ions chelating activity, ABTS+"
radical scavenging activity. The obtained results were compared by using a-tocopherol,
ascorbic acid, catechin, pyrogallol, trolox, gallic acid, BHT and BHA as standard.

The result of the extractions with water, acetone and methanol solvent; the extractable
compound of all studied dried plants were found in the range of 20-227.2 mg/g. The
best extraction yield was observed in water and methanol extracts.

In the total phenolic compound assay, total phenolic compound amounts of
extracts were determined to be 16.67+1.53—70.67+1.15 mg/g as gallic acid equivalent;
13.67+1.53-67.67+1.15 mg/g as pyrogallol equivalent. The highest amounts were found
in vine leaf extracts.

Total flavonoid content found between 26.02+0.22-72.90+0.40 mg/g as catechin
equivalent and 342.33+2.89-951.67+5.13 mg/g as gallic acid equivalent. The highest
amounts were found in vine leaf extracts.

In the H,0O, scavenging activity assay, the high H,O, scavenging effects were
observed the water extract of clover.

When the reductive capabilities of each one plant samples were compared to
reference compounds, it was observed they haven’t high activities. The reducing

capacity of all extracts followed the order: vine leaf>clover.



Metal chelating effect of samples were carried out by using Fe?* solution, and
the results were compared with EDTA. Methanol extract of clover showed the higher
chelating activity Fe®" ions than the methanol extract of vine leaf. In addition, methanol
extracts were found to be having higher metal chelating activity than all extracts.

According to obtained results from the assay of free radical scavenging activity;
the water extract of clover and methanol extract of vine leaf showed DPPHe"
scavenging activity, which is comparable with standard compounds.

For measurement of superoxide anion scavenging activity; O, radical was
generated by PMS/NADH/O; system, and the abilities of all extracts to scavenge O,¢
activity were determined. The acetone extracts of clover and vine leaf showed the
higher superoxide anion scavenging activity than the other extracts.

According to the results of the determination of ABTS<" radical scavenging
activity; vine leaf extracts showed the higher radical scavenging activity than the clover
extracts.

Total antioxidant capacity by phosphomolybdenum method assay; the activities
of extracts determined at concentrations of 25-125 pg/mL. The results of the antioxidant
activity of clover and vine extracts obtained from almost all concentrations were very
close to eachother in value.

The determination of proline content; it is found that water extract of clover
contains more a greater amount of proline than water extract of vine leaf. The
determination of carotenoid; To determine the total carotenoid content of clover and
vine plants, with 405.2 mg of dried samples were studied. It is found that clover plant
has more the amount of carotenoid than vine leaf.

The analysis of determination of chlorophyll content; it is observed that there
wasn’t a big difference between the amounts of chlorophyll in both the plant. Total
antioxidant activities of plant extracts; were assayed by using linoleic acid emulsion.
According to obtained results; total antioxidant activity of extracts of clover and vine
leaf were in descending order of water extract>acetone extract>methanol extract.

Year : 2013
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Keywords : Antioxidant, radical, clover, activity, vine, carotenoid,
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1. GIRIS

Serbest radikaller (SR) ve neden olduklar1 radikalik reaksiyonlar insan
metabolizmasinda yani biyolojik sistemlerde 6nemli yer tutmaktadir. SR etkilerinden
tamamen uzak kalabilmek imkansizdir. Ciinkii oksijene bagli yasamin bir pargasi
oldugumuzdan ¢esitli etkilere bagl olarak metabolik faaliyetler sonucu siirekli reaktif
oksiken tiirleri olusabilmektedir. Bunlar oksijene dayali yasamimizin kaginilmaz bir
pargasi olmustur. Hiicrelerde metabolik faaliyetler sonucunda zararli atik maddeler
olarak meydana gelmektedirler. Reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogunu SR’ler
olusturmaktadir. Bu reaktif oksijen tilirlerinin kimyasal aktivitesi normal oksijen
molekiiliine gore oldukca yiiksektir. Cok kisa Omiirli olsalar bile, bir¢ok hiicre
bileseniyle reaksiyona girebilme Ozelligine sahip olup onlart da radikal
yapabildiklerinden ve devaminda bir dizi radikalik zincir reaksiyonunu baslattiklarindan
dolay1 ¢ok zararlidirlar [24] .

SR’lerin en dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron
bulunmaktadir. Radikal olmayan bir atom ya da molekiile elektron ilavesi ya da elektron
kayb1 sonucu serbest radikaller meydana gelmektedir. Metabolizmamizda radikal
olusumuna c¢esitli endojen ve eksojen kaynaklar sebep olmaktadir. Dolayisiyla
viicudumuza ki birgok yararli biyomolekiillere zarar vermektedirler [46].

SR’leri olusturan sebepler endojen (bazi kiiciik molekiillerin otooksidasyonu,
bazi enzimlerin katalitik dongiisii, peroksizomlar, solunumsal patlama ve mitokondriyal
elektron transferi gibi) ve eksojen (asir1 gida tiiketimi, hava kirliligi yapan fitokimyasal
maddeler, karbon tetra kloriir, radyasyon, ozon, fosil yakitlar, alloksan gibi
kimyasallarin etkisinde kalma, UV 1ginlari, tarim ilaglari, enfeksiyon, sigara dumant,
solventler, asir1 spor, travma ve stres gibi faktorler) kaynaklar olarak
isimlendirilmektedir [54].

SR’ler hiicrenin protein, lipid, niikleik asit ve DNA gibi bir¢ok 6nemli hiicre
bileseniyle reaksiyona girerek bu bilesenlerin yapilarina zarar vermektedirler. Ayrica
hiicrelerde devamli olusumu hiicre 6liimii ve doku hasarlarini olusturmaktadir. Bu
hasarlar kalp-damar hastaliklari, gesitli kanser tiirleri, katarakt, bagigiklik sisteminde
zayiflama, norodejeneratif hastaliklar (iskemi, Alzhemier, Parkinson, Sizofreni),

diyabet, inflamasyon, gut, bobrek hastaliklari, solunum sistemi hastaliklari, sindirim



sistemi hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi bir¢ok hastaliklarin sebebi
oldugundan tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Endojen dogal savunma sistemleri, viicudu SR’lerden ve sebep olduklar1 birgok
olumsuz etkilerden korumaktadir [24]. SR’lerin neden oldugu oksidasyon
reaksiyonlarini engelleyen, SR’leri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip olan
maddelere “antioksidan” ad1 verilmektedir. Saglikli bireylerde SR’ler ile bu antioksidan
savunma sistemi arasinda bir denge bulunur. SR’lerin meydana gelmesi ve bunlarin
antioksidan maddeler tarafindan etkisiz hale getirilmesi arasinda daima bir denge vardir
ve bu dengenin korunmasi 6nemlidir. Aksi halde antioksidan savunma mekanizmasinin
asir1 radikal olusumunu Onleyememesi “oksidatif stres” adi verilen tehlikeli durumun
olusmasia sebep olur (Sekil 1.1). Antioksidan savunma sisteminin yetersizligi ile
olusan oksidatif stres ile DNA mutasyonlari, hiicre dSlimleri, bagisiklik sisteminin

¢okmesi gibi ¢ok ¢esitli hastaliklar meydana gelmektedir.

Vitamin E,

Enzymes,

Cell :

defenses
A

Oxidative stress

Sekil 1.1. Oksidatif stresin olusumu

SR’lerin dogrudan Ol¢iimii zor olugundan, arastirmacilar biyomolekiillerde
oksidatif hasar sonucu meydana gelen firiinlerin 6l¢iimiine yonelmislerdir. Dolayisiyla
bu dlglimler i¢in de gesitli yontemler gelistirilmistir. Metabolizmada SR’lerin ¢ok fazla
meydana gelisi, lipid peroksitlerinin olusmasina sebep oldugu igin lipid hiicre
membranlarii  etkilemektedir. Dolayisiyla hiicresel, mitokondriyal, niikleer ve
endoplazmik zarlarda lipid peroksidasyonunu meydana getirirler. SR’lerin dogrudan
Olciimii icin ESR, EPR, Kemiliiminesans ve enzimsel yontemler kullanilmakta, bu
yontemler deneysel modellerde ve kontrollii sistemlerde iyi sonug vermektedir [23].

Insan viicudu hiicre bilesenlerini reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hasarlardan koruyabilmek i¢in birden fazla endojen mekanizmaya sahiptir. Fakat bu
endojen savunma sistemi SR olusum hizi ile bunlarin notralize edilebilme hizi

arasindaki dengeyi koruyamayabilir. Bu durumda oksidatif stres kosullariin kontrol



altina aliabilmesi i¢in vitaminler, ilaglar, sentetik gida antioksidanlar1 gibi eksojen
antioksianlara bagvurulur. BHA, BHT, propilgallat ve TBHQ en ¢ok kullanilan sentetik
antioksidanlardir. BHA ve BHT nin karaciger hasarina yol agmasindan ve kanserojen
etkisinden dolay1 gida endiistrisindeki kullanimi smirlandirilmistir. Japonya ve Avrupa
iilkeleri gibi bazi iilkelerde en giiclii sentetik gida antioksidani olan TBHQ’nun
kullanimi1 da yasaklamistir.

Dogal antioksidan kaynag1 olan bitkisel, hayvansal iiriinler, enzimler ve bazi
mikroorganizmalarin antioksidan ozellikleri igerdikleri C vitamini, E vitamini, fenolik
bilesikler, karotenoidler, glutatyon, flavonoidler gibi dogal bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Sentetik antioksidanlarin bir¢ok olumsuz etkilerinden dolay1
bunlarin yerine besinsel bitkilerde mevcut olan polifenoller gibi dogal antioksidanlarin
gida, kozmetik, tip alanindaki kullanimi giderek artmaktadir. SR giderme aktivitesinde
polifenoller ideal bir kimyasal yapiya sahiptir ve in vitro da a-tokoferol (E vitamini) ve
askorbik asitten (A vitamini) daha etkili dogal antioksidanlar oldugu kanitlanmistir. Bu
yilizden fenolik¢e zengin meyve, sebze, bitki, tahil ve diger bitki materyallerinin ham
ekstraktlar1 besinlerin kalite ve besin degerini yiikselttigi icin gida endiistrisinde giderek
artan bir ilgiyle kullanilmaktadir.

Calismamizda SR’leri giderme aktivitesinde sentetik antioksidanlarin yerine
kullanilmak iizere yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin in
vitro antioksidan 6zellikleri ¢esitli metodlarla incelenmistir. Farkli bitki ekstraktlarinin
toplam fenolik bilesik tayini, toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi, Fe* iyonlarini
indirgeme potansiyelleri, prolin tayini, siiperoksit radikali giderme aktiviteleri,
antiradikal aktiviteleri, klorofil igerikleri, H,O, giderme aktiviteleri, FTC metodu ile
toplam antioksidan aktiviteleri, karotenoid igerikleri, Fe*? iyonlarii selatlama
aktiviteleri, ABTSe" radikali giderme aktiviteleri ve fosfomolibden metoduyla toplam
antioksidan aktiviteleri tayin edilmistir. Sonuglar a-tokoferol, askorbik asit, katesin,
pirogallol, trolox, gallik asit, BHT ve BHA gibi ¢esitli standart antioksidan maddeler ve

benzer literatiirlerdeki verilerle kiyaslanarak sonuglar degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRILMASI

2.1. Serbest Radikaller

Yiiksek aktiviteli SR’ler en dis orbitallerinde bir ya da daha fazla tek elektron
bulundururlar ve bu elektron ihtiyaglarini karsilayabilmek i¢in baska bilesiklerin
elektronlarini paylagsmaya calisirlar. Kuantum kimyasina gore, bir bag olusumu i¢in iki
elektron gereklidir. Ayni zamanda bu iki elektronun dogrultular1 zit yonlii olmak
zorundadir. Yani yukariya dogru donen bir elektronun esi asagiya dogru donen bir
elektrondur. Bir bag koptugunda elektronlar ya ikisi de bir atoma katilir ya da biri bir
atomda, digeri diger atomda kalir. Elektronlarin birlikte kalmasi durumunda atom iyon
haline, elektronlarin ayrilmasi durumunda ise atom SR haline doniisiir. Yiiksek enerjili
bu eslesmemis elektronlar, eslesmis elektronlar: etkilemektedirler.

SR’ler bu eslesmis elektronlar1 ayirarak reaksiyonu engellerler. Boylece SR
kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti haline doniislirken, diger elektron SR’in
olugsmasina sebep olur. Eslesmemis tek elektron, SR’lere diisitk molekiil agirlikli, kisa
Oomiirli ve kararsiz yapida olma gibi kimyasal 6zellikler kazandirir. Yasam igin gerekli
olan SR’ler elektron taransferi, enerji iiretimi ve pek ¢ok diger metabolik faaliyetlerde islev
gostermektedir.

Bir molekiiliin veya grubun tek elektronunu, yani SR oldugunu gdstermek igin
sag Oniline bir nokta (X¢) konur. SR’ler tek elektronu ile pozitif yiikli, negatif yiikli
veya yliksiiz olabilirler [51, 32, 13].

Pr + OHe — Pre" + OH™ (Pozitif yiiklii SR)
O, + e — Oy (Negatif yiiklii SR)
CCl, + € — CCl — CClge+ CI” (Notr SR)

SR’ler 3 temel mekanizma ile olusmaktadir [15]:

1) Kovalent bagin homolitik kirilmasi ile:
Kovalent bir bag, bag1 olusturan atomlarin birer elektron alacag: sekilde kirilirsa

buna "homolitik kirillma'" denir. Homolitik kirilma sonucu “radikaller” olusur ve



radikal ara firiinler tizerinden yiriiyen bu tiir reaksiyonlara ‘‘serbest-radikal

reaksiyonlar1" denir.

A—Y — Ae+ Ye
Kovalent bag radikal radikal

2.) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak béliinmesi ile:
Radikal ozelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis

orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur.

X > Xe+ e

Kovalent bir bag, bag elektronlarinin bagi olusturan atomlardan birinin tizerinde

kalacak sekilde kirilirsa bu mekanizmaya **polar veya heterolitik mekanizma' denir.
Y—A - Y A:”T veya Y: +A"

3.) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile:

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.
Omegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan

siiperoksitin olusumuna neden olur.
X +e — Xeo

2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Havasiz yerde yasayamayiz. Oksijen, hem yasamin hem de Oliimiin
molekiilidiir. Yasammmizi = siirdiirmek  igin  havanin - molekiiler oksijenini (O,)
tilkettigimizi biliyoruz. Toplam oksijen tiiketimimizin %90'indan fazlasindan elektron
transport  zinciri  (solunum zinciri), %5-10’undan da diger oksijen gerektiren
reaksiyonlar sorumludur. Elektron transport zincirinde molekiiler oksijen, yakitlardan

(glukoz, yag asidi ve amino asitlerin karbon iskeleti) tiireyen NADH ve FADH,’den

elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu yolda oksijen molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici

giicli, ATP’nin yliksek enerjili fosfat bagi haline doniistiiriiliir.



Molekiiler oksijen gerektiren fakat ATP’nin olusumu reaksiyonuyla eslesmeyen
diger reaksiyonlar, amino asitlerin katabolizmasi, ilaglarin detoksifikasyonu ve steroid
hormonlarin sentezi gibi spesifik metabolik yollar i¢cin dnemlidirler. Bu reaksiyonlarda
diger oksidazlar (oksijeni suya veya hidrojen perokside indirgeyen enzimler) ve
oksijenazlar (oksijeni okside olan molekiile baglayan enzimler) gorev alirlar.

O,, dig orbitallerinde paylagilmamis iki elektron igerir (Sekil 2.1). Bu

elektronlar, spinleri aymi ydnde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji
seviyesindedirler. Radikal tanimina gore oksijen “diradikal” yapiya sahip bir
molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok diisiiktiir. Diradikal bir
yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiil ile tepkimeye girebilmesi igin,
tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya (farkli orbitallerde spinlerin ayni yonde
elektron igermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik molekiiller olmak iizere
atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve eslesmis olarak icerirler.
Veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara katilmiglardir. Bunun sonucu olarak
oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama

“spin kisitlamas1” olarak adlandirilir.

14 T 010 - T
O, o
Sekil 2.1. Molekiiler oksijen

Eslesmemis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller SR olarak
tanimlanirlar. Radikaller eslesmemis elektronlart eslestirme egiliminde olduklar i¢in

kararsizdirlar ve bu kararsizliklari onlarin kimyasal olarak aktif olmalarini saglar [50].

+ 2+ 2+ 5+

3
Ancak Fe , Cu , Mn ve Mo gibi gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara
sahip olduklar1 halde SR olarak kabul edilmezler, bunlar Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyon hizlarini arttirarak SR olugumunda 6nemli rol oynarlar.

O, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger SR’lerle

kolayca reaksiyona girer. Diradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur.
Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigr igin radikal olmayan reaktif oksijen

molekiiliidiir, delta ve sigma olmak tizere iki sekli vardir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).



l-'le:‘(;:‘[';:H '.:["E::('Epl IEO:

Sekil 2.2. Delta O, Sekil 2.3. Sigma O,

Eslesmemis elektron biyolojik dnemi olan bir¢ok atomda bulunabilir; siilfiir,
karbon, hidrojen veya nitrojen merkezli radikaller olusabilir. Canlilar i¢in hayati 6nemi
olan oksijen ve azot en énemli SR kaynaklaridir. Oksijen (ROT) ve azot (RNT) iceren
SR’ler canlida fizyolojik diizeyde olusarak yararli etkiler gdsterirken, bu diizeyin
patolojik seviyeye yiikselmesiyle zararli etkiler gdstermeye baslamaktadirlar [27].
Biyokimyasal tepkimelerde kullanilabilmesi igin reaktif formlara ¢evrilmesi zorunlu
olan oksijen, mitokondride aerobik solunum sirasinda kullanilirken toplam oksijenin
%2-5"1 ROT radikallerine doniistiiriilmektedir [19].

Normal oksijen metabolizmasi sirasinda O, hem tetravalan hem de univalan

rediiksiyona ugrayabilir (Sekil 2.4). Oksijenin univalan rediiksiyonu ve suya doniistimii
esnasinda az miktarda ve oldukga reaktif maddeler olan siiperoksit radikali, hidrojen

peroksit ve hidroksil radikali olugsmaktadir.

0, 0, H,0,
10:0-1 || 507 || H:O:0H
Molekiiler oksijen sr.pe:nks:t- tikali Hidrojen peroksit

/ < e, 20" / e,
v
02,- W k4
e ome - H,0, H,0+ OH"
Qo0 -O:H

Siperoksit radikali TR T
(Siperoksit anyonu) Hidrojen peroksit Hidroksil radikali

Sekil 2.4. Molekiiler oksijenden ROT iiretimi




Serbest oksijen radikali biyokimyasin da anahtar rolii oynayan maddeler;
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari, nitrik oksit
ve hidroksil radikalidir. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli SR’lerin olustugu SR zincir
reaksiyonlarini1 baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (Re),
peroksil radikalleri (ROQOe), alkoksil radikalleri (ROv), tiyol radikalleri (RSe), siilfenil
radikalleri (RSQOe), tiyol peroksit radikalleri (RSO,¢) gibi ¢esitli SR’lerin olusumuna
neden olurlar. Ayrica, singlet oksijen (‘Oy), H,0; ve hipoklorik asit (HOCI) gibi bazi
bilesiklerde kimyasal olarak SR olmamakla birlikte, onlar gibi yiiksek aktiviteye
sahiptirler [19].

Tablo 2.1. Biyolojik sistemde sik goriilen SR’ler ve 6zellikleri

Radikaller Ozellikleri
Hidrojen radikali He Bilinen en basit radikal
Siiperoksit radikali Oj¢ Oksijen metabolizmasinin ilk ana {iriinii
Hidroksil radikali HO* En toksik oksijen metaboliti

Singlet oksijen ‘O,

Yarilanma omrii kisa, gli¢lii oksidatif
oksijen formu

Hidrojen peroksit H,0,

Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar
yetenegi zayif

Perhidroksi radikali HO,e

Lipidlerdehizli ¢6ziinerek lipid
peroksidasyonunu arttirir

Peroksil radikali ROOe

Perhidroksile oranla daha zay1f ekili,
lipidlere lokalize olur

Triklorometil radikali CClse

CCl4 metabolizmas: iiriinii, karacigerde
uretilen bir radikal

Tiyol radikali RSe Siilfurlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren
tiirlerin genel ad1
Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikimai ile iiretilen

oksijen metaboliti

Nitrojen oksit NO

L-arjinin aminoasitinden in vivo iiretilir

Nitrojen dioksit NO,

NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir

2.1.1.1. Siiperoksit Radikali (O2° )
Canlilarda olusan ilk ve temel oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Hemen
hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu olusur [26].

O, +e — Oy



Baslica su mekanizmalarla tretilmektedir [15]:
1.) Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken stiperoksit radikali olusur.
Fe?* + 0, — Fe* + Oy~

Cu" +0, — Cu* +0,

2.) Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, ylizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.

3.) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
tilketilen oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
yapiminin nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan
oksijene elektron kagaginin olmasidir.

4.) Aktive edilen fagositik 1okositler bol miktarda siiperoksit iireterek fagozom
icine ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal
yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir.

Stiperoksit anyonun asil onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis

metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir [17, 48, 49].

2.1.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da

siiperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur

[15].

O, + 2¢ + 2H" — H,0,
O,y +e +2H — H,0,

Biyolojik sistemlerde H,O,’in asil iiretimi, siiperoksidin dismutasyonu ile olur.
Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olugtururlar [1].

20, + 2H® — HO, + O,

Bu reaksiyon, radikal olmayan {irlinler meydana geldiginden dismutasyon

reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da SOD enzimi tarafindan



katalizlenir.

H,0, yapisinda paylasilmamis elektron igcermediginden radikal 6zelligi tasimaz
ancak reaktif oksijen tiirleri kapsamina girer. Dolayisiyla SR biyokimyasinda 6nemli bir
rol oynar. HO,’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, Fe**, bakir gibi gegis
metallerinin varliginda en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmasidir (Fenton reaksiyonu). H,O, o6zellikle proteinlerdeki HEM
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril
demir (Fe') ve perferril demir (Fe¥) olusumuna neden olur. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi

radikal tepkimeleri baslatabilir [15].

Oy, + Fe3+ — 0y + F62+
Fe’" + H,0, — FeX' + OHe + OH™

Fenton reaksiyonu

Ayrica H,0,, siiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu yine
hidroksil radikalini (OHe¢) olusturur [3].
H+
O, + H,0, — O, + H,O + OHe

Haber-Weiss reaksiyonu

Oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan H,O;’nin derhal
ortamdan uzaklastirilmas:t gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki katalaz, peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi 6nemli antioksidan enzimler yerine getirir. Su ve

oksijen gibi daha zayif etkili tirtinlere doniistiirtilerek etkisiz kilinir [54].

2.1.1.3. Hidroksil Radikali (¢*OH)

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali canlilarda iki temel
mekanizma ile olusabilir [15].

1) lyonlastirict radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin
iyonlagmasi gerceklesir.

2H,0 — H,0" + ¢ + H,O"
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Uyarilmis su molekiilii (H,O") homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler ¢ok kisa siirede
gerceklesir ve iiretilen *OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica

kimyasal tiirdiir.

H—O—H — He + *OH

2.) H2O2’nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektron ile
indirgenmesi *OH yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlari

tarafindan katalizlenir.

Fe, Cu
H,O, + Askorbat (veyaO,* ) —  +OH + semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime
ile *OH olusacagi, viicutta tiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun varligina
baghdir. Siiperoksit hem HyO’nin onciilii hem de metalleri indirgeyici bir tiir
oldugundan; siiperoksit proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest kalmasina da
neden olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit olusumunun arttig1 ortamda *OH

tiretimi kaginilmazdir.

H,0, + F&®* — OH + *OH + Fe®" (Fenton reaksiyonu)
O, + H;0, — O, + OH + «OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan *OH, su dahil ortamda rastladigi
her biyomolekiille tepkimeye girer. Her tiir biyolojik molekiil ®OH’1n bir hedefi ise de
ozellikle elektronca zengin bilesikler tercihli hedeflerdir. Hiicre icine diffiizyon hizi
kontrollidiir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir ama yaptigi hasar biiyliktir. Hidroksil

radikali olasilikla “ROT”lerinin en giicliistidiir.

2.1.1.4. Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen (*O, ), ortaklanmamis elektronu olmadig: icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite
cok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden oksijene

donebilir. Baslica su mekanizmalarla viicutta olusabilir [15]:

11



(a) Pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorplamasiyla,
(b) Hidroperoksitlerin metaller varli§indaki tepkimelerinde,
(c) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,
(d)Prostaglandin endoperoksit sentaz, sitokrom Paso tepkimeleri, laktoperoksidaz
enziminin etkileri sirasinda [44, 47, 55].
Oksijenin bu enerjetik reaksiyonu sonucunda iki tip singlet oksijen iiretilir.
e Sigma singlet oksijen: Enerjisi daha fazladir ve ¢ok kisa dmiirliidiir.
e Delta singlet oksijen: Daha uzun Omiirlidir ve go6zlenen kimyasal

reaksiyonlardan esas sorumlu form oldugu kabul edilmektedir.

2.1.1.5. Nitrik Oksit (NO¢)

Nitrik oksit, cok 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere lretilen
nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise
de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu fiizerinde delokalize olmasi
nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore
reaktivitesi baskilandigindan olduk¢a uzun 6miirliidiir.

Oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile
fiziksel/kimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa viicudumuzda NOe sentezini
saglayan mekanizmalar son derece kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin
metabolize edilmesi sirasinda olusan NOe bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO-
olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) enzimidir. NOS enzimi

L-arginini sitriillin ve NO- radikaline ¢evirir.

L-arjinin + NADPH + O, — L-sitrullin + NO« + NADP"

2.1.1.6. Hipoklorik Asit (HOCI)
Enflamasyon boyunca polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan

miyeloperoksidaz (MPO) enzimi bu radikalin olugsmasinda etkilidir.

MPO
H.O, + CI —  HCIO + OH

Elektron vericisi olan indirgeyiciler ile HOCI’nin reaksiyona girmesi ile yiiksek
reaktiviteye sahip OHe meydana gelir. Onemli bir &rnedi asagidaki tepkimeler de

gosterilen siliperoksit radikali ve ferr6z iyonlari ile ger¢eklesen reaksiyonlardir.
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HOCI + O — OHe + CI + Oy

HOCI + Fe** — OHe + CI' + Fe**

2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari

2.1.2.1. SR’lerin Hiicre i¢i Kaynaklari

SR’ler hiicrelerde genel olarak elektron transfer reaksiyonlar ile diretilirler.
Enzim aracili veya enzim katalizi olmadan olusabilirler. Bu reaksiyonlar geg¢is metal
iyonlarinin kimyasal redoksu ile birliktedir [30].

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara lriinler olarak devamli sekilde SR’ler olusabilir. Bazen bu SR ara iiriinler
enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle tesadiifen etkilesirler ve sonucta
serbest oksijen radikalleri olusur. Bunlar:

1.) Mitokondriyal elektron transport zinciri: Normalde hiicrelerde en biiyiik
serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden sizintidir.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda
indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal {iretimi artar. I¢ mitokondri
membranindaki elektron transport zinciri (ETS) ATP formunda enerji liretmek i¢in
oksijeni kullanir. ETS’de oksijen terminal elektron alicist rolii oynar ve H;O’a
indirgenir. Elektronlar ETS’den ubikinon-sitokrom c seviyesinde koparlar.

2.) Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda 6zellikle
ksenobiyotiklerin metabolizmalar1 esnasinda ve diger endojen maddelerin
metabolizmalar1 esnasinda yan {iriin olarak SR’ler iiretilir. Burada elektronlarin kagak
yaptig1 en onemli yap1 nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) sitokrom Pgsg
rediiktaz enzimidir.

3.) Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Koenzimler, askorbik asitler, tiyoller
ve katekolaminler gibi bilesiklerin otooksidasyonu ile siiperoksit radikali olusur.
Tiyoller, askorbat vb. ile Fe*3, Fe*®ye indirgenir. Fe*? ise otookside olur ve siiperoksit
tiretir. Stiperoksitin dismutasyonu ile de ikinci iiriin olarak hidrojen peroksit olusur [40].

4.) Geg¢is metallerinin gorev aldig1 oksido-rediiksiyon reaksiyonlar::
Ozellikle demir ve bakir olmak iizere gecis metalleri, fizyolojik sartlarda elektron

aligverisi seklinde gergeklesen oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alirlar. Bakir
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disindaki tiim gegis metalleri en dis tabakalarinda tek elektron tasirlar, bakirin dis
tabakas1 doludur ancak c¢ok kolay elektron alip vererek SR’e doniigebilir. Gegis
metalleri bu oOzellikleri nedeniyle SR reaksiyonlarii hizlandiran katalizor vazifesi
goriirler. Demir ve bakir, tiyollerden tiyil sentezini; H,O, ve Oy den, hidroksil radikali
sentezini katalizlerler. Mn?’nin, O, tarafindan oksidasyonu Mn** veya Mn-Oksijen
kompleksinin olusumunu saglar, bunlar da O, *den daha ¢ok oksitleyicidirler.

5.) Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transfer
sistemleri: Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda SR iiretimi, membrana bagli
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Endoplazmik retikulum ve niikleer
membranda {iretilen SR’ler organellerin igine girebilir ve sitozolik reaksiyonlara
katilabilir. Niikleer membranda olusan SR’ler 6zellikle DNA’da hasar olustururlar [30].

6.) Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, tirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag
asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit iiretmeden bol miktarda H,0O;
tiretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda hidrojen peroksidin suya ayrigmasini
katalizleyen katalaz (CAT) enziminin aktivitesi de c¢ok yiiksek oldugundan
peroksizomlardan sitozole ne kadar H,O, gegtigi bilinmemektedir [85].

7.) Coziiniir enzimler ve proteinler: Bir¢ok enzimin katalitik dongiisi
sirasinda da SR’ler ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Piirinlerin
yikilim yolunda en son iki reaksiyonu katalizleyen enzim ksantin oksidazdir. Ksantin
oksidazin oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin
iirik aside doniislirken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen
perokside indirgenmektedir. iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan
onemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince
iskemi yerinde ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit ve siiperoksit
radikali olusur, bunlarin etkisiyle de “iskem-reperfiizyon hasar1” denen durum ortaya
cikar. Ksantin oksidazin 0Ozellikle intestinal mukoza hiicrelerinde goriilen iskemi-
reperfiizyon hasarinda 6nemli faktor oldugu diistiniilmektedir.

8.) Plazma membranm: Ekstraselliler olarak iiretilen SR’ler plazma
membranindan gecerken membranda toksik reaksiyonlar baslatabilirler. Membrandaki
doymamig yag asitleri ve transmembran proteinlerdeki aminoasitler SR hasarina

duyarhdirlar. H;O, membrandan kolayca gegebilir. O,¢ ise transmembran anyon
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kanallar1 ile geger. Fagositik hiicrelerin plazma membranindaki nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aracili SR tiretimi de SR’lerin 6nemli bir biyolojik
kaynagini olusturur. Mikrozomal ve plazma membranlarinda enzimlerle iligkili SR
tiretimi mevcuttur. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine yol agar.
Arasidonik  asit metabolizmast  sonucu SR {retimine “enzimatik lipid
peroksidasyonu' denir. Arasidonik asid metabolizmasi sonucu lipooksijenaz yolu ile
stiperoksit radikali iiretilir. Siklooksijenaz yolunda SR ara iiriinler olusur. Arasidonik
asidin biyoaktif tirlinlere ¢evrimi sirasinda hemoprotein-oksijen ve karbon-merkezli SR
ara Uriinleri iiretilir ve bunlar doku hasarina onciiliik ederler [30].

9.) Solunumsal patlama: Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve

eozinofillerde fagositik solunumsal patlama sirasinda ¢esitli SR’ler olusur (Sekil 2.5).

My
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Sekil 2.5. Notrofilde fagositoz, solunumsal patlama sirasinda SR olusumu

Fagositik 16kositler opsonize mikroorganizmalar, C5a kompleman faragmani,
l6kotrien B, bakteriyel orjinli N-formil oligopeptitler gibi partikiiler ya da ¢dziinebilir
bir uyariciyla uyarildiklarinda lizozomal komponentleri digsariya vermeye baslarlar ve
reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuyla birlikte mitokondri disinda oksijen

tilketiminde bir patlama (solunumsal patlama) gosterirler. Fagosite edilmis bakteri,
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solunumsal patlama iriinlerinin etkisiyle oldirilir. Ancak bu oksidan {irtinler
hiicrelerin antioksidan savunma giiglerini astifinda normal konak hiicrelere zarar
verirler ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar.

Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-HEM igeren
miyeloperoksidaz (MPO) ve eozinofillerde eozinofil peroksidaz (EPO) enzimi bulunur.
Cesitli uyaricilarin etkisiyle fagositler MPO ve EPO igeren graniillerini ekstraselliiler
araliktaki fagositik vakuol i¢ine bosaltirlar. MPO ve EPO, hidrojen peroksit varliginda
kloriir, iyodiir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI),

hipoiyodik asit (HOI) ve hipobromik asit (HOBr) olusturur.

2.1.2.2. SR’lerin Hiicre Dis1 Kaynaklar
Baz1 yabanci toksik maddeler hiicrede SR iretimini artirirlar (Tablo 2.2). Bu
maddeler ya dogrudan SR iiretirler ya da SR’lerin ortadan kaldirilmasini saglayan

antioksidan aktiviteyi diistiriirler.

Tablo 2.2. SR’lerin hiicre dis1 kaynaklari

Cevresel faktirler

Toksik kimyasallar

Radyasvon

Ilaglar

Hiperoksi

Karbon tetrakloriir
(CCl4)

Elektromanyetik

radyasyvon

Antineoplastik

Kursun-Mohbden-
Mikel-
Krom-Kobalt-Civa-
Kadmiyium-

Arsenik)

Hawva kirliligi Halojenlenmis Amntibivotikler:

Azot dioksit (NO2) | hidrokarbonlar: Partikiiler radvasvon Kinolon,

Ozon Kloroform. Tetrasiklin,

Silfiir dioksit Bromobenzen, Aminoglikozid
Halotan Kinonlar

Tiititn Paraquat

Sigara i¢cimi Alloksan

Bocek ilaclan Difenoller

Metaller Amnestezikler

(Titamvium-

Aliuninyunm-

2.1.3. SR’lerin Etkileri
2.1.3.1 SR’lerin Pozitif Etkileri

SR’lerin belirli miktarlardaki {iretimi, saglik i¢in gereklidir ve basta bagisiklik
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sistemi olmak {iizere, hiicresel sinyal iletiminde, enzim aktivasyonlarinda, kimyasal

reaksiyonlarin seyrinde, hiicrelerin biyogenezinde ve kas kasilmasinda rol oynarlar [72].

2.1.3.2. SR’lerin Negatif Etkileri

SR’lerin  fazla iretimi, hiicre zehirlenmesine, doku yaralanmasina,
iltihaplanmaya ve fonksiyon bozukluguna yol acar. Son yillarda yapilan caligmalar,
serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin bir¢ok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulundugunu gostermektedir.

Cesitli patolojik durumlarda normalden daha fazla serbest oksijen radikali
olugmasiyla veya organizmanin savunma sisteminin yetersiz kalmasiyla artan SR’ler
hiicrenin ¢esitli bilesenleri ve hiicre dis1 makromolekiiller ile etkileserek hiicrede
metabolik, yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olur ve bu da hiicre Sliimiiyle
sonlanabilir. SR’lerden etkilenebilecek baslica hiicresel komponentler arasinda
proteinler (enzimler ve kollajen), ndrotransmitterler, niikleik asitler, DNA ve hiicre

membranlarinin baslica bilesenleri olan yag asitleri bulunmaktadir [40, 22] (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Hiicrede SR’lere bagli hasarlar
2.1.3.2.1. SR’lerin Proteinlere Etkileri
SR’lerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir. Protein
molekiilleri lizerindeki siilfidril veya amino gruplariyla SR’lerin etkilesmesi sonucu

proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tice ayrilir:
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1.) Aminoasitlerin modifikasyonu

2.) Proteinlerin fragmantasyonu

3.) Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalari.

SR’lerin proteinlerde yaptigi hasarm biiyiikliigli; aminoasit kompozisyonlarin,
protein konformasyonuna, aminoasitlerin lokalizasyonuna ve de hasar goren proteinin
tamir kabiliyetine baghdir. Proteinler SR’lere karsi1 poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giiciine gore
protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir.

Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein, sistin gibi aminoasitlere sahip proteinler SR’lere karsi cok
hassastirlar ve kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda ozellikle siilfiir radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller olusur.

2.1.3.2.2. SR’lerin Karbonhidratlara Etkileri

SR’lerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli iirlinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik siireglerde 6nemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu H;0; peroksitler ve okzoaldehitler olusabilir. Bunlar diyabet ve sigara i¢imi ile
iligkili kronik hastaliklar gibi patolojik siireclerde ayrica okzalaldehitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanarak antimitotik etki gdstererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol
oynarlar.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, kalp hastaligi, hipertansiyon,
psoriyazis, romatoit artrit, behget hastaligi, ¢esitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi
bircok hastalikta ve yashlikta SR {retiminin arttigi, antioksidan savunma
mekanizmalariin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde SR artiginin sebep

mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir [1].

2.1.3.2.3. SR’lerin Lipidlere Etkileri

SR’lerin en o©nemli etkisi lipitlere yaptig1 etkidir. Hiicre membranlar
poliansatiire yag asitlerinden (PUFA) ve kolesterolden zengindir ve kolaylikla oksidan
radikallerden etkilenirler. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, SR’lerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri
olustururlar. PUFA’nin oksidatif yikimi1 “lipid peroksidasyonu” olarak bilinir. Lipid

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
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oldukca =zararhidir. Hiicre membranlarinda lipid SR’leri (Le) ve lipid peroksit
radikallerinin (LOOe¢) olusmasi, ROT’nin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir
ozelligi olarak kabul edilir. SR’lerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna
""nonenzimatik lipid peroksidasyonu' denir.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda

yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar (Sekil 2.7).

LH—» L-
X

Ry TN
Le

Sekil 2.7. Lipid peroksidasyonu

Lipid radikallerinin molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit

radikalleri (LOOe) olusur. Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken
kendileri de aciga c¢ikan hidrojen atomlarim1 alarak lipid peroksitlerine (LOOH)

dontistirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (Sekil 2.8).

Le + O, —» LOO-*
LOOs + LH —» LOOH + Le-

5
NN

Lipid peroxide
LOOH

Sekil 2.8. Lipid radikallerinin olusumu

Uc veya daha fazla ¢ift bag igeren yag§ asitlerinin peroksidasyonunda

malondialdehit (MDA) meydana gelir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Malondialdehit (MDA) yapisi

Biyolojik materyalde MDA 6lciilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatori
olarak kullanilir. Bu nedenle giiniimiizde belirteg olarak lipit tiirevleri yerine, daha
kararli ve wuzun Omiirlii protein oksidasyon {riinlerinin kullanimi giderek

yayginlagmaktadir.

2.1.3.2.4. SR’lerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

ROT, DNA’da farkli mekanizmalar ile bir takim degisikliklere neden olur [93].
Memeli hiicrelerinde DNA molekiillerinin mutasyonlar1 niikleusta, mitokondride ve her
ikisinde de olusabilir. Ancak mitokondriyal DNA, niikleer genoma gore 17 kez daha
fazla oranda mutasyona ugramaya egilimlidir. Mitokondriyal DNA kii¢iik molekiilliidiir
ve oksidatif yikima oldukca hassastir. ROT, mitokondriyal DNA da bir¢cok bodlgede
fragmantasyona ve silinmeye neden olur. DNA mutasyonunun g¢ogunun hidroksil
radikallerine bagli oldugu disiiniilmektedir. Hidroksil radikali bazlarla ve
deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girebilir. En yaygin mutasyon hidroksilasyondur ki
bu ATP deplesyonuna ve gen mutasyonuna yol acabilir. Bu hiicrenin ya malign
transformasyonuna ya da oliimiine neden olur. Hidrojen peroksit ise membranlardan
kolayca gecebileceginden hiicre c¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir ve hiicre

disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol agar.

2.2. Antioksidanlar

Aerobik organizmalarda SR olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu
molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere antioksidan savunma sistemleri
gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi SR’lerin
etkisini tamamen Onleyemez ve oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar.
ROT olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek ic¢in bir¢ok savunma
mekanizmas1 vardir. Bu mekanizmalar "‘antioksidan savunma sistemleri®* ya da

""antioksidanlar® olarak bilinen; SR’leri nétralize eden, SR hasarlarini tamir etmeye
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yardimc1 olan ve viicudun onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini

yenilemesini saglayan besinlerin bir sinifidir.

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler;

1.) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayicr etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kiigiik molekdiller bu tip etki gosterirler.

2.) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya aktif olmayan sekle doniistirme bastirict etkidir.
Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3.) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirtp fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kina etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kirict etki gosterirler.

4.) SR’lerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Antioksidan 6zelligi bilinen bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir
kismini1 6zellikle bitkilerden alirken, bir kismini viicut kendisi tiretir. Hiicrelerin hem

stvi hem membran kisimlarinda bulunabilirler (Sekil 2.10).

Vitamin E

~ N\
Nucleus \. \_- Vitamins C and E
(DNA) /\T [B—carotene
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Sekil 2.10. Viicutta bulunan bazi antioksidanlar
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2.2.1. Antioksidanlarm Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, dogal ve sentetik olmak iizere iki grupta toplanabilirler. Dogal
antioksidanlar arasinda enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz, sitokrom-C-oksidaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferazlar, hidroperoksidaz),
makromolekiiller (seruloplazmin, transferin, miyoglobin) ve mikromolekiiller (B-
karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, glutatyon, N-asetil sistein,
metiyonin, ubikinon) sayilabilir. Sentetik antioksidan olarak kullanilanlar ise BHA,
BHT, TBHQ, NDGA, trolox, alkil gallatlardir. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
cesitlilik gostermektedir. Endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli [1] olmak iizere
baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi SR’in meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut
olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve
olmayanlar seklinde de siniflandirilabilirler.

Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica elemanlar ise;
enzimler, metal iyonlarimi baglayan proteinler ve suda ile yagda ¢oOzilinen radikal

tutuculardir [67].

2.2.1.1. Enzimler

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz oksidatif strese karsi ilk
savunma hattidir. SOD, oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur ve katalitik
aktivitesi ¢ok yliksek olan bir enzimdir. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve molekiiler

oksijene hizlica dismutasyonunu katalize eder [31].

SOD
O, + Oy + 2H" — H,O, + O,

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, dort
selenyum atomu icerir ve tetramerik yapidadir, lipid peroksidayonunun baglamasini ve
gelismesini engelleyici ozellikte olan bir enzimdir [48]. Glutatyon peroksidaz,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir.

GSH-Px
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H;0O
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Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen
enzim ise membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger. Membrana bagli en
onemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membranin peroksidasyona karsi

korunmasini saglar.

PLGSH-Px

H,O:; + 2GSH GSSG + 2H,0
PLGSH-Px
ROOH + 2GSH » GSSG + ROH + H,O
PLGSH-Px
PLOOH + 2GSH GSSG + PLOH + H,O

Katalaz Enzimi (CAT): Katalaz yapisinda dort tane HEM grubu bulunan bir
hemoproteindir. Esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. Hidrojen peroksidi suya ve oksijene parcalar.

Katalaz
2H-0, — 2H,0 + O,

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red): Glutatyon rediiktaz, GSH-Px vasitasiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar
indirgenmis glutatyona (GSH) doniisimiinii katalize eder (Sekil 2.11). Reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in NADPH gereklidir [1].

Glutatyon
Reduktaz

GS8G + NADPH + H* —— 2 GSH + NADP

z 2 3
superoxide Fe<* Ee™*

Qs Emuace —» H-O. OH -+

2H* O,

2GSH NADP*
H202 \ (giutathione Xtalhione
peroxidase reductase
catalase
GSSG NADPH™"
H+
2H,0 + O, 2H,O

Sekil 2.11. Glutatyonun indirgenmesi

Glutatyon-S-Transferaz (GST): Glutatyon S-transferazlar, her biri iki alt
birimden olusmus bir enzim ailesidir. GST, basta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px
aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH + 2G-SH — GSSG + ROH + H;0O
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Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimidir ve

stiperoksiti (Oz¢ ) detoksifiye eder.
40,0 + 4H" 4¢ — 2H,0

Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyondur,
bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji {iretimi

(ATP) saglanir.

2.2.1.2. Yagda ve Suda Coziinen Radikal Tutucular

a-tokoferol (E Vitamini): Dogada en yaygin bulunan antioksidanlardandir ve
bitkisel yaglardaki baglica antioksidanlari olusturur. Yagda ¢6zilinen vitamin oldugu i¢in
hem selliiler hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur. Mitokondri
membraninda yaklasik 2000 fosfolipid basina bir a-tokoferol bulunmaktadir. Hiicre
membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini SR etkisinden koruyan ilk
savunma hattint olusturur. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid
peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. o, B, y, 0 olmak iizere dort farkl
tokoferol formu bulunur. En aktif formu a-tokoferoldiir (Sekil 2.12).

CH,
HO

(I:H
CHQCHgCHgCH}CHg

H,C 0
% CH;, 3

CHj
Sekil 2.12. a-tokoferol yapisi

Askorbik Asit (C-Vitamini): Sulu ortamlarda SR’lerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1
gliclii bir antioksidandir (Sekil 2.13). Siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona
girip onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin

tekrar tokoferole doniismesini saglar.

HO
HO  OH

Sekil 2.13. Askorbik asit yapisi
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Karotenoidler: Yagda ¢o6ziinen, saridan kirmiziya kadar renk veren, bitkilerde
ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda (yosunlar, bazi mantarlar ve bazi
bakterilerde) bulunan pigmentlerdir. Alt1 yiizlin {lizerinde bilinen karotenoid ¢esidi
vardir. En yaygin karotenoidler A vitamininin Onciilii olan B-karoten (Sekil 2.14) ve

likopendir (Sekil 2.15).

Sekil 2.14. B-karoten yapisi

B-karoten, a-tokoferol gibi peroksil ve alkoksil radikalleri ile reaksiyona
girebilen bir molekiildiir. Singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini
temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev

gordiigii saptanmustir [38].

Sekil 2.15. Likopen yapis1

Likopen, hiicreleri SR hasarindan korumasinin yani sira, hiicreler arasindaki

baglar1 giiclendirmekte ve hiicre metabolizmasini gelistirmektedir.

Flavonoidler: Flavonoidler bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik yapidaki
bilesiklerdir. Bircok meyve ve sebzede yiikksek oranlarda bulunan sari-beyaz
pigmentlerdir. Bitkilerde sekerlerle bagh halde ve degisik glikozid kombinasyonlari
halinde bulunmaktadir. Antosiyaninler, lokoantosiyanidinler, flavonoller, flavonlar,
glukoflavonlar, biflavoniller, kalgonlar, auronlar, flavononlar, izoflavonlar olarak 10
smifta incelenebilir.

Fenolik yapilarindan dolay1 antioksidan o6zellik gdstermektedirler. Bilesigin
yapist ile antioksidan kapasitesi iliskilidir, fenolik bilesiklerde —OH grubu sayisi,
flavonoidlerde B halkasinin 5-OH, 4-OH ve 3-OH gruplar1 olmasi antioksidan aktivite
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tizerinde etkilidir (Sekil 2.16). Baz1 flavonoidler, etkili bir sekilde hiicreleri ve dokular1

reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkilerinden korur
?H
-
o ol
@ | OH
s

OH

OH

00

O

1
OH
Sekil 2.16. Temel flavonoid yapisi

Glutatyon (GSH): Karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen,
L-sistein, L-glutamik asit ve glisin igeren bir tripeptitdir (Sekil 2.17). SR’ler ve

peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur.

G el B
HOOC™ ™ C”~ \9’ \Pl‘l' "N” " "COOH

Sekil 2.17. Glutatyon yapis1

Urik Asit: Normal plazma konsantrasyonunda iirat, hidroksil, siiperoksit,
peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler (Sekil 2.18). Fakat lipid radikalleri

tizerine etkisi yoktur. Ayrica vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkisi vardir.

0]
H
N

NH
O:< ﬂ

N

N 0]
H H

Sekil 2.18. Urik asit yapisi

Bilirubin: Hemoglobin molekiillerinin (HEM proteinleri) par¢alanmasiyla
olusan son triindiir (Sekil 2.19). Yiiksek diizeylerde bir doku toksini olmasina ragmen,
zincir kirict bir antioksidan olarak gorev yapabilir. Plazmadaki i¢ temel antioksidandan

birisidir. Stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
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Sekil 2.19. Bilirubin yapis1

Melatonin (MLT): Epifiz bezinin pineolasit ad:1 verilen hiicrelerinden salgilanir
(Sekil 2.20). Melatonin, kisiden kisiye degisse de yaklasik olarak 23:00 ile 03:00
saatleri arasinda salgilanan bir hormondur. Hormonun temel gorevi viicudun biyolojik

saatini koruyup ritmini ayarlamaktir.

H,CO Hy H
N
CZ’SC\S/
2 0
N
H

Sekil 2.20. Melatonin yapisi

Melatonin en zararlt SR olan hidroksil SR’ini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir
antioksidandir. Giliniimiize kadar bilinen antioksidanlarin en giigliisii olarak kabul

edilmektedir. Kanserin ilerleme ve gelisme sathalarin1 geciktirir [33].

Lipoik Asit: Alfa lipoik asit agir metallerle olusan zehirlenmelerde
detoksifikasyon ajan1 olarak kullanilan bir antioksidandir. Antioksidan o6zelligi
kendisinin dihidrolipoik aside indirgenirken, SR’leri temizlemesinden ve de agir
metallerle selat olusturarak (kursun, civa, kadmiyum gibi) bu agir metalleri viicuda

zarar vermeden uzaklastirmasindan kaynaklanmaktadir [84].

H H
cj-coon 2H+ 2e- K\|—(C3-COOH
S-S “ SH SH
Lipoik Asit Dihidrolipoik asit

N-asetil Sistein (NAS): Cok giiglii bir antioksidandir (Sekil 2.21). Viicudun

tirettigi aminoasitlerden sistein’in bir formu olan NAS 6nemli bir antioksidan olan
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glutatyon’un {retilmesine de yardim eder. GSH-Px aktivitesini arttirarak endojen

antioksidan sisteme katkida bulunur. Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

H,
HsC~ N
3 H

Sekil 2.21. N- asetil sistein yapisi

2.2.1.3. Metal iyonlarimi Baglayan Proteinler

Ferritin: Birgok dokuda bulunan ve demir deposu islevi goren bir proteindir.
Kii¢iik miktarlarda kan dolasiminda da bulunur ve Ol¢iimii ile viicudun demir
depolarinin durumu kesin olarak anlasilabilir.

Transferrin ve Laktoferrin: Dolasimmdaki serbest demiri baglarlar.

Albumin: LOOH ve HCIO toplayicisidir. Ayni zamanda Cu'? ve HEM
baglayici bilesiktir. Bilirubin gibi suda ¢oziinmeyen bazi toksik metabolizma tirtinlerine
baglanarak onlar1 zararsiz kilar.

Seruloplazmin: Kan plazmasinda bulunan bir proteindir. Ferro demiri (Fe*")
ferri demire (Fe**) yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali

olusumunu inhibe eder.

2.2.1.4. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere
siiflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir: 1.) a-tokoferol (vitamin E) 2.) B-
karoten 3.) Askorbik asit (vitamin C) 4.) Folik asit (folat)

Ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir: 1.) Ksantin oksidaz
inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten) 2.) NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid anti-
inflamatuvar ilaglar) 3.) Rekombinant siiperoksit dismutaz 4.) Trolox-C (vitamin E
analogu) 5.) Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH-Px aktivitesini arttiran
ebselen ve asetil sistein) 6.) Nonenzimatik SR toplayicilar (mannitol, albiimin) 7.)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin) 8.) Notrofiladezyon inhibitorleri
9.) Sitokinler (TNF ve IL-1) 10.) Barbitiiratlar 11.) Demir selatorleri
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Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir: 1.) BHT 2.) BHA 3.) Sodyum
benzoat 4.) Ethoxyquin 5.) Propilgallat 6.) Fe-siiperoksit dismutaz

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri (Allopurinol, Oksipurinol): Oksipuranol
allopiirinoliin metabolitidir, dogrudan hidroksil radikali ve hipokloriti azaltic1 yonde
etki eder.

Demir Selatorleri: Hiicre igine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler, boylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali olusumunu
inhibe ederler. Bu 6zelliklerinden dolay1 reperfiizyonda kullanilmalarinin faydali oldugu
kaydedilmistir.

Desferroksamin: Serbest Fe**’i baglar.

Probukol: Kan kolesteroliinii diisiirmede kullanilir. Lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu kirici etkisi vardir.

Ebselen: Selenyumlu bir bilesiktir. Glutatyon peroksidaz aktivitesini gliclendirir
ve lipoksijenaz yolunu inhibe eder.

Sitokinler: Basta katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive ederler.
Ancak proteolitik enzimleri de aktive ettiklerinden dolayr zararli olabilirler.

Mannitol: Hidroksil radikalini toplayici 6zelligi vardir.

Trolox: Vitamin E’nin suda ¢oziilebilir anologudur. Antioksidan aktivite igin

yaygin olarak kabul edilen bir standarttir.

2.3. Besin Maddeleri ve Antioksidanlar

Birgok gidada {iriiniinii olusturan bilesenler ile havanin oksijeni arasinda
kendiliginden ortaya ¢ikan ve "otooksidasyon" adi verilen tepkimeler olusur. Her
zaman, az ya da ¢ok hissedilebilir kalite diismelerine neden olan bu tiir tepkimeler gida
endiistrisi agisindan istenmeyen olaylardir. Burada sozili edilen kalite diismesi renk,
koku ve tatda meydana gelen degismeler ile bazi besin 6gelerindeki parcalanmalar ve
hatta toksik bilesik olugmasi bi¢iminde ortaya ¢ikmaktadir. Yag ve yagh gidalardaki
otooksidasyon olay1, hem beslenme fizyolojisi agisindan hem de teknolojik-ekonomik
acidan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Otooksidasyonun fiziksel ve teknolojik yontemlerle
onlenemedigi durumlarda antioksidanlar ve sinerjistler kullanilmaktadir. Sinerjistler

antioksidan etkisini arttiran maddelerdir.
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Antioksidan grubu katki maddeleri, gida sanayiinde bitkisel ve hayvansal yag
igeren maddelerin iiretimi, depolanmasi, taginmasi ve pazarlanmasi sirasinda meydana
gelecek otooksidasyondan kaynaklanan zararlari 6nlemede kullanilan en 6nemli katki
maddeleridir. Antioksidanlar, diger stabilizorler gibi diisiik kaliteli gida maddesinin
kalitesini arttirmaz ve gidalara herhangi bir yabanci tat ve koku da vermezler. Ancak bu
maddeler, iyi kalitede ham madde, uygun bir imalat teknigi, elverisli ambalajlama ve
depolama yontemleri ile birlikte kullanildiginda iriiniin kalitesini arttirirlar. Buna
karsilik antioksidan 6zelligi yiliksek fakat zehirleyici oluslarindan besin maddelerinde
kullanilmayan antioksidanlar da vardir. Bir antioksidanin, besin maddelerinde
kullanilmadan once, sagliga zarar1 olmadigi kesin olarak saptanmis olmalidir. Ayrica

kullanilan antioksidanin adi ve miktar1 da besin maddesinin etiketinde yazili olmalidir.

2.3.1. Besin Maderlerinde Dogal Olarak Bulunan Antioksidanlar

Antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin toksisiteleri nedeniyle, son yillarda
ilgi dogal antioksidanlar {izerine yogunlagsmistir. Ciinkii dogal antioksidanlar, insanlarin
yillardir tiikettikleri veya gidalara karistirdiklart katkilardir. Bitkiler (yagl tohumlar,
tahillar, sebzeler, baklagiller, meyveler, baharatlar), hayvansal iriinler (peptidler,
aminoasitler ve karotenoidler), enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
katalaz) ve bazi mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir. Bunlarin antioksidan aktivitelerinin askorbik asit, a-tokoferol, [-
karotenoidler, glutatyon, flavonoidler, kumarinler, fenolik asitler, selenyum,
izotiyosiyanatlar ve alkaloit, klorofil, protein, amin gibi azotlu bilesikler gibi
antioksidan 6zellikli bilesiklerden kaynaklandigi diisiintilmektedir [53]. En aktif
antioksidanlar fenolik ve polifenolik bilesiklerdir; askorbik asit, tokoferoller,
karotenoitler ve squalen sayilabilir.

Maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar yerine sentetik antioksidanlar
yirminci ylizyilin baglarindan beri kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin
toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan g¢aligmalar sonucunda bazi tilkelerde
kullanilmalarina dair ciddi sinirlama veya yasaklar getirilmistir. Sentetik antioksidanlar
hakkindaki bu siipheler, dogal antioksidanlara olan egilimi arttirmis ve bu alandaki
caligmalar ise bitki kaynakli antioksidanlar tizerinde yogunlagmistir. Ancak a-tokoferol
ve askorbik asidin antioksidan aktivitesi nispeten sentetik antioksidanlardan daha diisiik

oldugu bulunmustur.
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Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,
tohumlarda, yapraklarda, ¢iceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda
bulunmaktadir. Bundan dolayr bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara
yakalanma riskini azalttig1 gibi, kanser ve 6liim oraninda diisiis meydana getirmektedir.
Giinliik hayatta taze olarak tiiketilen birgok bitkinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Yaygin bir sekilde kullandigimiz brokoli, rezene, anason, nane, defne,
reyhan, lavanta, karabiber, karanfil, mantar, 1sgin ve kizilcik bu bitkiler arasinda

sayilabilir.

2.3.2. Besinlere Ilave Edilen Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar genellikle gida sektdriinde, gidalarin raf Omriiniin
uzatilmasi1 amaci ile kullanilir. Gida maddelerinde, peroksidasyon prosesini geciktirmek
veya onlemek ancak antioksidan bilesiklerin ilavesiyle miimkiin olabilir. Bu ise pahali
bir metodtur. Gida maddelerinin bozulmalarini engellemek i¢in yillardan beri sentetik
antioksidan olarak BHT, BHA, TBHQ, gallatlar, trolox ve diger sentetik antioksidanlar
(pirogallol, gallik asit, katesin) kullanilmaktadir (Sekil 2.22). Fenolik bilesik olmalari,

onlarin etkili birer antioksidan olmalarini saglar.
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HO_A OH /\/0 \/\OH HO )\
| y HaC O o
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Sekil 2.22. Gidalarda katki maddesi olarak kullanilan baz1 sentetik antioksidanlarin
yapisi

En yaygin olarak kullanilan bu sentetik antioksidanlarin bazi yan etkilere sahip
oldugu bildirilmektedir. Bunun sonucu olarak tiiketiciler bunlarin saglik agisindan

giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler tasimaktadir [36]. Sentetik antioksidanlar genis
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bir kullanim alanina sahip olmasina ragmen, istenilmeyen yan etkilerinden dolay1 son
zamanlarda kullanimlari ciddi bir sekilde sinirlandirilmistir [37]. Birer dogal antioksidan
olan a-tokoferol ve askorbik asit, BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik
antioksidanlardan daha diisiik aktivite gostermelerine ragmen, besin maddelerinin

iiretim ve muhafazasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

2.4. Antioksidan Aktivitesi Tayin Metodlar:

Antioksidanlar, oksidatif stresle ilgili hastaliklar1 Onleyebildikleri i¢in, son
yillarda ¢ok dnemli bir konu haline gelmistir. Gidalardaki antioksidanlarin karmasik bir
yapiya sahip olmasindan dolay1 bu bilesiklerin ayrilmasi, ¢alisilmasi pahali ve zordur.
Buna ragmen in vitro kosullarda antioksidan kapasiteyi 6l¢meyi amaglayan bir¢ok
metod bulunmaktadir. Toplam radikal tutma parametresi (TRAP), trolox ekivalenti
antioksidan kapasite (TEAC), oksijen radikalini absorplama kapasitesi (ORAC) ve
demir III iyonu indirgeme giicli (FRAP) bunlardan bazilaridir.

Bu metodlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba ayrilirlar:

Hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan metodlar ve bir tek elektron
transferine (ET) dayanan metodlardir. Bu metodlar, 6rnegin koruyucu antioksidan

kapasitesi yerine radikal veya oksidan giderici kapasitesini 6l¢gmeyi hedefler.

2.4.1. HAT-Temelli Metodlar

ORAC, TRAP ve crocin agartma metodu HAT-temelli metodlardir. Bu
metodlarda peroksil radikali iiretmek iizere bir radikal baslatici kullanilir. Eklenen
antioksidanlar radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarisir. Peroksil radikali
antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonug olarak peroksil radikali ve hedef molekiil

arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir [43].

ORAC (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi) Metodu

Cesitli ekstraktlar ve fitokimyasallarin antioksidan aktivitesini 6lgmek igin
kullanilir. Metod ilk olarak kullanilmaya baslandiginda prob olarak fluoresan protein
olan B-fikoeritrin ve peroksil radikal baslaticis1 olarak AAPH ile ¢alisilmistir. Ama
kullanilan probun fotostabil olmamasi ve polifenolik maddelerle etkilesimi nedeniyle [3-
PE yerine fluoressein kullanilmistir. Floressein protein olmayan sentetik bir probtur. Bu

metodta AAPH, fluoressein fluoresansinda azalmaya neden olur. Reaksiyon ilerledikce
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fluoressein tiiketilir. Antioksidan varliginda AAPH radikalleri giderilir ve fluoresans

azalmasi inhibe edilir.

TRAP (Linoleik Asit Oksidasyonunun Inhibisyonu) Metodu

Plazma ve serumun toplam antioksidan kapasitesini 6l¢mek i¢in gelistirilmistir.
Bu metod plazma antioksidanlarimi okside etmek i¢in ABAP radikal baslaticisi
tarafindan peroksil radikallerinin iiretilmesi ve meydana gelen oksidasyon sirasinda
tilketilen oksijenin dlgiilerek izlenmesine dayanir. Daha sonra metod, oksitlenebilir bir

lipid substrati olan linoleik asidin eklenmesiyle modifiye edilmistir.

Crocin Agartma Metodu

Crocin, dogal karotenoid tiirevidir. Metod SR baslatict AAPH tarafindan,
crocinin agarmasint dnlemede antioksidanlarin inhibisyon kapasitesini dlger. Crocin
safrandan elde edilen dogal pigment karigimi oldugu i¢in ¢ok fazla gesitlilige sahiptir.
Karotenoidler gibi diger gida pigmentleri ayn1 dalga boyunda 1sik absorblar. Bu da

crocinin endiistriyel uygulamasini sinirlar [43].

2.4.2. ET-Temelli Metodlar

Antioksidanin, Fe*® gibi bir oksidan tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda bir
elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu da oksidanin renk degisimine neden
olur. UV/VIS ile absorbans degisimi Olgiiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi
antioksidan konsantrasyonuyla orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi
tayininde kullanilir. FCR ile toplam fenolik bilesik tayini, Cu®" indirgeme kapasitesi,
TEAC ve FRAP metodlar1 bu sinifa girer.

FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Metod baglangigta proteinlerde fenol grubu igeren tirozin kalintist ile Folin-
Ciocalteu ayiracinin etkilesiminden dolay1r protein analizi i¢in disiiniilmiigtiir. Daha
sonralar1 daha genisletilerek toplam fenol metodu olarak kullanimi artmistir. FCR Cu”,
C vitamini gibi fenolik olmayan bilesikler tarafindan da indirgenebildigi icin fenolik
bilesiklere spesifik degildir. Ancak fenolik bilesikler sadece bazik sartlar altinda FCR
ile reaksiyon verir. Fenolik antioksidanlarin varhginda aymragtaki Mo in

indirgenmesiyle renk saridan maviye doner ve 760 nm’de absorbans Ol¢iiliir. Basit ve
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tekrarlanabilir bir metod oldugundan, fenolik antioksidan ¢alismalarinda rutin olarak

kullanilmaktadir [43].

TEAC (Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite) Metodu

Ilk kez 1993 yilinda bulunan metod daha sonraki yillarda gelistirilmistir. Bu
metodta metmiyoglobin/H,0, sisteminin olusturdugu ferrilmiyoglobin radikali ABTS
ile etkileserek bu maddenin katyonik radikalini iiretir. Olusan radikalin antioksidan
tarafindan giderilmesi 734 nm’de absorbansin azalmasiyla takip edilir. Antioksidan
kapasite suda ¢oziinen E vitamini analogu olan trolox konsantrasyonu (mM) olarak
tayin edilir. TEAC, 1 mM troloxunkiyle ayni aktiviteyi gostermek igin gerekli olan
antioksidan konsantrasyonunu ifade eder. En biiyilkk dezavantaji sentetik ABTS

radikalinin biyolojik sistemlerde bulunmamasidir [43].

FRAP ( Fe** iyonu indirgeme Giicii ) Metodu

Bu metodta disiik pH’da ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe**-TPTZ)
antioksidanlarin etkisiyle ferr6z kompleksine (Fez+-TPTZ) indirgenir. Olusan
kompleksin 593 nm’de absorbansi dl¢iiliir. Boylece elektron vermenin antioksidanlarin
toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir. Bu yaklagimin dezavantaji,
metod okside olabilen bir substrat igermediginden antioksidanlarin koruyucu 6zellikleri

hakkinda bilgi saglamamasidir [12, 43].

DPPH Radikali Giderme Metodu

DPPH radikali ticari olarak mevcut, stabil radikallerden biridir. Fenolik
antioksidanlarin aktiviteleri lizerinde yap1 etkisini ¢aligmak i¢in kullanilan ilk sentetik
antioksidanlardan biridir. Etanoldeki ¢6zeltisi mor renklidir ve 515 nm’de maksimum
absorbans verir. Antioksidan tarafindan indirgenince rengi soluk oldugu igin
reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenir. DPPH’in renginin solmasi
antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Baslangictaki ilk DPPH konsantrasyonunu
%50 azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktar1 antiradikal etkinligi ifade eder ve ECsg
(mg/mL) olarak isimlendirilir. ECsy degeri antioksidan aktiviteyi 6lgmek i¢in daha

yaygin olarak kullanilan bir parametredir.
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2.4.3. Lipid Oksidasyon Markerlerini Olcen Metodlar

Lipid model sistemlerinde reaktantlarin kaybi, SR olusumu, primer ve sekonder
oksidasyon {irlinlerinin olugumunun tayin edilmesi lipid oksidasyonunda en yaygin
kullanilan indikatorlerdir. Peroksit degeri (POV), tiyobarbiitirik asit reaktif tiirlerin
(TBARS) tayini ve kisa zincirli yag asitlerinden kaynaklanan iletkenligin (Ransimat
metodu) Ol¢limii lipid oksidasyonunun tayininde en sik kullanilan metodlardir. POV
tayininde iki farkli metod kullanilir. Iyodometrik ydntem; olusan peroksitlerin iyodiir ile
reaksiyona girerek iyot olusturmasi ve olusan iyodun titrimetrik yontemle tayin edilmesi
esasina dayanir. Ferrik tiyosiyanat metodu ise, olusan peroksitlerin Fe®* iyonlarmi Fe**
iyonlara yiikseltgemesi ve ortama eklenen tiyosiyanat ile olusturulan kompleksin
spektrofotometrik olarak tayinine dayanir [65]. TBARS tayini ile aldehitler, ketonlar,
asitler ve hidrokarbonlar gibi sekonder oksidasyon iiriinlerinin olusumu tayin edilir.
Sadece lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehite spesifik olmayip, diger
okso bilesikleri de dlger. Ransimat yonteminde antioksidan aktivite, yaglarda bulunan
doymamis yag asitlerinin yiiksek sicaklikta peroksidasyonu sonucu olusan bozunma

tirtinlerinin su i¢ine absorbe edilerek, Ransimat cihazi ile suyun iletkenligi tayin edilir.

2.4.4. Diger ROT Giderici Kapasiteleri Olcen Metodlar
In vitro kosullarda gesitli radikal iiretici sistemler kullanilarak antioksidanlarin

SR tuzaklama yeteneklerinin 6l¢limii i¢cin baz1 metodlar kullanilmaktadir.

O,+ Radikali Giderme Kapasitesi Tayini

NADH/PMS/O, sistemi ve riboflavin/metiyonin  sisteminde flavinin
fotokimyasal indirgenmesi ile non-enzimatik olarak [21] veya hipoksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile enzimatik olarak [88] siiperoksit radikali iiretilir. Radikal giderme

aktivitesi substrat olarak kullanilan NBT’nin indirgenmesiyle tayin edilir.

OH+ Radikali Giderme Kapasitesi Tayini

Biyolojik olarak hidroksil radikali biiyiik 6l¢iide Fenton reaksiyonu ile olustugu
i¢in in vitro kosullarda Fe?'/H,0, sistemiyle tiretilir ve antioksidanin hidroksil radikalini
giderebilme giicii Olgiiliir. Ancak pek cok antioksidan ayni zamanda metal selatorii

oldugu i¢in Fe®" aktivitesini degistirebilir. Bu yiizden degerlendirilen antioksidanin iyi
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bir selatlayict m1 yoksa hidroksil radikali giderici mi oldugu kesin olarak anlasilamaz

buda metodun dezavantajidir [11].

Peroksinitrit (ONOO ) Giderici Kapasitenin Tayini

Giicli bir antioksidan degildir, ancak fizyolojik pH’ta protonlanmis hali olan
peroksinitréz asit ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Ozellikle protein hasarmdan sorumlu
oldugu disiiniiliir. Bu Ol¢limler peroksinitrit tarafindan tirozinin nitrolanmasinin
inhibisyonuna dayanir. Nitrozaminlerin HPLC ile ayrimina dayanan ve uzun siiren bir

metodtur [11].

2.5. Cahsmada Kullanilan Bitkiler ve Ozellikleri
Bu tez ¢alismasinda yonca ve asma yapraklarinin in vitro kosullarda antioksidan

aktiviteleri cesitli metodlarla incelenmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan bitkiler ve dzellikleri

TURKCE ADI YONCA ASMA
LATINCE ADI Medicago sativa L. Vitis vinifera L.
FAMILYASI Fabaceae (Baklagiller) | Vitaceae (Asmagiller)

KULLANILAN KISIM

Yaprak

Yaprak

2.5.1. Yonca (Medicago sativa L.)

Glinlimiizde ekonomik degeri olmayan yabani bitkilerin daha sonraki yillarda

farkli kullanim alanlarinda besinsel ve ekonomik deger kazanmasi s6z konusu
olabileceginden bu bitkilerin bitkisel 6zelliklerinin belirlenmesi ve muhafaza altina
alinmas1 gereklidir [64]. 60°dan fazla tiir iceren Fabaceae familyasina ait olan yonca bu
bitkilerden birisi olabilir (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Yonca (Medicago sativa L.) bitkisi

Protein, vitaminler (A, C, E, K, B1, Bg) ve mineraller (folik asit, kalsiyum,
potasyum, demir, magnezyum, ¢inko gibi) ag¢isindan zengindir. Yag, protein ve
karbonhidrat sindirimini kolaylastiran sekiz sindirim enzimi ayrica saponin ve yiiksek
oranda demir igermektedir.

Alternatif tipta; viicuda kuvvet ve enerji verir. Kan1 ve karacigeri detoksifiye
edici Ozellikleri bulunmaktadir. Toksik maddeleri viicuttan uzaklastirmas: ve
enfeksiyonlara karsi iyi bir savasim vermesi gibi 6nemli fonksiyonlart vardir. Besin
degeri yliksek bir besin oldugu i¢in kansizlik ¢cekenlere faydalidir. Romatizmal ve bas
agrilari giderir. Ishali &nler. Seker hastaliginda faydali bir besindir. Ates diisiiriiciidiir.
Irak ve Tirkiye’de eklem iltihaplanmasi tedavisinde, ABD’de kansere karsi
kullanilmaktadir. Cinliler onu 6. yiizyildan beri bobrek tasi diisiirmeye yardimci,
viicuttaki fazla suyu atmak, romatizmal rahatsizliklar, siskinlik ve gaz gidermek i¢in
kullanmaktadir. Ingilterede de ise sa¢ dokiilmelerini 6nlemek amagli sampuan seklinde
kullanilir. Idrar yollar1 enfeksiyonlarma iyi gelir. Sinirleri teskin eder. Mide ve
bagirsaklarin diizenli caligmasini saglar. Astim, prostat, lilser gibi bircok saglik
sorununda etkilidir. Hipertansiyona iyi gelen yonca, yiiksek fiber diizeyi nedeniyle
kolesterol diizeyleri tizerinde dengeleyici etki yapar ve kandaki kolesterol seviyesinin
diisiiriilmesine de yardimci olur. Damar sertli§i sorununa karst da etkili ¢ozliimler
sunmaktadir. Icerdigi yiiksek demir orani nedeni ile anemi rahatsizhgina karsi da
kullanilan yonca cildi yeniler ve daha geng¢ goriinmeye yardimci olur. Ayrica kadinlarda

Ostrojen seviyesini arttirir ve menopoz donemi belirtilerinin azaltilmasinda etkilidir.
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2.5.2. Asma (Vitis vinifera L.)

Kaynak ve literatiir taramalar1 sonucunda fenolik bilesikler yoniinden; asma
yapraklari, antosiyanidinden dolayr renklidir ve tanen ydniinden zengindir. Yapilan
kromatografik analizlerde meyve ve yapraklarinda katesin, epikatesin, gallokatesin ve
epikatesin 3-O-gallat gibi kondanse tanenler ile quersetin, rutin, luteolin gibi flavonlarin
da bulundugu tespit edilmistir [81]. Organik asit yoniinden; tartarik asit, malik asit,
oksalik asit ve az miktarda gliserik asit icerir. Vitaminler ve mineraller yoniinden;
bitkinin meyve ve yapraklarinda bulunan B vitamini bilesiklerinin miktar1 bitkinin
gelisim evrelerine ve yetistigi bolgedeki ¢evresel faktorlere bagli olarak degismektedir.
Yapraklarindaki C vitamini orani ise meyvedekinden fazladir. Karotenoidler acisindan
zengindir. Karotenoid miktar1 6zellikle bitkinin ¢igcek agtigi donemde en yiiksek miktara
ulagsmaktadir. Enzim yoniinden ise; bitkinin degisik kisimlarinda katalaz, askorbik asit
oksidaz, peroksidaz, polifenol oksidaz, pektin metil esteraz ve pektin esteraz mevcuttur
[94]. Terpenoid bilesikler yoniinden; kok ve yapraklarinda 16 B-hidroksioleanolik asit
ve tlirevleri, o- ve [p-amirenol, tarakserol, taraksasterol, sikloartenol, 24-
metilsikloartenol, oleanolik asit ve ursolik asit gibi triterpenik bilesikler eser miktarda
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda bazi V. vinifera L. tirlerinin yaprak ve

filizlerinde ugucu yaga rastlanmistir (Sekil 2.24).

Sekil 2.24. Asma (Vitis vinifera L.) bitkisi

Geleneksel tipta; asma yapraklar ishal, sarilik, dizanteri, karaciger iltihabi, géz
nezlesi, varis ve hemoroid, inflamatuvar ve SR’lere bagh hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir. Asma yapraginin kaynatilmasi ile elde edilen su diizenli olarak
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icilmeye devam edilirse alkolii birakmaya yardimci olur. Viicuda kuvvet ve rahatlik
verir. Toplardamarlar1 giiglendirici etkiye sahip olan asma yapraklar1 bacak
damarlarindaki sismelere karsi ve rahim kanamalarint durdurmaya yardimci olur.
Ayrica, gerek asma yapragi gerekse kuru iiziim beynin daha iyi ¢alismasini saglar ve

dolayisiyla hafizay1 kuvvetlendirir. [9, 52].
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Ornekleri

Deneylerde kullanilan bitkisel materyallerden; asma Marmaracik’tan (Corlu-
Istanbul) yonca ise Vakiflar kdyiindeki (Corlu-istanbul) bahgelerden temin edildi.
Bitkilerin yaprak kisimlari saplarindan ayrildiktan sonra giines almayan bir yerde oda
sicakliginda tamamen kurumasi i¢in bekletildi. Ardindan kurutulmus materyaller
ogiitiilerek toz haline getirildi ve kullanilincaya kadar renkli kaplarda ve karanlikta

muhafaza edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich,
Merck ve Riedel-de Haen’den satin alind1.

Calismada calkalamali su banyosu (Clifton 100-400rpm; termostatli),
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pH-metre (WTW pH 330i), analitik terazi (Gec
Avery), vortex (Fisons), ev tipi blender (Tefal 400W) evaporator (Buchi R-200),
santrifiij (Niivefuge CN180), sogutmali santrifiij (Hettich 38 R), 1sitic1 ve manyetik
karigtirict  (Chiltern HS31), mikro pipetler ve eppendorflar kullanilan baglica

ekipmanlardir.

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Cozeltiler

% 2’lik Na,CO3; Cozeltisi: 2 g Na,COs tartilarak destile su ile balon jojede 100
mL’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteau Reaktifi: Ticari olarak satin alindig1 sekilde kullanildu.

% 5’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 2.5 g NaNO- tartilarak balon jojede destile su
ile 50 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk AI(NO3)3.9H,0 Cozeltisi: 5 g AI(NO3)3 9H,0 tartilarak balon jojede
destile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

% 4.3’liik NaOH Cozeltisi: 4.3 g NaOH tartilarak balon jojede destile su ile

100 mL’ye tamamlanda.
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0.1 M Fosfat Tamponu (pH=7.4): KH,PO, (13.609 g/L) ve Na;HPO,
(14.196 g/L) ¢ozeltilerinin pH=7.4 olacak sekilde (yaklasik 60/225 mL oraninda)
karistirilmasi ile hazirlandi.

40 mM H;0; Cozeltisi: 0.409 mL H,0, otomatik pipetle ¢ekilerek balon jojede
0.1 M fostat tamponu (pH=7.4) ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH=6.6): KH,PO, (27.218 g/L) ve Na,HPO, (28.392
g/L ) ¢ozeltilerinin pH=6.6 olacak sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.

% 1’lik KsFe(CN)g Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)g tartilarak balon jojede destile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk TCA Cozeltisi: 10 g Trikloroasetik asit tartilarak destile suda ¢oziildii
ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 0.1’lik FeCls Cozeltisi: 0.1666 g FeCls.6H,0 tartilarak destile suda ¢o6ziildii
ve balon jojede 100 mL’ye tamamland.

2 mM FeCl, Cozeltisi: 0.0398 g FeCl,.4H,0 tartilarak destile suda ¢oziildi ve
balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 0.0616 g ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve
balon jojede 25 mL’ye tamamlandi. (Ferrozin: 3,2-piridil-5,6-difenil 1,2,4 triazin 4’-4"
stilfonilik asit sodyum tuzu)

1 mM DPPH Cézeltisi: 0.01972 g DPPH tartilarak etanolde ¢6ziildii ve balon
jojede 50 mL’ye tamamlandi.

0.1 mM DPPH Cozeltisi: 1 mM DPPH c¢o6zeltisinden 10 mL alinarak etanolle
balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. (Giinliik hazirlanir ve 1s1ktan korunur)

156 uM NBT Cozeltisi (Nitrotetrazolium blue kloriir): 0.0128 g NBT
tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye
tamamlandi.

468 nM NADH Cozeltisi (Nikotin amid adenin di niikleotid): 0.0332 ¢
NADH tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢06ziildii ve balon jojede 100
mL’ye tamamlandi.

60 uM PMS Cozeltisi (Phenozine metha siilfat): 0.0018 g PMS tartilarak 0.1
M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢6ziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 0.2964 g Amonyum molibdat tartilarak

destile suda ¢oziildii ve balon jojede 60 mL‘ye tamamlandi.
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28 mM Sodyum Fosfat Cozeltisi: 0.2754 g Sodyum fosfat tartilarak destile
suda ¢6ziildii ve balon jojede 60 mL‘ye tamamlandi.

0.6 M Siilfiirik Asit Cozeltisi: 1.92 mL der. H,SO, (18.76 M) ¢ozeltisinden
pipetle alinarak i¢inde bir miktar destile su bulunan 60 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
destile su ile tamamlandi.

Belirte¢ Cozeltisi (Fosfomolibden Deneyi): Esit miktarlarda alinan amonyum
molibdat, sodyum fosfat ve siilfiirik asit ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla hazirlandi.

7 mM ABTS Cozeltisi: 8 mg ABTS almir 1 mL suda ¢oziliir. 13.2 mg
potasyum persiilfat 10 mL suda ¢oziiliir. Cozeltilerden, 0.5’er mL karistirilir ve 12-16
saat oda sicakliginda karanlikta bekletilir. ABTS ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce absorbani
734 nm’de 0.7+0.025 olacak sekilde 0.1 M fosfat tamponuyla (pH=7.4) seyreltildi.

0.04 M Fosfat Tamponu ( pH=7 ): KH,PO, (5.44 ¢g/L) ve Na;HPO,
(5.68 g/L) cozeltileri pH=7 olacak sekilde karistirildi.

Linoleik Asit Emiilsiyonu: 175 mg Tween-20 ve 155 uL linoleik asidin fosfat
tamponuyla 50 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

% 75’lik Etanol Cozeltisi: 375 mL saf etil alkol alinarak destile su ile balon
jojede 500 mL’ye tamamland.

% 30’luk NH,SCN Cozeltisi: 30 g NH4SCN tartilarak destile suda ¢oziildii,
balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

20 mM FeCl; Cozeltisi: 0.398 g FeCl,.4H,0 tartilarak % 3.5’Iuk HCI ile balon
jojede 100 mL’ye tamamland.

% 3.5’luk HCI Cozeltisi: 9.46 mL der. HCI (% 37°lik) ¢ozeltisinden pipetle
aliarak icinde bir miktar destile su bulunan 100 mL’lik balon jojeye aktarild1 ve destile
su ile tamamlandi.

% 80’lik Aseton Cozeltisi: 40 mL saf aseton alinarak destile su ile balon jojede
50 mL’ye tamamlandi.

% 3’liik Siilfosalisilik Asit Cozeltisi: 3 g 5-siilfosalisilik asit.2H,O tartilarak
destile suda ¢oziildii, balon jojede 100 mL’ye tamamland.

6 M H3PO, Cozeltisi: 7.95 mL H3PO, alinarak destile su ile 20 mL’ye
tamamlandi.

Ninhidrin Cozeltisi: 1.25 g ninhidrinin 30 mL glasial asetik asit ve 20 mL
H3PO4 (6 M) ¢ozeltilerinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
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3.2. Metodlar

3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanisi

Kurutulan bitkisel materyaller, blender yardimiyla ogiitiilerek toz haline
getirildikten sonra su, aseton ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak ekstraktlari hazirlandu.

Su ekstraksiyonu i¢in 25 g 6gitiilmiis bitki 6rnegi, 400 mL suda yaklasik 30 dk
boyunca manyetik karistiricida 1sitilarak karistirildi. Elde edilen su ekstraktlar1 slizgeg
kagidindan siiziildii ve siiziintiilerin ¢dziiciileri evaporatdrde 40°C’de uguruldu.

Aseton ve metanol ekstraksiyonu igin 25’ser g bitki 6rnegi 500 mL ¢oziici
icinde oda sicakliginda calkalamali su banyosunda 200-300 rpm’de 3 saat inkiibe edildi.
Elde edilen ekstraktlar, siizge¢ kagidindan siiziildii ve siizlintiilerin c¢oziiciileri
evaporatorde 40°C’de uguruldu.

Ekstrelerin susuz kalintilar1 0.001 g’lik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara
konuldu ve antioksidan ile ilgili analiz ¢alismalarinda kullanilincaya kadar +4°C’de

derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Toplam Fenolik Bilesik (TPC) Tayini

Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinda bulunan toplam
fenolik madde igerikleri Slinkard ve Singleton tarafindan modifiye edilen Folin-
Ciocalteau metoduna (FCR) gore belirlenmistir [80]. FC reaktifi fosfotungustik
(H3PW12040) ve fosfomolibdik (H3PMo012040) asitlerin karisimi olup fenol oksidasyonu
sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik
bilesik miktar1 ile orantili olup 760 nm’de spektofotometrede takip edilir. Standart
fenolik bilesik olarak pirogallol ve gallik asit kullanildi.

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su, aseton ve metanol
ekstraktlarindan 1 mL alindi. Destile su ile hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1
mL Folin belirteci eklendi. 3 dk sonra % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden 3 mL katilarak oda
sartlarinda 2 saat ¢alkalamali su banyosunda 250 rpm’de tutuldu. Ornek yerine destile
su iceren sahit denemeye karsi, 760 nm’de absorbans 6l¢iildii (3 6lgiim alindi).

50-250 ug/mL olacak sekilde hazirlanan standartlar (gallik asit ve pirogallol)
icin de ayni deneme yapildi. Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen
grafiklerin denklemlerinden, Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg olarak

hesaplandi.
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3.2.3. Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Bitkilerin su, aseton ve metanol ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid madde
icerigi Zhishen ve arkadaslarinin uygulamis oldugu metoda gore belirlendi [97].

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su, aseton ve metanol
ekstraktlarindan 10 mL alindi. Uzerine 1 mL sodyum nitrit (% 5°lik) ilave edilerek 6 dk
bekletildi ve flavonoid-aliiminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL aliiminyum nitrat
(% 10’luk) eklendi. 6 dk sonra 10 mL NaOH (% 4.3’liik) ilave edildi ve toplam hacim
destile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda 15 dk sonra, son ¢ozelti iyice
karistirildi ve 510 nm’de sahite kars1 absorbansi dlgiildii.

Standartlar (gallik asit ve katesin) i¢cin de ayni deneme yapildi. Okunan
absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin denklemlerinden, orneklerin
toplam flavonoid madde miktarlar1 mg katesin/g kuru ekstrakt ve mg gallik asit/g kuru

ekstrakt olarak tanimlandi.

3.2.4. H,0O, Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitki ekstraktlarinin  H,O, giderme aktivitesi Ruch ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda gore yapildi [73]. Bu metodta, reaksiyon ortamina eklenen belirli
miktardaki hidrojen peroksit c¢ozeltisinin bitki ekstrakti tarafindan yikilmasi 230
nm’deki absorbans degisimiyle izlenir.

3.4 mL fosfat tamponu (100 mM, pH=7.4) ve 0.6 mL H,0; ¢ozeltisine (100
mM, pH=7.4 fosfat tamponunda 40 mM) 1 mL bitki ekstrakti ilave edildi. Absorbans 10
dk sonra 230 nm’de okundu. Kontrol; fosfat tamponu (100 mM, pH=7.4) ve H,0;
cozeltisi icermektedir. Bitki ornekleri 125 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.
Standart olarak BHA, BHT, trolox, askorbik asit ve a-tokoferol kullanildi. Asagidaki

denkleme gore, % H,0; giderme etkisi degerleri hesaplandi. Burada,
H,0O, giderme etkisi (%) = [ (Axontrol — Asmek )/ Axontrol ] X100

Axontrol = Kontroliin absorbansi Asmer = Ornek ya da standartlarin absorbansi

gostermektedir.
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3.2.5. Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe™) Indirgeme Kapasitesinin Tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore
yapildi [61]. Ortamdaki indirgen madde Fe®* iyonlarmi Fe** iyonlarina indirger ve FeCls
ilavesiyle olugan Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi olciiliir. Yiiksek
absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

I mL ornege, 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.6) ve 2.5 mL % 1’lik
KsFe(CN)g eklendi. Karisim 50°C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 2.5 mL TCA (%
10’1uk) ilave edildi ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 ¢ozeltinin
st tabakasindan 2.5 mL almarak 2.5 mL destile su ve 0.5 mL FeCls (% 0.1’lik)
¢ozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de absorbans 6l¢iildii. Standart olarak BHA, BHT, a-

tokoferol ve askorbik asit kullanildi.

3.2.6. Demir (II) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin Fe*? iyonlarint gelatlama
aktivitesi Zhao ve arkadaslar tarafindan modifiye edilen metoda gore belirlendi [98].
Metod Fe®* iyonlarim baglamak iizere, giiclii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi
ile ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yarigsmasina dayanir. Selatlama giicli
yiiksekse kirmizi renkli Fe®*/ferrozin kompleksinin olusumu engellenir.

0.4 ml bitki 6rnegine 0.05 mL FeCl, (2 mM) ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2
mL ferrozin (5 mM) ¢o6zeltisi ilavesiyle baslatildi. Toplam hacim etil alkolle ya da metil
alkolle 4 mL’ye ayarlandi. Sonra karisim vorteksle hizlica karigtirllip 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslari 562 nm’de okundu. Kontrol,
FeCl, ve ferrozin igermektedir. Standart olarak askorbik asit, EDTA, BHA ve BHT

kullanild1. Asagidaki denkleme gore, % metal selatlama etkisi degerleri hesaplandi.

Burada,

Metal selatlama etkisi (%) = [ ( Akontrol— Asmek) / Akontrol ] X 100
Axontrol = Kontroliin absorbansi Asmer = Ornek ya da standartlarin absorbansi
gostermektedir.
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3.2.7. DPPHe* Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

SR yakalama etkinligi deneyi DPPHe (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak Blois’in metoduna gore ¢alisildi [14]. Metod ekstraktlarin bir proton veya
bir elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢6zeltisinin rengini agmasi esasina
dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin diismesi yiiksek SR giderme aktivitesinin
gostergesidir.

ImL 0.1 mM DPPH iizerine farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstrakti ve
standart cozeltilerden 3 ml eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra oda sartlarinda
karanlikta 30 dk bekletildi. 517 nm’de absorbanslar1 okundu. Kontrol olarak sadece etil
alkol kullandi. Bitki 6rnekleri 25-125 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standart
olarakta ayn1 konsantrasyonlarda askorbik asit, a-tokoferol ve BHA kullandi. Asagidaki
denkleme gore, % DPPHe* yakalama etkisi degerleri hesaplandi. Burada,

Axontrol = Kontroliin absorbansi Asmer = Ornek ya da standartlarin absorbansi

gostermektedir.

3.2.8. Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitki ekstraktlarinin siiperoksit anyon radikallerini giderme aktivitesi, nitroblue
tetrazolium (NBT) iirliniiniin spektrofotometrik ol¢iimiiyle belirlendi. [59, 97]. Deney
kosullarinda NADH/PMS/O; sistemi ile iiretilen siiperoksit radikali sar1 renkli NBT yi
mavi-mor renkli formazon tiirevine indirger. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi olan
bilesikler varlifinda diisiik absorbans degerleri elde edilir.

1 mL NBT ¢ozeltisi (0.1M, pH=7.4 fosfat tamponunda 156 uM) ve 1 mL NADH
¢ozeltisi (0.1M, pH=7.4 fosfat tamponunda 468 uM) ve 1 mL bitki eksrakti karistirildi.
Karisima 100 uL PMS ¢ozeltisi (0.1M, pH=7.4 fosfat tamponunda 60 puM) ilave
edilerek reaksiyon baglatildi. Karisim 25°C’de 5 dk inkiibe edildi ve absorbansi 560
nm’de oOl¢iildii. Bitki 6rnekleri 50 ve 125 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.
Standart olarakta ayni konsantrasyonlarda BHA, BHT ve askorbik asit kullandu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [ ( Axontrol — Aérnek) / Akontrol] x 100
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Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmex = Ornek ya da standartlarin absorbansi

gostermektedir.

3.2.9. ABTS-" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitki ekstraktlarinin ABTSe" radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarmimn
metoduna gore belirlendi [71].

ABTS-" radikali, 7mM ABTS ¢ozeltisi ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
arasindaki reaksiyonla olusturuldu. 12 saat oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
Kullanmadan 6nce fosfat tamponuyla (0.1M, pH=7.4), absorbans 734 nm’de 0.7+0.025
olacak sekilde seyreltildi.

1 mL ABTS ¢ozeltisi, 3mL standart ¢ozeltilerine (25-125 pg/mL a-tokoferol)
eklendi. 30 dk sonra 734 nm’de absorbans okundu. Asagidaki denkleme gore, %

inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,
% 1nhibisy0n = [ ( Axontrol — Aémek) / Akontrol] x 100

Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmek = Ornek ya da standartin absorbansi

gostermektedir.

3.2.10. Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasiteleri Prieto ve arkadaslarinin
metoduna gore belirlendi [70].

Degisik konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 400
nL’sine, amonyum molibdat (4 mM), sodyum fosfat (28 mM) ve siilfiirik asit (0.6 M)
iceren belirte¢ ¢ozeltisinden 3.6 mL ilave edilerek karistirildi. Reaksiyon karisimi su
banyosunda 90°C’de 90 dk inkiibe edildi. Sogutulduktan sonra fosfomolibden
kompleksinin absorbansi sahite kars1 695 nm’de dl¢iildii.

Bitki 6rnekleri 25-125 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standart olarak
askorbik asit ve a-tokoferol kullanildi. Askorbik asit i¢in yapilan denemeden okunan
absorbans ile konsantrasyon arasinda c¢izilen grafik denkleminden bitki ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri askorbik asit ekivalenti (mg A.asitE/g ekstrakt) olarak ifade
edildi.
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3.2.11. Prolin Tayini

Prolin igerigi Bates tarafindan gelistirilen bu metoda gore yapildi [10]. Standart
olarak 20-100 pg/mL konsantrasyonlarindaki prolin ¢ozeltisi kullanildi.

50 mg bitki ekstraktr, 10 mL siilfosalisilik asit (% 3’liik) i¢cinde homojenize
edildi ve filtre kagidindan siiziildii. 2 mL siiziintii, 2 mL ninhidrin ¢ozeltisi (1.25 g
ninhidrin + 30 mL glasial asetik asit + 20 mL 6 M H3PO,) ve 2 mL glasial asetik asitle
karistirtldi ve 100°C’de 1 saat tutuldu. Reaksiyon, karigtm buz banyosuna alinarak
durduruldu. Reaksiyon karisimina 4 mL toluen ilave edildi ve 15-20 sn vortekslendi.
Toluen fazi emdirildi ve sahit saf toluene kars1 absorbans 520 nm’de okundu.

Saf prolinle de aym1 deneme yapildi ve okunan absorbans ile konsantrasyon
arasinda cizilen kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemden bitki ekstraktlarinin

icerdigi prolin miktarlar1 pg prolin/g kuru ekstrakt olarak hesaplandi.

3.2.12. Karotenoid Tayini

Bitkisel materyallerin karotenoid igeriginin tayini Alasalvar ve arkadaslarinin
belirledikleri yonteme gore yapildi [2].

300-500 mg kuru bitki Ornegi, aseton-su (9:1 v/v) karisiminin 5 mL’si ile
ekstrakte edildi ve 4°C’de 10 dk 3000 rpm’de santrifiijlendi. Acik renkli siipernatant
alind1 ve ekstraksiyon, 3 mL aseton-su (9:1 v/v) karigimu ile 5-6 kez renksiz oluncaya
kadar tekrarlandi. Ekstraktlar birlestirildi ve sahit olarak asetona karst 471 nm’de
absorbans oOlglimii yapildi. Asagidaki denkleme gore toplam karotenoid madde

miktarinin % degerleri hesaplandi.

Amax X 25 mL aseton X 100
ornek agirhgi (mg)

Toplam Karotenoid Icerigi (%) =

3.2.13. Klorofil Tayini

Bu c¢alismada bitkilerin klorofil igerigi Arnon tarafindan modifiye edilen bu
metoda gore belirlendi [5].

100 mg taze bitki materyali, eser miktardaki CaCO3; ve 6 mL soguk asetonla (%
80’lik) homojenize edildi. Yaprak homojenatlar1 20 dk boyunca 15°C’de 3500 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatantlarin yaklasik olarak 4.8-5.8 mL’si alindi. Toplam klorofil

icerigi, slipernatantlarin 645 ve 663 nm’de absorbanslarmin 6l¢iimii ile belirlendi.
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Analiz 3 kez yapildi. Bitkilerin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerikleri
asagidaki formiillere gore taze agirlik goz Oniinde bulundurularak mg/kg cinsinden

hesaplandi. Burada,

Klorofil a miktar1 (mg/kg) = 12.7%Ags3—2.69% Agas
Klorofil b miktar1 (mg/kg) = 22.9x Agas—4.68% Ags3
Toplam klorofil miktar1 (mg/kg) = 20.2XAgss5+8.02% Age3

3.2.14. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile
Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Bu metodta linoleik asitin antioksidan madde varliginda ve antioksidan madde
olmadigrt durumda okside olma derecesi belirlenerek antioksidan aktivitesi
Olciilmektedir. Metod oksidasyon sonucu olusan peroksitleri 6lgmeye dayanir [34].
Linoleik asit ve antioksidan madde igeren bir sistem olusturulur ve antioksidan
maddenin lipid peroksidasyonunu inhibe etme derecesi (LPI) antioksidan aktivitesinin
bir gostergesi olarak kabul edilir. Belirli araliklarla inkiibasyondaki karigimdan 6rnek
alinarak spektrofotometrik Ol¢lim ile peroksitlerin olusumu takip edilir. Yiksek
absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder. Analiz Pan vd., (2007),
Mitsuda vd., (1966) nin uyguladigi yontemler temel alinarak uygulanmistir [56, 65].

Degisik konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1 mL’sine
1.5 mL fosfat tamponu (0.04 M, pH=7) ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi.
Cozeltiler karistirildiktan sonra 37°C’de karanlikta inkiibe edildi. 10 saatte bir bu
cozeltilerden 0.1 mL alinip tlizerine 3.7 mL % 75’lik etil alkol ve 0.1 mL % 30’luk
NH;SCN eklendi. 3 dk sonra reaksiyon karisimlarma 0.1 mL FeCl, (20 mM) ¢ozeltisi
eklendi. 5 dk sonra olusan rengin absorbansi 500 nm’de okundu. Lipid oksidasyonu
sonucu olusan peroksitler Fe*? iyonlarin1 Fe*® yiikseltger ve olusan Fe* tiyosiyanat ile
reaksiyona girerek 500 nm’de maksimum renge sahip bir kompleks olusturur. Bu
nedenle karisimin absorbansi 500 nm’de 6l¢iilmiistiir. Ayni1 kosullar antioksidan madde
icermeyen kontrol 6rnegi i¢in de uygulanmistir. Kontrol; 2.5 mL fosfat tamponu (0.04
M, pH=7) ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu igerir. Bitki Ornekleri 75 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standart olarak ayni konsantrasyonda a-tokoferol,
askorbik asit, BHA ve BHT kullandi. Lipid peroksidasyonu inhibisyonu asagidaki

denkleme gore hesaplanmustir.
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Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%) = [ 1- (Asmek/Axontrol) ] X 100

Burada Awontrol, kontroliin maksimuma ulastigi inkiibasyon anindaki kontroliin
verdigi absorbans degeri, Asmek 1€ kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon

anindaki numunenin ya da standartlarin verdigi absorbans degerini ifade eder.

3.2.15. istatistik analizler
Tim deneylerde ii¢ paralel Sl¢iim alindi ve standart sapmalar hesaplandi.
Grafikler Windows 7 Excell programinda ¢izildi ve Origin 8.6 32 Bit programindan

yararlanildi.

50



4. ARASTIRMA BULGULARI

Yonca (Medicago sativa L.) ve asma (Vitis vinifera L.) bitkilerinin su, aseton ve

metanol ekstraktlarinin in vitro antioksidan ozellikleri ¢esitli metodlarla incelendi.

Su, aseton ve metanol ¢oziiciileri ile yapilan ekstraksiyon islemleri sonucunda

yonca bitkisinden ekstrakte edilebilen bilesiklerin miktar1 sirasiyla 227.2, 20, 154 mg/g

kurutulmus bitki materyali olarak elde edildi. En yiiksek verim Tablo 4.1°de goriildiigii

gibi su ekstraktinda gozlendi.

Tablo 4.1. Yonca bitkisinden ekstrakte edilen bilesiklerin verimleri

YONCA
Ekstrakt Su Aseton Metanol
Ham Madde (g) 25 25 25
Ekstraksiyon Verimi 227.2 20 154
(mg)
Ekstraksiyon Verimi 22.72 2 15.4

(%)

Su, aseton ve metanol ¢oziiciileri ile yapilan ekstraksiyon islemleri sonucunda

asma bitkisinden ekstrakte edilebilen bilesiklerin miktar1 sirasiyla 118.8, 61.2, 131.2

mg/g kurutulmus bitki materyali olarak elde edildi. En yiliksek verim Tablo 4.2°de

goriildiigli gibi metanol ekstraktinda gozlendi.
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Tablo 4.2. Asma bitkisinden ekstrakte edilen bilesiklerin verimleri

ASMA
Ekstrakt Su Aseton Metanol
Ham Madde (g) 25 25 25
Ekstraksiyon Verimi 118.8 61.2 131.2
(mg)
Ekstraksiyon Verimi 11.88 6.12 13.12
(%)

4.1. Toplam Fenolik Bilesik (TPC) Tayini

Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarindaki toplam
¢cozlinebilen fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR) ile tayin edildi.
Gallik asit ve pirogallol kullanilarak standart grafikler hazirland1 (Sekil 4.1 ve 4.2). Bu
standart grafikler kullanilarak 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg gallik asit
(mg GAE/g ekstrakt) ve mg pirogallol (mg PGE/g ekstrakt) esdegeri seklinde
hesaplandi.

Gallik asit standart grafiginden elde edilen formiilden su, aseton ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE)
olarak hesaplandi (R% 0.9970). Bu amagcla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil

4.1°de verilmistir. Hesaplama agagidaki formiile gore yapilmustir.

Absorbans . 760 sm) = 0.001 [Gallik asit] — 0.003
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Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

Pirogallol standart grafiginden elde edilen formiilden su, aseton ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 pirogallol ekivalent (PGE)
olarak hesaplandi (R% 0.9990). Bu amagla hazirlanan standart pirogallol grafigi Sekil

4.2°de verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gére yapilmustir.

Absorbans (. 760 nm) = 0.001 [Pirogallol] — 0.000
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Sekil 4.2. Pirogallol standart grafigi
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Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin gallik asit ve
pirogallol esdegeri olan fenolik madde miktarlarina ait degerler Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6°da verilmistir. Bu grafiklerde goriildiigii gibi, ¢alisilan bitkilerden
ekstrakte edilebilen toplam fenolik bilesik igerikleri karsilastirildiginda; gallik asit ve
pirogallol i¢in asma bitkisinin daha yiiksek fenolik madde igerdigi, yonca bitkisinin ise
daha diistik degerlerde fenolik madde icerdigi belirlenmistir.

Standart grafik denklemlerinden hesaplanan sonuglarin gallik asit ekivalenti
olarak 16.67+1.53—70.67£1.15 mg/g ve pirogallol ekivalenti olarak 13.67+1.53—

PR

67.67+1.15 mg/g arasinda degistigi belirlendi.
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Sekil 4.3. Yonca bitkisinin gallik asit esdegeri olan fenolik madde igerikleri
Yonca bitkisinin gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.3’te goriildiigii gibi su

ekstraktinin 52+0.00 mg/g, aseton ekstraktinin 40+0.71 mg/g ve metanol ekstraktinin
16.67£1.53 mg/g fenolik madde icerdigi belirlendi.

54



80 -

70 A

60 -

50 -
B Asma Su

40 A
Asma Aseton
30 - B Asma Metanol

20 -

10 A

Gallik asit ekivalent mg/g ekstrakt

ASMA EKSTRAKTI

Sekil 4.4. Asma bitkisinin gallik asit esdegeri olan fenolik madde igerikleri

Asma bitkisinin gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.4’te goriildiigii gibi su
ekstraktinin  60.33+0.58 mg/g, aseton ekstraktinin 48.67+1.15 mg/g ve metanol
ekstraktinin 70.67+1.15 mg/g fenolik madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.5. Yonca bitkisinin pirogallol esdegeri olan fenolik madde igerikleri

Yonca bitkisinin pirogallol esdegeri olarak Sekil 4.5’te gortldigi gibi su
ekstraktinin 49+0.00 mg/g, aseton ekstraktinin 37+1.00 mg/g, metanol ekstraktinin
13.67£1.53 mg/g fenolik madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.6. Asma bitkisinin pirogallol esdegeri olan fenolik madde igerikleri

Asma bitkisinin pirogallol esdegeri olarak Sekil 4.6’da gorildiigii gibi su
ekstraktinin  57.33+0.58 mg/g, aseton ekstraktinin 45.67+1.15 mg/g, metanol
ekstraktinin 67.67+1.15 mg/g fenolik madde igerdigi belirlendi.

4.2. Toplam Flavonoid iceriginin Tayini

Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarindaki toplam
¢oziinebilen flavonoid igerigini belirlemek icin katesin ve gallik asit kullanilarak
standart grafikler hazirlandi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Bu standart grafikler kullanilarak
orneklerin toplam flavonoid madde miktarlar1 mg katesin (mg KE/g ekstrakt) ve mg
gallik asit (mg GAE/ g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

Katesin standart grafiginden elde edilen formiilden su, aseton ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid bilesik miktarlar1 katesin ekivalent (KE)
olarak hesaplandi (R% 0.9990). Bu amagcla hazirlanan standart katesin grafigi Sekil

4.7°de verilmistir. Hesaplama agagidaki formiile gore yapilmistir.

Absorbans (. 510 nmy = 0.013 [Katesin] + 0.003
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Sekil 4.7. Katesin standart grafigi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen formiilden su, aseton ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE)
olarak hesaplandi (RZ: 0.9990). Bu amagla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil

4.8’de verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

Absorbans (. 510 nm) = 0.001 [Gallik asit] — 0.001
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Sekil. 4.8. Gallik asit standart grafigi
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Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin katesin ve
gallik asit esdegeri olan flavonoid madde miktarlarina ait degerler Sekil 4.9, Sekil 4.10,
Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Bu grafiklerde goriildigi gibi, calisilan
bitkilerden ekstrakte edilebilen flavonoid bilesik igerikleri karsilastirildiginda; gallik
asit ve katesin i¢in asma bitkisinin daha yiliksek flavonoid madde icerdigi, yonca
bitkisinin ise daha diisiik degerlerde flavonoid madde i¢erdigi belirlenmistir.

Standart grafik denklemlerinden hesaplanan sonuglarin katesin ekivalenti olarak
26.02+0.22-72.90+0.40 mg/g ve gallik asit ekivalenti olarak 342.33+2.89-951.67+5.13

PR

mg/g arasinda degistigi belirlendi.
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Sekil 4.9. Yonca bitkisinin katesin esdegeri olan flavonoid madde icerikleri
Yonca bitkisinin katesin esdegeri olarak Sekil 4.9°da goriildigii gibi su

ekstraktinin 27.87+0.76 mg/g, aseton ekstraktinin 44.51£0.12 mg/g ve metanol
ekstraktinin 26.02+0.22 mg/g flavonoid madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.10. Asma bitkisinin katesin esdegeri olan flavonoid madde igerikleri

Asma bitkisinin katesin esdegeri olarak Sekil 4.10°da goriildiigii gibi su
ekstraktinin  59.87+£0.23 mg/g, aseton ekstraktinin 45.20+0.86 mg/g ve metanol
ekstraktinin 72.904+0.40 mg/g flavonoid madde igerdigi belirlendi.
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Sekil 4.11. Yonca bitkisinin gallik asit esdegeri olan flavonoid madde igerikleri
Yonca bitkisinin gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.11°de goriildiigii gibi su

ekstraktinin 366.33+9.81 mg/g, aseton ekstraktinin 582.67+£1.53 mg/g ve metanol
ekstraktinin 342.33+2.89 mg/g flavonoid madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.12. Asma bitkisinin gallik asit esdegeri olan flavonoid madde igerikleri

Asma bitkisinin gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.12°de goriildiigii gibi su
ekstraktinin 782.3343.06 mg/g, aseton ekstraktinin 591.67+11.24 mg/g ve metanol
ekstraktinin 951.67+5.13 mg/g flavonoid madde icerdigi belirlendi.

4.3. H,0; Giderme Aktivitesinin Tayini

Canli organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz gibi bir¢ok enzim
tarafindan olusturulabilir. Hidrojen peroksit hiicre membraninda bir ugtan diger uca
gecerek birgok bilesigi oksitleyebilir. Cok reaktif degildir, fakat hiicrede SR’lerin
artmasina sebep oldugundan dolayr zamanla hiicre i¢in toksik olabilir. Lipid
oksidayonunda diisiik aktiviteye sahip olmasina ragmen, aktif oksijen tiirii olarak,
Fenton reaksiyonlarindaki, DNA hasarlarina sebep olan yiiksek reaktif hidroksil
radikallerinin olusumunda etkilidir. Bu nedenle hidrojen peroksidin mutlaka viicuttan
uzaklastirilmasi gerekir.

Bitki ekstraktlarinin  H,O, giderme aktivitesi Ruch ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda gore tayin edildi [73]. Yonca bitkisinin su ekstraktinin 125 pg/mL
konsantrasyonunun H,O, giderme aktivitesi, standartlar ve diger bitki ekstraktlariyla
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14 ).
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Sekil 4.13. Yonca ekstraktlarinin H,O, giderme aktivitelerinin standart

antioksidanlarla karsilastirilmast

Yonca ekstraktlarinin ve standartlarin H,O, giderme yetenekleri belirlenmis ve
elde edilen sonuclar karsilastirmali olarak Sekil 4.13’te verilmistir. Yonca bitkisinin 125
ug/mL konsantrasyondaki metanol ekstraktinda H,O, giderme aktivitesi gozlenmezken,
yonca bitkisinin ayn1 konsantrasyondaki su ve aseton ekstraktlarinda sirasiyla

%96.04+0.51 ve %58.19+0.71 H,O; giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.14. Asma ekstraktinin H,O, giderme aktivitesinin standart

antioksidanlarla karsilastirilmasi
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Asma bitkisinin 125 pg/mL konsantrasyondaki su ve metanol ekstraktlarinda
H,0, giderme aktivitesi gézlenmezken, asma bitkisinin ayni konsantrasyondaki aseton
ekstraktinda %50.51+0.59 H,0; giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi (Sekil 4.14).

Sonuglar gosteriyor ki; H,O, giderme aktivitesinden elde edilen degerler

konsantrasyona bagimli degildir.

4.4. Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe+3) indirgeme Kapasitesinin Tayini

Antioksidan ¢aligmalarda kullanilan bu biyoanalitik metodta, test ¢ozeltisinin
sar1 rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1
farkl1 tonlardaki yesil rengine doniismektedir. Fe* iyonlarmin indirgenmesi, bir
bilesigin antioksidan aktivite gosterebilmesi i¢in 6nemli bir mekanizma olan elektron
verebilme yeteneginin gostergesidir ve diger antioksidan oOzellikler ile de yakindan
iliskilidir. Bitki ekstraktimin ortamdaki Fe*¥ii indirgeme yetenegini belirlemek iizere
degisen ekstrakt ve standart konsantrasyonlarinda c¢alisildi ve olusan komplekslerin
absorbans1 700 nm’de o6l¢iildii. BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit standartlariyla
karsilagtirilarak her bir bitki ekstrakti icin konsantrasyon-absorbans grafikleri ¢izildi
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme
giicliniin gostergesi oldugu kabul edilmektedir.Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton,
metanol ekstraktlart ile standartlarin indirgeme kapasiteleri 6rneklerin konsantrasyonu

ile dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.15. Yonca ekstraktlarimin Fe*’ii Fe*#ye indirgeme kapasiteleri
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Sekil 4.15’ten goriilebilecegi gibi yonca bitkisinin su ekstrakti, aseton ve
metanol ekstraktlarindan daha fazla indirgeme kapasitesine sahip olmakla birlikte BHA,
BHT, askorbik asit ve o-tokoferole gore diisiik indirgeme kapasitesine sahiptir.
Standartlarin ve bitki ekstraktlarinin indirgeme kapasitelerinin  BHA>BHT>a-
tokoferol>A.asit>YS>YA>YM sirasinda azaldigi ve 250 pg/mL konsantrasyonda
sirastyla  0.077+0.0015, 0.069+0.003, 0.066+0.0031, 0.064+0.0006, 0.025+0.003,
0.016+0.0025 ve 0.004+0.0023 absorbans degerlerine sahip olduklar: belirlendi.
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Sekil 4.16. Asma ekstraktlarinin Fe*®ii Fe"?’ye indirgeme kapasiteleri

Sekil 4.16°dan goriilebilecegi gibi asma metanol ekstraktinin indirgeme giiciiniin
su ve aseton ekstraktlarindan daha fazla oldugu belirlendi ve tiim asma ekstraktarinin
BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferole gére daha diisiik indirgeme kapasitesine sahip
oldugu tespit edildi. Standartlarin ve bitki ekstraktlarinin indirgeme kapasitelerinin
BHA>BHT>a-tokoferol>A.asit>AM>AS>AA sirasinda azaldigt ve 250 ug/mL
konsantrasyonda sirastyla 0.077+0.0015, 0.069+0.003, 0.066+0.0031, 0.064+0.0006,
0.04+0.0289, 0.026+0.004 ve 0.017+0.008 absorbans degerlerine sahip olduklari

belirlendi.
4.5. Demir (IT) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki ekstraktlarinin ¢ozeltideki F e*? iyonlarini

baglayabilmek icin ferrozin ile yarismasina gore degerlendirildi. Metal selatlama

63



aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan ©nce metal

iyonlarmin

selatlandiginmi gosterir. Kiyaslama maddesi olarak iyi bir selatér olan EDTA ¢ozeltisi

secildi. Standart olarak askorbik asit, BHA ve BHT kullanildi. Calismada kullanilan

yonca ve asma bitkilerinin her bir ekstraktinin metal selatlama potansiyelini gosteren

konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri olusturuldu (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

Grafiklerden goriildiigii gibi; calismada kullanilan ekstraktlarin konsantrasyon

arttikca artan selatlama aktivitesi gosterdigi belirlendi. Yonca ve asma bitkilerinin 25

ng/mL konsantrasyondaki aseton ekstraktlari hari¢ diger tiim ekstraktlarmm Fe*?

iyonlarini selatlama aktivitesi standart olarak kullanilan askorbik asit, BHA ve BHT den

daha yiiksek oldugu belirlendi.

120 -

Metal Selatlama Kapasitesi
(%)

™25 pug/mL w100 pg/mL

I

‘;—511 i "y

Yonca
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Yonca

Yonca

Aseton Metanol

EDTA Askorbik BHA
Asit

BHT

Sekil 4.17. Yonca ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri

Daha diisiik absorbans daha yiiksek metal selatlama aktivitesini gosterir. Sekil

4.17°de goriildiigii gibi yonca bitkisinin 100 pg/mL konsantrasyondaki su, aseton ve

metanol ekstraktlarmm Fe*? iyonlarmi selatlama aktivitesi sirasiyla %12.26+0.52,

%6.78+0.14 ve %29.78+0.29 olarak tespit edildi (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. Yonca ekstraktalarinin Fe*? iyonlarini selatlama aktivitesi

100 pg/mL
Bitki
Ekstrakti

Yonca
Su

Yonca
Aseton

Yonca
Metanol

EDTA

Askorbik
Asit

BHA

BHT

Metal
Iyonlarim
Selatlama
Aktivitesi

(%)

12.26+0.52

6.78+0.14

29.78+0.29

97.28+0.64

3.23+1.04

6.41+0.40

6.64+0.14
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Metal Selatlama Kapasitesi
(%)

™ 25 pg/mL

I

i 100 pg/mL
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Asma
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Asit
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Sekil 4.18. Asma ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri

Sekil 4.18’de goriildiigli gibi asma bitkisinin 100 pg/mL konsantrasyondaki su,

aseton ve metanol ekstraktlarmin Fe*? iyonlarimi selatlama aktivitesi sirasiyla

%13.7440.66, %10.24+0.83 ve %14.06+0.56 olarak tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Asma ekstraktalarinin Fe*? iyonlarin1 selatlama aktivitesi

100 pg/mL
Bitki
Ekstrakti

Asma Su

Asma
Aseton

Asma
Metanol

EDTA

Askorbik
Asit

BHA

BHT

Metal
Iyonlarim
Selatlama
Aktivitesi

(%)

13.74+0.66

10.24+0.83

14.06+0.56

97.28+0.64

3.23£1.04

6.41+0.40

6.64+0.14

Sekil 4.17 ve 4.18’den goriildiigli gibi; calismada kullanilan tiim ekstraktlarin

konsantrasyonu arttik¢a azalan absorbanslarina bagli olarak Fe*? iyonlarin1 gelatlama

aktivitelerinin arttig1 gézlendi. Yonca ve asma bitkilerinin tiim ekstraktlarinin metal

selatlama kapasiteleri ¢cok iyi bir selat ajan1 olan EDTA’dan daha diisiik oldugu

belirlendi.
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4.6. DPPH- Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Uzun Omiirlii bir azot radikali olan DPPHe radikali, dogal antioksidanlarin SR
yakalama aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilir. DPPHe, antioksidanlar tarafindan
sar1 renkli difenilpikril hidrazine indirgenebilen ticari bir oksitleyici radikaldir. Kararli
bir diamanyetik molekiil olabilmek i¢in bir elektron ya da hidrojen radikali alir. Bu
metod, hidrojen veren gruplara sahip antioksidan maddelerin varliginda alkolde ¢6ziinen
DPPHe radikallerinin rediiksiyonuna dayanmaktadir. Rediiksiyon sonucu 517 nm’de
absorbans vermeyen ve bir radikal olmayan DPPH-H olusmaktadir. Dolayisiyla DPPHe
radikali miktarindaki azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiilerek antioksidan
aktivitenin antiradikal giicilinii belirlemek miimkiindjir.

Calismada kullanilan yonca ve asma ekstraktlarinin SR giderici etkileri DPPHe
radikali ilizerinden tayin edildi. Standart olarak BHA, a-tokoferol ve askorbik asit
kullanildi. Ekstraktlarin DPPHe SR’i giderme aktiviteleri konsantrasyon - % inhibisyon
grafikleri ile belirlendi (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Yonca ve asma bitkisinin tiim ekstraktlarinda konsantrasyonun artmasiyla %
inhibisyon degerinin arttigi gozlendi. Standartlarla karsilastirildiginda; BHA ve
askorbik asitin daha yiiksek inhibisyona sebep olduklari tespit edildi.

——&—Yonca Su
—=—Yonca Aseton
—A—Yonca Metanol
—— Askorbik Asit
—*¥— a-tokoferol
—S—BHA

DPPHe Giderme Aktivitesi
(%)

0 25 50 75 100 125 150
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.19. Yonca ekstraktlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri
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Yonca bitkisinin 25-125 pug/mL konsantrasyon araligindaki su ekstraktlarinin;
%10.43, %18.7, %20, %30, %32.17, aseton ekstraktlarinin; %11.3, %13.04, %14.78,
%17.83, %19.57, metanol ekstraktlarinin; %8.26, %9.57, %10.87, %11.74, %13.04,
askorbik asitin; %58.7, %60.87, %62.17, %63.91, %65.22, BHA nin; %56.96, %58.26,
%359.13, %60.43, %61.74, a-tokoferoliin; %16.52, %17.83, %21.74, %23.91, %26.09
SR giderme aktivitesi acgisindan % inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 goriildii.
Standartlarin ve yonca bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin DPPHe giderme
aktivitesinin A.asit>BHA>Y S>a-tokoferol>YA>YM sirasinda azaldigi ve 125 pg/mL
konsantrasyonda sirastyla %65.22, %61.74, %32.17, %26.09, %19.57, %13.04 oldugu
belirlendi (Sekil 4.19).

i)
2 —4—Asma Su
>
2 —E—Asma Aseton
<
) —A— Asma Metanol
EX
% ~ —— Askorbik Asit
©) —¥— a-tokoferol
E —S—BHA
o
o

0 25 50 75 100 125 150

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.20. Asma ekstraktlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri

Asma bitkisinin 25-125 pg/mL konsantrasyon araligindaki su ekstraktlarinin;
%21.3, %30, %35.22, %42.17, %49.13, aseton ekstraktlarinin; %19.13, %21.3, %27.39,
%29.57, %34.35, metanol ekstraktlarinin; %25.65, %26.96, %36.96, %45.65, %55.22,
askorbik asitin; %58.7, %60.87, %62.17, %63.91, %65.22, BHA nin; %56.96, %58.26,
%59.13, %60.43, %61.74, a-tokoferoliin; %16.52, %17.83, %21.74, %23.91, %26.09
SR giderme aktivitesi agisindan % inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 goriildii.
Standartlarin ve asma bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin DPPHe giderme
aktivitesinin A.asit>BHA>AM>AS>AA>a-tokoferol sirasinda azaldigi ve 125 pg/mL
konsantrasyonda sirasiyla %65.22, %61.74, %55.22, %49.13, %34.35, %26.09 oldugu
belirlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’de goriildiigii gibi, DPPHe SR’i giderme aktivitesi
yoniinden yonca ve asma ekstraktlarinin standartlarla karsilastirilabilir basarili
aktiviteler gdsterdigi belirlendi.

Reaksiyon ortamindaki DPPHe radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken
etkili antioksidan konsantrasyonu ECsy degeri olarak tanimlanir ve diisiik ECsp degeri
yuksek radikal giderme aktivitesinin goOstergesidir. Calismada kullanilan bitki
ekstraktlarinin her biri igin ayri1 ayr1 ¢izilen konsantrasyon-% inhibisyon grafiklerinden
ECso degerleri belirlendi. Elde edilen degerler asagidaki tabloda verildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Calisilan bitki ekstraktlarinin ve standartlarin DPPHe radikali

giderme aktivitesi sonuglarindan elde edilen ECsg degerleri

ECso (ng/mL)
Ekstrakt Su Aseton Metanol
Yonca 39.22+0.57 19.84+1.63 17.75+0.62
Asma 31.04+0.38 20.84+0.71 53.61+1.31
Askorbik asit 11.74+0.29
BHA 17.50+0.23
a-tokoferol 11.14+0.09

Tablo 4.5’e gore; calisilan ekstraktlar icinde en diisiik ECsp degeri yoncanin
metanol ve aseton ekstraktlarinda, en yiiksek ECsp degeri ise asma metanol ve yonca su
ekstraktlarinda tayin edildi. Yonca metanol ekstraktinin, BHA standarti ile
kiyaslanabilecek dlctide etkili ECso degeri oldugu goriilmektedir. Standartlar arasindan
en disiik ECsp degerine sahip olan a-tokoferliin en yiiksek DPPHe radikali giderme

aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir.
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4.7. Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini

Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi
in vitro kosullarda PMS/NADH/O; ¢6zelti sisteminde siiperoksit radikali olusturularak
calisild1 ve ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme kapasiteleri belirlendi. Calisilan
orneklerden yonca ve asma bitkilerinin su-aseton-metanol ekstraktlarinin siiperoksit
radikali giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Bu nedenle bitkilerin su-aseton-metanol
ekstraktlarinin ve standart olarak secilen askorbik asit, BHA ve BHT nin 50 ve 125
pg/mL  konsantrasyonlarina karsilik siiperoksit radikali giderme aktiviteleri (%

inhibisyon) grafige gecirildi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

IS
[
]

=50 pug/mL 125 pg/mL

I
5_. '
0 A

Yonca Su Yonca Yonca Askorblk BHA
Aseton Metanol Asit

= = N N W W b
o U1 ©O U1 ©O U»n1 O
1 1 1 1 1 1 1

Siiperoksit Radikali Giderme
Aktivitesi
(%)

Sekil 4.21. Yonca ekstraktlarinin siiperoksit radikalini giderme aktiviteleri

Stiperoksit anyonu diger oksijen radikalleri ile karsilastirildiginda daha uzun
yasam Omriine sahiptir. Yonca bitkisinin 50 ve 125 pg/mL konsantrasyonlardaki su
ekstraktlarmin; %7.91+0.17, %12.17+£0.18, aseton ekstraktlarinin; %23.91+0.09,
%22.51+0.18, metanol ekstraktlarinin; %16.31+0.35, %20.93+0.18, askorbik asitin;
%29.08+1.03, %37.41+0.78, BHA nin; %11.62+0.25, %9+0.17, BHT nin; %10.4+0.08,
%11.07+0.17 oranlarinda siiperoksit radikali olusumu {izerine inhibisyon etkisi
gosterdikleri bulundu (Sekil 4.21). Standartlarin ve yonca bitkisinin su, aseton ve
metanol ekstraktlarinin stiperoksit radikali giderme aktivitesinin

A.asit>YA>YM>YS>BHT>BHA sirasinda azaldigi ve 125 pg/mL konsantrasyonda
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stirastyla  %37.41+0.78,
%9+0.17 oldugu belirlendi (Tablo 4.6).

%22.51+0.18,

%20.93+0.18,

%12.17+0.18,

%11.07+0.17,

Tablo 4.6. Yonca ekstraktlarinin siiperoksit radikalini giderme aktiviteleri

125 pg/mL
Bitki Yonca Su Yonca Yonca Askorbik BHA BHT
Ekstrakti Aseton Metanol Asit
Siiperoksit
Radikali | 12.17+0.18 | 22.51+0.18 | 20.93+0.18 | 37.41+0.78 | 9+0.17 | 11.07+0.17
Giderme
Aktivitesi
(%)

o 45 E50 pg/mL = 125 pg/mL

£ 40 -

S 35 -

o 304

28 _ 25

RS

& é < 20 -

§< 15 |

5 10 -

:g- 5 4

0 -
Asma Su Asma Asma Askorblk BHA
Aseton Metanol Asit

Sekil 4.22. Asma ekstraktlarinin siiperoksit radikalini giderme aktiviteleri

Asma bitkisinin 50 ve 125 pg/mL konsantrasyonlardaki su ekstraktlarinin;

%11.07+1.20,

metanol ekstraktlarinin;

%18.25+1.38,
%16.80+0.52,

aseton ekstraktlarinin;

%20.68+0.34,

%9.25+0.52, askorbik asitin;
%37.41+0.78, BHA nin; %11.62+0.25, %9+0.17, BHT nin; %10.4+0.08, %11.07+0.17

%28.96+0.69,
%29.08+1.03,

oranlarinda siiperoksit radikali olusumu iizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri bulundu

(Sekil 4.22). Standartlarin ve asma bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin

stiperoksit radikali giderme aktivitesinin A.asit>AA>AS>BHT>AM>BHA sirasinda

azaldigt ve 125 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %37.41+0.78,

%28.96+0.69,

%18.25+1.38, %11.07+0.17, %9.25+0.52, %9+0.17 oldugu belirlendi (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Asma ekstraktlarinin siiperoksit radikalini giderme aktiviteleri

125 pg/mL

Bitki Asma Su Asma Asma Askorbik BHA BHT
Ekstrakt: Aseton Metanol Asit
Siiperoksit

Radikali | 18.25+1.38 | 28.96+0.69 | 9.25+0.52 | 37.41+0.78 | 9+0.17 | 11.07+0.17

Giderme

Aktivitesi
(%)

Grafiklerde de goriildiigii gibi, Orneklerin konsantrasyon artis1 ile radikal
giderme aktivitesi artig1 biitiin konsantrasyonlarda orantili degildir. Dolayisiyla yonca
ve asma ekstraktlarinin siiperoksit radikali olusumu {izerine inhibisyon degerlerinin

konsantrasyona bagimli olmadiklart bulundu.

4.8. ABTS+" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Yonca ve asma bitkilerinin ABTSe" radikali giderme aktivitelerinin
spektrofotometrik analizi Re ve arkadaslarinin tanimladigi metoda gore yapildi [71].
Bitkilerin su, aseton ve metanol ekstraktlarmin ABTS<" radikali giderme aktiviteleri 25-
125 pg/mL konsantrasyon aralifinda o6lciildii. Sonuglar a-tokoferoliin inhibisyon
oranlar ile karsilastirildi (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

Bu metotta oncellikle ABTSe" radikali olusturmak gerekmektedir. Burada
tanimlanan ABTSe" olusumu icin gelistirilmis olan bu ydntem, ABTS ve potasyum
persiilfat arasindaki reaksiyon sonucu mavi/yesil ABTSs" kromoforunun dogrudan
olusumu ve olusan bu radikal katyonun spektrofotometrik olarak dlgiilmesini igerir. Bu
metodun esast olusturulan ABTSe" katyonunun 734 nm’de maksimum absorbans
gdstermesi esasina dayanir. Orneklere uygulanan ABTS yéntemi sonuglar1 % radikal

giderme seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 4.23. Yonca ekstraktlarinin ABTS+" radikali giderme etkileri

ABTS+" radikali giderme aktivitesi yoniinden yonca bitkisinin su, aseton ve
metanol ekstraktlart incelendiginde; 25-125 pg/mL konsantrasyon araligindaki su
ekstraktlarinin; %94.66, %96.18, %97.71, %98.47, %99.24, aseton ekstraktlarinin;
%016.03, %37.40, %53.44, %55.73, %58.78, metanol ekstraktlarinin; %19.85, %24.43,
%29.01, %33.59, %37.40, a-tokoferoliin; %39.69, %49.62, %61.83, %80.92, %84.73 %
inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 bulundu. a-tokoferoliin ve bitki ekstraktlarinin
ABTS" radikali giderme aktivitesinin YS>a-tokoferol>YA>YM sirasinda azaldig1 ve
125 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %99.24, %84.73, %58.78, %37.40 oldugu
belirlendi (Sekil 4.23).

—A— Asma Su

—O— Asma Aseton
—l— Asma Metanol
—¥— a-tokoferol

ABTS Giderme Aktivitesi

-

0 25 50 75 100 125 150

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.24. Asma ekstraktlarinin ABTS+" radikali giderme etkileri
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ABTS-" radikali giderme aktivitesi yoniinden asma bitkisinin su, aseton ve
metanol ekstraktlar1 incelendiginde; 25-125 pg/mL konsantrasyon aralifindaki su
ekstraktlarinin; %72.52, %84.73, %93.13, %95.42, %96.95, aseton ckstraktlarinin;
%27.48, %45.80, %66.41, %76.34, %85.50, metanol ekstraktlarinin; %82.44, %90.84,
%93.13, %94.66, %96.18, a-tokoferoliin; %39.69, %49.62, %61.83, %80.92, %84.73 %
inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 bulundu. a-tokoferoliin ve bitki ekstraktlarinin
ABTS+" radikali giderme aktivitesinin AS>AM>AA>a-tokoferol sirasinda azaldig1 ve
125 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla  9%96.95, %96.18, %85.50, %84.73 oldugu
belirlendi (Sekil 4.24).

ABTS-" radikali giderme aktivitesi sonuglar1 detayli incelendiginde; ¢alisilan
bitki ekstraktlarinin bir kisminin standartin ayni konsantrasyonunda elde edilen radikal
giderme aktivitesi sonuclariyla yakin degerde oldugu gorildii. Sekil 4.23 ve Sekil
4.24’te de goriildiigii gibi, yonca ve asma bitki ekstraktlarmin ABTS+" radikali giderme
aktiviteleri konsantrasyona bagimlidir. Asma bitkisinin su, aseton ve metanol
ekstraktlarinin  ABTSe" radikali giderme etkisinin standart olarak kullanilan a-
tokoferolden daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Reaksiyon ortamindaki ABTSe" radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken
etkili antioksidan konsantrasyonu ECsy degeri olarak tanimlanir ve diisiik ECso degeri
yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Calismada kullanilan bitki
ekstraktlarinin her biri igin ayr1 ayri ¢izilen konsantrasyon-% inhibisyon grafiklerinden
ECsp degerleri belirlendi. Elde edilen degerler asagidaki tabloda verildi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Calisilan bitki ekstraktlarinin ve standartin ABTS" radikali giderme

aktivitesi sonuglarindan elde edilen ECsy degerleri

ECso (ng/mL)
Ekstrakt Su Aseton Metanol
Yonca 10.69+0.01 40.82+0.61 22.35+0.70
Asma 14.49+0.28 45.87+0.47 12.32+0.16
a-tokoferol 28.10+0.47
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Tablo 4.8’e gore; calisilan ekstraktlar iginde en diisiik ECsp degeri yonca su ve
asma metanol ekstraktlarinda, en yiiksek ECsp degeri yonca aseton ve asma aseton

ekstraktlarinda tayin edildi.

4.9. Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Yonca ve asma bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin toplam
antioksidan aktiviteleri amonyum molibdat, sodyum fosfat ve siilflirik asit iceren
belirteg ¢cozeltisi ile tayin edildi. Bu antioksidan kapasite tayin ydntemi, ortamda
bulunan Mo (VI)'nin ortama konan indirgeyici ajan (antioksidan bilesikler) tarafindan
Mo (V)'e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin spektrofotometrik olarak (695 nm)
Olclimii esasina dayanmaktadir.

Standart antioksidan olarak askorbik asit ve a-tokoferol kullanildi.
Fosfomolibden spektrofotometrik yontemi ile yapilan bu ¢alisma sonrasinda 6rneklerin
antioksidan aktiviteleri mg askorbik asit esdegeri (mg A.asitE/g ekstrakt) seklinde ifade
edildi (R% 0,9980). Bu amagla hazirlanan standart askorbik asit grafigi Sekil 4.25°te

verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gére yapilmstir.

Absorbans (. 695 nm) = 0.003 [Askorbik Asit] — 0.010

0,5 -

y =0,003x - 0,010

0,4 - R? =0,9980

0,3 -

0,2 -

0,1 o

Absorbans (695 nm)

0 L) L L L L L 1
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[Askorbik Asit] (ug/mL)

Sekil 4.25. Askorbik asit standart grafigi
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Antioksidan kapasite tayini sonucunda arastirma materyali olan yonca ve asma
bitkilerinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin standart antioksidan ajana (askorbik

asit) kiyasla antioksidan kapasiteleri Sekil 4.26 ve Sekil 4.27 *da verilmistir.

80 -
> 70 4
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S
T . 50 4 M 25 pg/mL
= <
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m X
ok 30 - H 75 pg/mL
X
5 2 100 pg/mL
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Sekil 4.26. Yonca bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin antioksidan

kapasiteleri

Yonca bitkisinin 25-125 pg/mL konsantrasyon araligindaki su ekstraktlarmin
sirastyla; 7.67 mg/g, 8.33 mg/g, 8.67 mg/g, 9.67 mg/g, 10.67 mg/g, aseton
ekstraktlarinin; 8.33 mg/g, 9.33 mg/g, 10 mg/g, 10.33 mg/g, 11.33 mg/g, metanol
ekstraktlarinin; 7.33 mg/g, 8 mg/g, 8.67 mg/g, 9 mg/g, 10 mg/g, a-tokoferoliin; 29.33
mg/g, 36.33 mg/g, 46 mg/g, 61 mg/g, 67.67 mg/g askorbik asit esdegerliginde
antioksidan aktiviteye sahip olduklari bulundu. Yonca bitkisinin su, aseton ve metanol
ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri YA>YS>YM sirasinda azaldigi ve 125 pg/mL
konsantrasyonda sirastyla 11.33 mg/g, 10.67 mg/g, 10 mg/g oldugu belirlendi (Sekil
4.26).
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Sekil 4.27. Asma bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin antioksidan

kapasiteleri

Asma bitkisinin 25-125 pg/mL konsantrasyon araligindaki su ekstraktlarinin
sirastyla; 6.67 mg/g, 8 mg/g, 8.33 mg/g, 8.67 mg/g, 9.67 mg/g, aseton ekstraktlarinin;
8.67 mg/g, 9 mg/g, 10.67 mg/g, 11.33 mg/g, 12 mg/g, metanol ekstraktlarinin; 9 mg/g,
9.33 mg/g, 9.67 mg/g, 10.33 mg/g, 11 mg/g, a-tokoferoliin; 29.33 mg/g, 36.33 mg/g, 46
mg/g, 61 mg/g, 67.67 mg/g askorbik asit esdegerliginde antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 bulundu. Asma bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri AA>AM>AS sirasinda azaldig1 ve 125 pg/mL konsantrasyonda sirastyla 12
mg/g, 11 mg/g, 9.67 mg/g oldugu belirlendi (Sekil 4.27).

Sonuglar detayli incelendiginde; 25-125 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilan yonca ve asma bitki ekstraktlarinin hemen hemen biitlin konsantrasyonlarindan
elde edilen antioksidan aktivite sonuglarinin birbirlerine ¢ok yakin degerde olduklari

goriildii.
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4.10. Prolin Tayini

Bazi amino asitler antioksidan oOzelliklere sahiptir. Prolinde bu antioksidan
amino asitlerden biri ve ayn1 zamanda proteinlerde bulunan 20 amino asitten birisidir.
Hafif tatlims1 olan prolin bazi iceceklerde tatlandirict olarak kullanilabilmektedir.
Enzimatik olmayan hiicre i¢i ROT’ ni giderme molekiiliidiir [89]. SR’leri ve ROT*ni
gidererek ve redoks homeostaziyi koruyarak strese karsi koruma saglayan bir amino
asittir [42, 75]. Strese maruz kalan bitkilerde prolin birikimi rapor edilmistir (Hare ve
Cress, 1997). Prolinin birikmesi bitkilerde pentoz fosfat metabolik yolunu indiikledigi
ve bu yolun indiiklenmesinin de fenolik bilesiklerin sentezini arttirdig1 bildirilmistir [76,
77, 90]. Bu nedenle yenilebilen bitkilerin prolin igerigi antioksidan kapasitesinin bir
Olciisii olarak kabul edilir. Sekil 4.29°de 6rneklerin prolin icerikleri listelenmistir.

Prolin amino asiti kullanilarak standart grafik hazirlandi. Hazirlanan standart
egriden gidilerek elde edilen formiilden o6rneklerin su ekstraktlarinda bulunan prolin
icerikleri pg prolin/g ekstrakt seklinde hesaplandi (RZ: 0,9980). Bu amagla hazirlanan
standart prolin grafigi Sekil 4.28’de verilmigstir. Hesaplama asagidaki formiile gore

yapilmistir.
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Sekil 4.28. Prolin standart grafigi
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Sekil 4.29. Yonca ve asma bitkilerinin su ekstraktlarinin prolin igerikleri

Sekil 4.29°da goriildiigii gibi; yonca su ekstraktinin 2278.58+105.32 ng/g
ekstrakt ve asma su ekstraktinin 210.71£11.21 pg/g ekstrakt prolin icerdigi belirlendi.

Bu ¢aligmada prolin igerigi artan konsantrasyonla birlikte artti. Calisilan yonca
ve asma bitkileri karsilastirildiginda; en yiiksek prolin miktarina biiyiik bir farkla yonca

su ekstraktinin sahip oldugu tespit edildi.

4.11. Karotenoid Tayini

Karotenoidler, konjuge cift baglarin dogrusal bir dizi halinde diizenlenmesiyle
olusan yapisiyla giicli antioksidanlardir. Karotenodilerin singlet oksijeni (*Oy)
yakalama kapasitesinin Ozellikle konjuge karbon-karbon ¢ift bag sisteminden
kaynaklandigr ve bu nedenle biitiin karotenoidlerin antioksidan aktivitelerinin esit
olmadig: belirtilmektedir.

Antioksidan aktiviteye sahip olan karotenoid miktari, numunelerde OGl¢iimii
hedeflenen antioksidan kapasitelerin iizerinde etkili olabilecegi dikkate alarak
belirlenmigtir. Calismada kullanilan yonca ve asma bitkilerinin toplam karotenoid

icerigini belirleyebilmek i¢in kuru 6rneklerin 405.2 mg’1 ile ¢alisildi.
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Sekil 4.30. Yonca ve asma bitkilerinin toplam karotenoid icerikleri

Sekil 4.30’da goriildiigii lizere, ¢alisilan bitkilerin toplam karotenoid igerikleri
karsilagtirildiginda; yonca bitkisinin asmaya goére daha fazla karotenoid miktarina sahip

oldugu bulundu.

4.12. Klorofil Tayini

Yonca ve asma bitkisinin toplam klorofil igerigi bitkilerin taze agirliklar1 goz
oniinde bulundurularak mg/kg cinsinden hesaplandi. Taze bitki dokularinda bulunan
klorofil igerikleri Sekil 4.31°de verilmistir. Sekil 4.31°de goriildiigii iizere, calisilan
bitkilerin klorofil igerikleri karsilastirildiginda; her iki bitkinin klorofil miktarlarinin

birbirlerine yakin degerlerde oldugu tespit edildi.

6 1 mKlorofila - Klorofilb m Toplam klorofil

I
I
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b 'l

Klorofil igerikleri (mg/kg)
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Sekil 4.31. Yonca ve asma bitkilerinin klorofil i¢erikleri
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Yonca bitkisinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerikleri sirasiyla
8.89+0.82 mg/kg, 3.82+0.55 mg/kg, 12.71+1.36 mg/kg ve asma bitkisin klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil igerikleri sirasiyla 9.14+0.95 mg/kg, 4.83+1.06 mg/kg,
13.97+2.00 mg/kg oldugu tespit edildi.

4.13. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Bitkisel ekstre veya onlardan saflastirilmis maddelerin toplam antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi igin birgok metod mevcuttur. Calismada kullandigimiz
yonca ve asma bitkilerinin yaprak kisimlarindan elde edilen su, aseton ve metanol
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri “Ferrik Tiyosiyanat Metoduna” gore belirlendi ve
sonuglar BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asitin inhibisyon oranlari ile
karsilastirildi.  Inkiibasyon sirasinda emiilsiyonda olusan peroksitlerin miktari,
oksidasyonun ilerleyisi sirasinda 10 saatte bir dl¢iim alinarak 100 saat boyunca takip
edildi. Kontrol absorbansinin maksimum oldugu yani lipid peroksidasyonunun en fazla
oldugu zamana kadar olan veriler kullanilarak, herbir ekstrakt ve standart maddeler i¢in
absorbans-zaman grafikleri ¢izildi (Sekil 4.32 ve 4.33). Grafikler yardimiyla kontroliin
maksimum absorbansi ve her bir O6rnegin maksimum peroksit oksidasyonu anina

karsilik gelen absorbanslar belirlendi.
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Sekil 4.32. Yonca ekstraktlarinin ve standartlarin linoleik asit peroksidasyonunun

zamanla degigimi
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Sekil 4.33. Asma ekstraktlarinin ve standartlarin linoleik asit peroksidasyonunun

zamanla degisimi

Yonca, asma ekstrelerinin  ve standart antioksidanlarin linoleik asit
emiilsiyonunu inhibe etme yiizdeleri, kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon

siiresi olan altmisinci saat baz alinarak hesaplanmustir (Sekil 4.34 ve Sekil 4.35).
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Sekil 4.34. Yonca bitkisinin su, aseton ve metanol ekstrelerinin 75 pg/mL
konsantrasyonunda lipid peroksidasyonunu inhibe yiizdelerinin birer standart

antioksidan olan BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol ile karsilastirilmasi



Sekil 4.34’te gorildiigii gibi  karsilastirmalar  yapildiginda; 75 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan yonca su, aseton ve metanol ekstreleri lipid
peroksidasyonunu sirasiyla %73.55+£0.04, %69.06+0.13 ve %65.28+0.21 oraninda
inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol’iin lipid
peroksidasyonunu yine sirastyla %14.224+0.12, %19.18+£0.13, %25.30+0.33 ve

%22.3740.04 oranlart ile inhibe ettikleri gézlenmistir.
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Sekil 4.35. Asma bitkisinin su, aseton ve metanol ekstrelerinin 75 pg/mL
konsantrasyonunda lipid peroksidasyonunu inhibe yiizdelerinin birer standart

antioksidan olan BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 4.35’te goriildiigli gibi  karsilastirmalar  yapildiginda; 75 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan asma su, aseton ve metanol ekstreleri lipid
peroksidasyonunu sirasiyla %78.87+£0.30, %74.47+0.17 ve %71.10+0.25 oraninda
inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol’iin lipid
peroksidasyonunu yine swrastyla %14.22+0.12, %19.18+0.13, 9%25.30+0.33 ve
%22.37+0.04 oranlar1 ile inhibe ettikleri gozlenmistir.



5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de tibbi agidan 6nemli olan
bitkiler yiizyillardan beri hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir [7, 45].
Gegen 40 y1l boyunca bitkilerin antioksidan aktiviteleriyle ilgilenilmeye baslandi. Son
yirmi yilda antioksidan aktivite gosteren bitkilerin gida ve beslenme alanlarindaki
kullanimlar1 hakkinda olduk¢a fazla sayida ¢alismalar yapildi ve bu yogun calismalar
halen devam etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin birer antioksidan olan karotenoid,
flavonoid ve fenolik bilesik icerigi bakimdan zengin olmalar1 ve herhangi bir yan etkiye
sahip olmamalaridir. Siklikla kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin
bazi yan etkilerinin bulunmasindan sonra arastirmalar tamamen bitkisel esash
antioksidanlar {izerine yogunlasmustir [35]. Antioksidan aktivite tayin metodlari; gida,
farmasdtik veya tibbi amaclh kullanilan bitkilerin veya onlardan saflagtirilan biyolojik
aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatiimas1 bakimindan yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Antioksidan kapasite tayini i¢in bugiin literatiirlerde yirmiden
fazla yontem vardir ve bunlara her giin yenileri eklenmektedir.

Bircok meyve, sebze ve bitkininin dogal olarak yetistigi yerlerden biri olan
tilkemiz, diinyada 6nemli gen merkezlerinden biridir. Bir¢ok bitki gibi yonca ve asma
da dogal olarak yetismektedir. Bu tezde antioksidan kapasiteleri iizerine fazlaca bir
arastirma yapilmayan Fabaceae familyasina ait yonca ve Vitaceae familyasina ait olan
asma yapraklarinin antioksidan aktivitelerinin incelenmesi amaglanmistir.

Birgok arastirmaci su, metanol, etanol, aseton, petrol eteri, etil asetat, kloroform,
diklorometan gibi ¢esitli ¢oziicli veya ¢oziicli karigimlart ile homojenizer kullanarak,
oda kosullarinda bekleterek (maserasyon), c¢oziicii ile kaynatarak ve Soxhlet
ekstraksiyonu ile ekstrakt elde etmislerdir [83, 57]. Calismamizda ekstraksiyon igin
polaritesi yliksek, toksisitesi diger ¢oziiciilere oranla diisiik olan, ekonomik acidan
uygun ve kolay temin edilebilecek ¢oziictiler tercih edilmistir.

Hayouni vd. (2007) ile Ozcan vd. (2007) farkli ydéntemler ve farkli polariteye
sahip c¢oziiciiler kullanarak yaptiklar1 aragtirmalar sonucunda % ekstrakt miktarlari

tizerine polar ¢oziiciilerin apolar ¢oziiciilerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir [62].
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Bu bulgularla uyumlu olarak, calismamizda kullanilan yonca bitkisinden
ekstrakte edilebilen bilesiklerin ektraksiyon verimi su>metanol>aseton siralamasi
seklindedir (Tablo 4.1). Ancak asma bitkisinden elde edilebilen bilesiklerin
ekstraksiyon verimleri, ¢oziicii polarite siralamast ile uyum igerisinde degildir. Asma

bitkisinin 6ziit verimi metanol>su>aseton siralamasi seklindedir (Tablo 4.2).

5.1. Toplam Fenolik Bilesik (TPC) Tayini

Bitkilerde antioksidan aktiviteden sorumlu binlerce bilesik vardir. Bu
bilesiklerin 6nemli bir kism1 fenolik karakterdedir. Bu nedenle fenolik bilesik icerigi
kimi zaman antioksidan aktivitenin bir Olgiisii gibi diisiiniilebilir. Ancak bu konuda
tespit edilmis pozitif bir korelasyon yoktur ve bu iligki bitkiden bitkiye hatta aym
bitkinin cesitleri arasinda farklilik gosterir. Fenolik bilesikler, singlet oksijen, siiperoksit
anyon ve hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen radikalleri gidericisi ve metal 1yonlar
selatorliigii gibi ozelliklerinden dolay: giiclii antioksidan bilesikler olarak adlandirilir.
Toplam fenolik bilesik icerigi biiyiikk oranda genetik faktorler ve ¢evre kosullarina
baglidir.

Calismamizda toplam fenolik bilesik icerikleri incelendiginde; Sekil 4.3’te
goriildiigli gibi gallik asit esdegeri olarak yonca bitkisinin su, aseton ve metanol
ekstraktlarinin sirasiyla 52+0.00 mg/g, 40+0.71 mg/g ve 16.67+£1.53 mg/g fenolik
madde ve Sekil 4.4’te goriildiigii gibi gallik asit esdegeri olarak asma bitkisinin su,
aseton ve metanol ekstraktlarinin sirasiyla 60.33+0.58 mg/g, 48.67+1.15 mg/g ve
70.67+1.15 mg/g fenolik madde icerdikleri tespit edildi. Yonca ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarlar1 YS>YA>YM sirasinda azalma gosterirken, asma
ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlart AM>AS>AA sirasinda azalma gosterdi.

Yonca bitkisi pirogallol esdegeri olarak Sekil 4.5°de goriildiigii gibi su, aseton ve
metanol eksraktlarmin sirasiyla 49+0.00 mg/g, 37+1.00 mg/g ve 13.67+1.53 mg/g
fenolik madde ve asma bitkisi pirogallol esdegeri olarak Sekil 4.6’da goriildiigli gibi su,
aseton ve metanol ekstraktlarinin sirasiyla 57.33+0.58 mg/g, 45.67+1.15 mg/g ve
67.67+1.15 mg/g fenolik madde igerdikleri tespit edildi. Yonca ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarlar1 YS>YA>YM swrasinda azalma gosterirken, asma

ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlart AM>AS>AA sirasinda azalma gosterdi.
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Analizlenen ornekler incelendiginde yiiksek fenolik madde miktar1 yiiksek
antioksidan aktivite ile iligkilendirilebilir. Antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu
orneklerde toplam fenolik maddenin de daha yiiksek oldugu goriilmiistiir, ancak
sonuclar dikkatle incelendiginde yiiksek fenolik madde miktarina sahip olmanin, tiim
antioksidan aktivitesi metodlarinda yiiksek sonug vermedigi goriilmiistiir.

Asma yapraginin etanol ekstraktinin gallik asit esdegeri olarak 98.84+9.26 mg/g
fenolik bilesik icerdigi bulunmustur [66].

Orhan vd., (2006) tarafindan ise asma yapraginin gallik asit esdegeri olarak su
ekstraktinin  37.97+0.90 mg/g, n-biitanol ekstraktinin 57.17+6.5 mg/g ve etanol
ekstraktinin 205.79+8.89 mg/g fenolik madde icerdigi tespit edilmistir [60].

Maydonoz yapraginin su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi
kafeik asit esdegeri olarak sirasiyla 89.342.6 mg/100g ve 1524+9.6 mg/100g, kisnis
yapragimin su ve metanol ekstraktlariin toplam fenolik madde icerigi kafeik asit
esdegeri olarak sirasityla 189+8.3 mg/100g ve 110+9.9 mg/100g oldugu saptanmistir
[87].

Arum D. bitkisinin metanol ve aseton ekstraktlarinin igerdigi fenol miktar1 gallik
aside esdeger olarak hesaplandiginda metanol (0.05 mg GAE/mg) ekstraktinin
asetondan (0.033 mg GAE/mg) daha fazla miktarda fenol ihtiva ettigi gozlendi.

Ningappa vd., (2008) kori yapraginin su, etil alkol, etil alkol:su (1:1), hekzan ve
kloroform ekstraktlarinin gallik asit esdegeri olarak sirasiyla 54+4.4, 104+5.2, 168£5.6,
18+2.5 ve 21£2.8 mg/g fenolik madde igerdigini bildirmislerdir [58].

Velioglu vd., (1998) 28 bitkisel iiriiniin (aycicegi, keten tohumu, bugday
rugeymi, kara bugday, baz1 meyve sebzeler ve tibbi bitkiler) antioksidan aktivitesini ve
toplam fenolik igerigini arastirmislardir. Fenolik igerigin 169-10548 mg/100g kuru
agirhk aralifinda antioksidan aktivitelerinin ise %53.7-99.1 araliginda degistigini
belirlemiglerdir. Tiim bitkisel materyallerin toplam fenolik icerigi ile antioksidan

aktiviteleri arasinda siki bir iligkinin oldugunu tespit etmislerdir [86].

5.2. Toplam Flavonoid I¢eriginin Tayini
Flavonoidler; mantarlarda da goriilen biitlin yiliksek bitkilerde bulunan

heterojenik ikincil metabolitlerin en genis ve en bol olan gruplarindan biridir. Onceleri
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gereksiz besin maddeleri olarak diisiiniilirken, daha sonra yapilan arastirmalarla
falvonoidlerin antioksidan, anti-alerjik, anti-inflamasyon, anti-viral, anti-proliferatif ve
anti-kanserojen etkilere sahip olduklar1 kanitlanmistir. Kimyasal olarak flavonoidlerin
giiclii antioksidan Ozellikleri li¢ 6zellikten kaynaklanir; aromatik halka yapilarindaki
hidroksil gruplar1 sayesinde hidrojen vererek redoks reaksiyonlarina girebilirler. Bu
sayede SR’leri yok ederler. Aromatik heterosiklik ve ¢oklu doymamis baglardan olusan
yapilartyla dayanikli bir kimyasal yap1 olustururlar. Metal selatlama kapasitesine sahip
yapisal gruplart vasitastyla OH  ve O gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
engelleyebilirler [16]. Yakin tarihlerde yapilan c¢aligmalarda zengin flavonoid
diyetlerinin kalp hastaliklarinin azalmasinda rol oynadig1 yoniinde bulgular mevcuttur.

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi katesin esdegeri olarak yonca bitkisinin su, aseton ve
metanol ekstraktlarinin sirastyla 27.87+0.76 mg/g, 44.51+0.12 mg/g ve 26.02+0.22
mg/g flavonoid madde ve Sekil 4.10’da goriildiigii gibi katesin esdegeri olarak asma
bitkisinin su, aseton ve metanol ekstraktlarinin sirasiyla 59.87+0.23 mg/g, 45.20+0.86
mg/g ve 72.90+0.40 mg/g flavonoid madde icerdikleri tespit edildi. Yonca
ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlar1 sirasiyla YA>YS>YM sirasinda
azalma gosterirken, asma ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlar
AM>AS>AA sirasinda azalma gosterdi.

Yonca bitkisi gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.11°de goriildiigii gibi su, aseton
ve metanol eksraktlarmin sirasiyla 366.33+9.81 mg/g, 582.67+1.53 mg/g ve
342.33+2.89 mg/g flavonoid madde ve asma bitkisi gallik asit esdegeri olarak Sekil
4.12°de goriildiigi gibi su, aseton ve metanol ekstraktlarinin sirasiyla 782.334+3.06
mg/g, 591.67+11.24 mg/g ve 951.67+£5.13 mg/g flavonoid madde icerdikleri tespit
edildi. Yonca ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlari sirasiyla YA>YS>YM
sirasinda azalma gosterirken, asma ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlar
AM>AS>AA sirasinda azalma gosterdi.

Sacan ve Yanardag (2010) pazi yapragimin su ekstraktinin katesin esdegeri
olarak 11.88+1.46 pg/g flavonoid madde igerdigini bulmuslardir [74].

Yesiloglu ve Sit (2012) calismalarinda reyhan su, etanol ve aseton
ekstraktlarinin katesin esdegeri olarak sirasiyla 42.5+0.5 mg/g, 24.2+0.5 mg/g ve 36.6+
1.5 mg/g flavonoid madde igerdiklerini tespit etmislerdir [91].
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5.3. H,0O, Giderme Aktivitesinin Tayini

Diisiik konsantrasyonlarda inert olan hidrojen peroksit, uygun kosullar altinda
Fe*” iyonlariyla kombinasyona girerek oksidasyon giiciinii ortaya koymaktadir.
Ortamda antioksidan maddenin belirmesiyle bu oksidasyon inhibe edilmektedir.
Antioksidan maddelerin H,O; inhibisyon mekanizmalari, birden fazla kimyasal yolla
gerceklesebildigi i¢in, bu mekanizmalar1 tek bir agidan agiklamak miimkiin degildir.
Antioksidan maddeler, H,O; ile dogrudan reaksiyona girebildigi gibi, H,O, veya
enzimler ile de reaksiyona girebilmekte ve inhibisyonu gerceklestirebilmektedirler [43].
Antioksidan maddelerin H,O; yakalamadaki etkinliginin yiiksek ya da diisiik olmasinda
en 6nemli etken, fenolik bilesiklerin aromatik zincirlerindeki bagli olan OH grubu sayis1
ve bu gruplarin bilesikte bulunduklar1 konumlaridir. Ayrica bu sebeplere bagli olarak
antioksidanlarin yapisinda yer alan farkli grup karakterlerinin (karboksil veya asetil
gruplar) hidroksil gruplariyla iligkileri de inhibisyon giiciinde biiyiik 6lctide etkilidir
[82].

Yonca ve asma ¢oziicii ekstraktlarinin H,O, giderme aktiviteleri konsantrasyona
bagimli degildir. Yonca bitkisinin metanol ayrica asma bitkisinin de su ve metanol
ekstraktlariin  H,O, yakalama aktivitesine sahip olmadigi gortldi. 125 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan standart ve bitki ekstraktlar1 arasindan; yonca su
ekstraktinin  %96.04+0.51’lik degerle en yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi
bulundu. H,O, inhibisyon etkisi YS>BHT>a-tokoferol>YA>AA>A.asit sirasinda
azalma gosterdi. 50 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan standart antioksidan
BHA’nin (67.01+0.20) trolox’dan (30.85+0.19) daha yiiksek H,O, giderme aktivitesi
gosterdigi bulundu.

Erugar (2006), bogiirtlen yapraginin metanol-su (%80) ekstraktinin H,0,
inhibisyon etkisinin %14.96’lik degerle diisiik oldugunu tespit etmistir [28].

El ve Karakaya (2004), katesin ve quersetin standartlarinin %10.63 ve %22.77
(50 mg/mL madde miktar1 i¢in) HpO, yakalama aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir [25].

Yesiloglu ve Sit (2012) tarafindan 100 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
reyhan su, etanol ve aseton ekstraktlarinin H,O, giderme aktivitesi birer standart
antioksidan olan BHA, BHT, askorbik asit ve o-tokoferol ile karsilastirilmis ve
ekstraktlarin sirasiyla %65.07, %45.49 ve 9%39.92 oraninda inhibisyon etkisi
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gosterdikleri bulunmustur. Ayni konsantrasyondaki standartlarin ise sirasiyla %88.87,

%86.76, %88.68 ve %88.29 oraninda hidrojen peroksiti giderdigi tespit edilmistir [91].

5.4. Toplam Ferrik iyonlarim (Fe*®) indirgeme Kapasitesinin Tayini

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiclinii yansitan, elektron verme kapasitesinin
antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir [4]. Antioksidanlar indirgeyici olabilir
ve bir maddenin bagka bir maddeyi yiikseltgeyerek indirgemesi reaksiyonu olarak
tanimlanan redoks reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin stabilzasyonu seklinde
olabilir. Bir bilesigin ya da ham ekstraktin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)s]**nin
Fe[(CN)s]"**ye indirgenmesiyle dlgiilebilir. indirgenmis iiriine Fe**iin ilavesiyle 700
nm’de gii¢lii absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks olan
FesdFe(CN)s] meydana gelir. Absorbansdaki artis, kompleksin olusumundan

kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla artan indirgeme kapasitesini gostermektedir.

Indirgeyici ajan + Fe(CN)g . Fe(CN)s 4
Fe(CN)s * + FeCl; —— Fes[Fe(CN)g]s

Bu analizde test ¢oOzeltisinin sar1 rengi, antioksidan Orneklerin indirgeme
kapasitesine bagli olarak farkli yesil-mavi tonlarina doniisiir. Bir bilesigin indirgeme
kapasitesi, potansiyel antioksidan aktivitesinin onemli bir gostergesidir [12].

Yonca su ekstraktinin aseton ve metanol ekstraktlarindan, asma metanol
ekstraktinin da su ve aseton ekstraktlarindan daha etkili indirgeme kapasitesi
gosterdikleri bulunmustur. Ekstraktlarin Fe**ii indirgeyebildigi gozlendi ancak birer
standart antioksidan olan BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferole kiyasla daha diisiik
indirgeme giicline sahip olduklar1 bulundu (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

Literatiire gore, Fernandes vd., (2012) tarafindan 4 ¢esit kirmiz1 (Tinto Cao,
Bastardo) ve beyaz (Codega, Viosinho) asma yapragi su ekstraktlarmin standart
antioksidan olan askorbik asit ve quersetine nazaran zayif indirgeme giicii gosterdikleri
tespit edilmistir [29].

Wong ve Kitts (2006) calismalarinda maydonoz yapraginin metanol ve su
ekstraktlarinin indirgeme kapasitelerinin birbirine ¢ok yakin degerde olduklarini
bildirmiglerdir. Kisnis yapragiin ise, su ekstraktinin metanol ekstraktindan daha zayif

indirgeme giicli gosterdigini ve biitin maydonoz ve kisnis ekstraktlarinin indirgeme
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kapasitelerinin standart askorbik asitin indirgeme giiciinden daha diisiik oldugunu tespit
etmislerdir [87].

Sacan ve Yanardag (2010) indirgeme kapasitesi yonlinden pazi yapraginin su
ekstraktinin (0.069+0.003) a-tokoferol (0.294+0.001), askorbik asit (0.432+0.003) ve
BHA (0.538+0.001) standartlarina goére daha distik aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. 100 pg/mL paz1 su ekstrakti ve standartlarin indirgeme gliciiniin

BHA>A .asit>a-tokoferol>pazi su ekstrakti sirasinda azaldigini belirlemislerdir [74].

5.5. Demir (IT) fyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Orneklerin metal selatlama aktivitesi sonucglar1 Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de
gosterilmistir. Metal iyonlari arasindan, ferréz iyonlar1 (Fe?") bilinen en 6nemli pro-
oksidan iyonlardir. Ferréz (Fe*?) iyonu gibi iyonik tiirler, organizmada ROT iiretimini
kolaylastirdig1 i¢in, demir selatlama kapasitesi olduk¢ca Onemlidir. Metal iyonlari
selatlama aktivitesi metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engellemek veya
geciktirmek icin siklikla kullanilan 6nemli bir antioksidan metottur. Bu analizde
FeCly’nin ferrozin ile koyu mor renkli bir kompleks olusturmasina dayanilarak
spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapilmistir. Antioksidan maddeler tarafindan selatlanan
demir iyonlar1 ferrozin tarafindan baglanamayacagi i¢in olusacak olan mor renk siddeti
daha diisiik olacak ve absorbans daha diisiik okunacaktir. Diisiik absorbans degeri
yiiksek selatlama aktivitesini gostermektedir.

Yonca ve asma ekstraktlarimin (su, aseton ve metanol) Fe?* iyonlarini selatlama
aktivitelerinin artan konsantrasyonla birlikte arttig1 gdzlendi. Her iki bitkininde metanol
ekstraktlart su ve aseton ekstraktlarindan daha yiiksek selatlama aktivitesi gosterirken,
bu sistemde ekstraktlardan higbirinin ¢ok iyi bir selatlayici olan EDTA c¢ozeltisinden
daha iyi bir selator olmadigi bulundu.

Calismamizda 25 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan; yonca su
ekstraktinin %10.74+0.56-%12.26+0.52, aseton ekstraktinin %4.98+0.78-%6.78+0.14
ve metanol ekstraktinin  %15.224+0.79-29.78+0.29 selatlama aktivitesi, asma su
ekstraktinin %9.89+0.30-%13.74+0.66, ascton ekstraktinin %4.98+0.40-%10.24+0.83
ve metanol ekstraktinin %8.44+0.79-14.06+0.56 selatlama aktivitesi gosterdigi bulundu.

Karsilastirma yapmak amaci ile Ningappa vd.,’nin (2008) kori yapraginin metal

selatlama aktivitesini belirleme ile ilgili yapmis oldugu c¢alisma incelendiginde; 100
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pg/mL  konsantrasyonda etil alkol:su ekstraktinin %92 oraninda EDTA (60
ng/mL=%95) ile kiyaslanabilecek ol¢lide selatlama aktivitesi gosterdigi bulunmustur
[58].

Metal selatlama aktivitesini etkileyen en onemli 6zellik, fenolik bilesiklerin
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplara ve bu fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve
bulunma miktarina baghdir. Yapisinda, -OH, -SH, -COOH, -PO3H;, C=0, -NR;, -S ve -
O- fonksiyonel gruplarindan en az iki tane bulunduran ve bunlarin uygun yapi ve
fonksiyonel konfiigrasyonundaki fenolik bilesiklerin, selatlama 6zelliklerinin daha iyi
oldugu gorilmiistiir [6, 34]. Bu nedenle 6rneklerin selatlama aktivitesindeki farklilik,
fenolik madde miktarlarinin farkli olmasinin yanisira, farkli yapi ve pozisyonlardaki

fenolik madde gruplarina sahip olmalar ile agiklanabilmektedir.

5.6. DPPH* Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

DPPHe- radikali biyolojik bir radikal olmamasina ragmen, antioksidanlarin SR
giderme aktivitelerinin tayini i¢in kabul goérmiis bir indikatordiir. Calismamizda; bitki
ekstraktlarinin SR giderici etkileri stabil bir radikal olan DPPHe iizerinden test
edilmistir. DPPH c¢ozeltisi mordur ve antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapisi
degiserek sar1 renkli yeni bir bilesik haline gelir. Bu renk degisikliginin derecesi,
antioksidanin konsantrasyonu ile orantilidir. Caligmadaki bitki ekstraklarimin radikal
giderme kapasitelerine ait grafikler Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de goriilmektedir.

Tez ¢alismamizda yonca i¢in radikal giderme aktiviteleri su ekstrakti>aseton
ekstrakti>metanol ekstrakti siralamasi seklindedir. Asma bitkisinin DPPHe radikali
giderme aktivitesi incelendiginde metanol ekstraktinda daha yiiksek aktivite gozlendi ve
aktivitenin metanol ekstrakti>su ekstrakti>aseton ekstrakti sirasinda azaldigi tespit
edildi.

Tablo 4.5’e gore; calisilan ekstraktlar icinde en diisiik EC50 degeri yoncanin
metanol ve aseton ekstraktlarinda, en yliksek EC50 degeri ise asma metanol ve yonca su
ekstraktlarinda tayin edildi. Calismamizda EC50 degerleri 11.14+0.09-53.61+1.31
pug/mL araliginda belirlenmistir.

Pari ve Suresh (2008) yaptiklar1 ¢alismada asma yapraginin etil alkol:su (%70)
ekstraktinin 116.25+2.74 mg/mL, askorbik asitin ise 46.17+1.74 mg/mL oraninda ECsg
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degerine sahip olduklarmi bildirmisler ve bdylece asma ekstraktinin standarttan daha
diisiik DPPH- radikali giderme aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir [66].

Silva vd., (2012) tarafindan yonca (Medicago sativa L.) filizlerinin su
ekstraktinin DPPHe radikali giderme aktivitesi incelenmis ve 6rnegin 1.977 mg/mL
ECso degerine sahip oldugu bildirilmistir [79].

Benzer bazi bitkiler ile ilgili ¢alismalar ise soyledir; Yuan ve arkadaslar1 (2012)
tarafindan enginar yapraginin su, petrol eteri, etil asetat ve n-biitanol ekstraktlarinin
radikal giderme aktiviteleri kendi aralarinda ve standart BHT ile karsilastirmis (etil
asetat>n-biitanol>BHT>su>petrol eteri ekstrakti), ECsq degerlerinin ise sirasiyla
11.01£1.43 pg/mL, 36.21+1.41 pg/mL, 73.06£1.57 pg/mL, 86.11+1.17 pg/mL ve
304.74422.33 ng/mL oldugu tespit edilmistir [96].

YouGuo vd., (2009) semiz otu ile yaptiklart arastirmada, semiz otu su
ekstraktinin (ECs50=0.35 mg/mL) BHT’ den (ECs0=0.26 mg/mL) daha diisiik radikal
giderme aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Sagan ve Yanardag (2010) pazi
yapraklariyla yapmis olduklar1 ¢alismada ise; Ornegin su ekstraktinin (%85.03+0.77)
DPPHe radikali giderme aktivitesinin BHA (%81.61+£5.96) ile benzer BHT
aktivitesinden ise (%47.55+4.04) daha yiiksek bulmuslardir [74, 95].

Shukla ve arkadaslarinin (2009) yapmis olduklar1 bir baska calismada cesitli
konsantrasyonlardaki (20-40-50-100-200 pg/mL) Stevia rebaudiana Bert. (seker otu)
etanol ekstraktlarinin radikal giderme etkisi askorbik asit ile karsilastirilmistir. 200
ug/mL  konsantrasyonda Stevia rebaudiana Bert. etanol ekstraktinin  %68.76
(EC50=93.46 ng/mL), ayn1 konsantrasyondaki askorbik asitin ise %82.58 (EC50=26.75
ng/mL) oraninda inhibisyon degerine sahip olduklari bulunmustur [78].

5.7. Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit anyon radikalleri lipid peroksidasyonunu direk baglatan oksijen
merkezli radikallerdir. Lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara
sebep olan hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi diger reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda da 6nemli rol oynamaktadir [68].

Deneysel c¢alismalarda kullanilan bu metotta siiperoksit anyon radikalleri
riboflavin/metiyonin/igik sisteminde ¢oziinen oksijenden elde edildi. Elde edilen

stiperoksit anyon radikalleri NBT’yi NBT?¢ yiikseltger. Azalan absorbans siiperoksit
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radikallerinin giderildiginin gostergesidir. Radikal giderme ile ilgili bulgular gosteriyor
ki calisilan bitkilerin aseton ekstraktlarinin su ve metanol ekstraktlarina gore daha
yiiksek derecede siiperoksit radikali giderme aktivitesi gosterdigi bulundu. Ayrica
calisilan tiim ekstraktlarin BHA ve BHT ile kiyaslanabilecek oOlgiide, standart askorbik
asitten ise daha diisiik radikal giderme aktivitesine sahip olduklar tespit edildi.

Karsilastirma yapmak amaci ile literatiirde mevcut diger ¢alismalar
incelendiginde Shukla vd., (2009) tarafindan cesitli konsantrasyonlardaki (20-40-50-
100-200 pg/mL) Stevia rebaudiana Bert. (seker otu) etanol ekstraktlarmin giiglii
stiperoksit radikali giderme aktivitesi (sirasiyla %26.19, %34.75, %39.40, %54.44 ve
%70.84) gosterdikleri bildirilmistir. Askorbik asitle karsilastirildigi zaman ekstraktlarin
stiperoksit radikali giderme aktivitelerinin diisiik oldugu ve 200 pg/mL konsantrasyonda
etanol ekstrakti ve askorbik asitin sirasiyla %70.84 ve %85.42 oraninda % inhibisyon
degerlerine sahip olduklart bulunmustur [78].

YouGuo vd., (2009) bu metod ile yaptiklar1 ¢alismada ise, 0.1-0.6 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan semiz otu su ekstraktlarini ayn1 konsantrasyonlardaki
standart antioksidan BHT ile kiyaslamiglardir. Biitiin konsantrasyonlarda semiz otu su
ekstraktlarmin  (ECs50=0.48 mg/mL) BHT’den (ECs5=0.21 mg/mL) daha disik
stiperoksit radikali giderme aktivitesi gosterdikleri bildirilmistir [95].

Ningappa vd.,’nin (2008) yapmis olduklar1 bir bagka ¢alismada, kori yapraginin
farkli ekstraktlarinin; su ekstraktinin %71 (300 pg), etil alkol ekstraktinin %75 (250
ng), etil alkol:su (1:1) ekstraktinin %93 (200 pg), hekzan ekstraktinin %61 (300 pg) ve
kloroform ekstraktinin %46 (300 pg) oraninda siiperoksit radikali giderme aktivitesine

sahip olduklar tespit edilmistir [58].

5.8. ABTS+" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

DPPH- ve ABTSe" radikallerinin kullanimima dayanan metotlar, yiyecek, icecek
ve bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan en popiiler
spektrofotometrik metotlardir. Menekse renkli DPPHe ve yesil-mavi renkli ABTSe"
kromojenlerini kullanmak kolaydir. Ayrica DPPHe ve ABTS+" giderme metodlar1 hizli
basit secici, yliksek duyarlilik, ayn1 zamanda ¢ok sayida numunenin analizine uygun
olmas1 ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan dolayr antioksidan ekstre veya

bilesiklerin aktivitesini belirlemek i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [8, 63]. Bir
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antioksidan madde, bu radikal ¢ozeltilerinden birine eklendiginde; DPPHe ve ABTSe"

olusumunu tersine ¢eviren antioksidanlarin varligindan dolay1 bir renksizlesme olusur.

DPPH+ + AH— DPPH, + Ae
ABTS" + AH— ABTS" + A

Calismamizda yonca ve asma yapraklarinin ¢oziicli (su, aseton ve metanol) ile
olan ekstraktlarinin ABTS+" radikali giderme aktivitelerinin konsantrasyona bagli olarak
arttigr gozlendi. 125 ug/mL konsantrasyonda yonca ve asma su ekstraktlarinin ayni
konsantrasyondaki aseton ve metanol ekstraktlarindan ve standart a-tokoferolden daha
giiclii radikal katyonu giderme aktivitesi gosterdikleri bulundu. Tablo 4.8’e gore;
calisilan ekstraktlarin ECsp degerleri 10.69+0.01-45.87+0.47 pg/mL araliginda, referans
a-tokoferoliin ise 28.10+0.47 pg/mL olarak tayin edildi.

Pari ve Suresh (2008) yaptiklar1 calismada asma yapraginin etil alkol:su (%70)
ekstraktinin ECsg degerini 89.73+5.56 mg/mL, standart askorbik asitin ise 29.724+2.53
mg/mL olarak bulmuslar ve boylece asma ekstraktinin standarttan daha diisiik ABTSe"
radikali giderme aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir [66].

Literatiirde mevcut diger ¢aligmalar incelendiginde ise, Yuan ve arkadaslar
(2012) tarafindan enginar yapraginin su, petrol eteri, etil asetat ve n-biitanol
ekstraktlarimin ABTS<" radikali giderme aktiviteleri kendi aralarinda ve standart BHT
ile karsilastirmig (etil asetat>BHT>n-butanol>su>petrol eteri ekstrakt1), ECs
degerlerinin ise sirasiyla 2.54+0.09 pg/mL, 4.48+0.15 pg/mL, 6.58+0.18 pg/mL,
16.47+0.26 pg/mL ve 50.33+2.44 pg/mL oldugu tespit edilmistir [96].

5.9. Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Yonca ve asma ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivitelerinin konsantrasyona
bagli olarak arttig1 gézlendi. Yonca ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri YA>YS>YM
sirasinda azalma gosterirken, asma ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri AA>AM>AS
sirasinda azalma gosterdi. Askorbik asit esdegerliginde 29.33-67.67 mg/g araliginda
antioksidan aktiviteye sahip olan standart antioksidan a-tokoferole kiyasla aktiviteleri
oldukca diisiik olan bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin birbirine ¢ok yakin

degerlerde oldugu tespit edildi.
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Karsilastirma yapmak amaci ile Prasad vd.,’nin (2009) 5 Cinnamomum (targin
agaci) tiri (C. burmanni, C. cassia, C. pauciflorum, C. tamala ve C. zeylanica) ile
yapmis olduklar1 ¢aligmada, etanol:su (1:1) c¢oziiciisii ile hazirlanan yaprak
ekstraktlarimin ~ toplam  antioksidan  kapasiteleri  incelenmigtir. 100  pg/mL
konsantrasyonda C. zeylanica'min antioksidan aktivitesi (1.41£0.05) aym
konsantrasyondaki BHT den (1.34+0.03) daha yiiksek bulunmustur. Ayrica 75 ve 100
ug/mL konsantrasyonda C. zeylanica nin, ayn1 konsantrasyonlardaki BHT ve diger
Cinnamomum tiirlerinden daha fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
[69].

5.10. Prolin Tayini

Yenilebilen bitkilerin prolin igerikleri onlarin antioksidan kapasitelerinin bir
Ol¢iisii olarak kabul edilmektedir [76]. Prolin diizeyi oksidatif stresle artmakta ve
fenolik bilesik icerigi de paralel olarak yiikselmektedir. Prolin tatlimsi tadi ile gida katki
maddesi olarak da kullanilmaya baslannustir. Incelenen drneklerin prolin diizeyleri pg/g
ekstrakt mertebesinde bulunmustur. Buna karsin bazi yesil yaprakli bitkilerde mg/g
mertebesinde prolin tespit edilmistir [20]. Yine de yonca ve asma bitkilerinin prolin
analizi ilk kez yapildigindan sonuglarin daha sonraki ¢alismalara yon vermesi ve 1sik
tutmas1 beklenmektedir.

Sekil 4.29°dan goriildiigii iizere Orneklerin her ikiside prolin igermektedir.
Calismamizda yonca su ekstraktinin prolin diizeyi (2278.58+105.32 ug/g ekstrakt)
oldukca yiiksek, asma su ekstraktinin prolin diizeyi ise daha diisiik (210.71+11.21 pg/g
ekstrakt) bulunmustur.

Bulunan sonuglar literatiirde mevcut bazi ¢alismalar ile karsilagtirdigimizda;
Sacan ve Yanardag (2010) pazi yapragi su ekstraktinin prolin igerigini 427.74+24.41
ng/g ekstrakt olarak bulmuglardir [74].

5.11. Karotenoid Tayini

Karotenoidler dogal pigmentlerin en énemli grubudur ve meyve ve sebzelerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Bagisiklik sistemini gelistirmelerinin yaninda kanser, kalp
rahatsizlig1 ve katarakt gibi bir¢ok kronik hastalia karsi koruyucu etkiye sahiptir.
Ayrica gozdeki dokular1 da korudugu belirtilmektedir. Karotenoidler, aktif radikalleri
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elektron transfer ederek, hidrojen vererek ya da radikale baglanarak inhibe
edebilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerini ve SR’leri yakalama 06zelligi bulunan
antioksidanlar arasinda onemli bir yer tutmaktadir. Nitekim, karotenoidlerin tekli
oksijeni yakaladig1 ve hiicreyi oksidatif zarara karsi korudugu bildirilmektedir.

Tez caligmamizda kullandigimiz bitkilerin korotenoid igerikleri, kuru agirligin
mg’1 basina % toplam karotenoid olarak hesaplandi. Yonca bitkisinin asmadan daha
yiiksek miktarda karotenoid icerdigi ve toplam karotenoid miktarlarinin sirasiyla
%21.9340.63 ve %14.83%0.05 oldugu tespit edildi (Sekil 4.30).

Alasalvar vd.,’nin (2005) yapmis olduklart ¢alisgmada mor ve turuncu havugta
bulunan toplam karotenoid miktar1 karsilastiritlmis ve mor havugta (19.5+0.5 mg/100g),
turuncu havuca (8.6+£0.2 mg/100g) nazaran 2.3 kat daha fazla karotenoid bulundugu
bildirilmistir [2].

5.12. Klorofil Tayini

Tez ¢alismamizda, pigment tayini olarak klorofil icerigi de arastirildi. Klorofil
yesil sebzelerin, meyvelerin ve yapraklarin karakteristik 6zelligini olusturmaktadir.
Antioksidan gida, anti-inflamatuar ve yaralar iyilestiren 6zelliklere sahiptir. Dokularin
olugmasi ve tamirine yarimei oldugu goriilmiistiir. Her giin soludugumuz ve i¢imize
aldigimiz hava kirliligini ndtralize etmeye yardimci olur. A, C ve E gibi diger
vitaminlerle, klorofilin saglikli hiicrelere zarar veren SR’leri notralize ettigi tespit
edilmistir. SR’ler i¢in kullanilabilecek antioksidan besinler arasinda yer alir. Anti-
miitajen ve anti-kanserojen ozellikleri vardir ve bdylece viicudumuzu toksinlere karsi
korumaya ve ila¢ yan etkilerini azaltmaya yardimc1 olur. Oregon State University Linus
Pauling Institue’deki arastirmacilar, klorofilin kanseri dnleme ve tedavi potansiyeline
sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Taze yonca ve asma yapraklarinda bulunan klorofil miktar1 Arnon’un (1949)
metoduna gore belirlendi [5]. Sekil 4.31°de goriildiigii gibi ¢alisilan bitkilerin klorofil
icerikleri karsilagtirildiginda; her iki bitkinin klorofil miktarlar1 arasinda biiyiik bir fark
olmadig1 gozlendi. Asma yapraginin klorofil a (9.14+0.95 mg/kg), klorofil b (4.83+1.06
mg/kg) ve toplam klorofil icerigi (13.97+£2.00 mg/kg) ¢ok az bir farkla yoncadan
(klorofil a=8.89+0.82 mg/kg, klorofil b=3.82+0.55 mg/kg, klorofil a+b=12.71£1.36
mg/kg) yliksek bulundu.
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Literatiirde mevcut diger caligmalar incelendiginde, Yildiz vd.,’nin (2011)
yapmis olduklar1 ¢alismada Cankir1 ve Kayseri bolgesinden temin edilmis Pseudevernia
furfuracea bitkisinin klorofil a miktar1 sirasiyla 1.845 pg/mg kuru agirlik ve 2.249
png/mg kuru agirlik, klorofil b miktar1 sirastyla 0.462 pg/mg kuru agirlik ve 0.514
ng/mg kuru agirlik, klorofil a+b miktari ise 2.307 pg/mg kuru agirlik ve 2.763 pg/mg
kuru agirlik oldugu tespit edilmistir [92].

5.13. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan kapasite biyoaktif
bilesenleri i¢in en c¢ok kullanilan parameterden biridir. Calisilan metod, lipid
peroksidasyonu boyunca meydana gelen peroksitin miktarin1 Olger. Bu biyoanalitik
analizde, hava oksijeni tarafindan oksitlenen ve emiilsiyonda linoleik asidin
peroksidasyonu sonucu olusan hidroperoksitler dolayli olarak ol¢iiliir. Metodun esasi,
linoleik  asit emiilsiyonunun  oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidin
spektrofotometrik olarak 500 nm’de Olglilmesine dayanir. Yiiksek absorbans,
peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligini gosterir. Olusan
hidroperoksit ise Fe’*’yi Fe*"e yiikseltger. Daha sonra Fe**, ilave edilen amonyum
tiyosiyanat ile kompleks olusturarak 500 nm’de maksimum absorbans verir.

Lipid peroksidasyonunu inhibisyon yiizdesi antioksidan aktivitenin bir olgiisl
olarak kabul edilir. Calisilan 6rneklerden yonca ve asma bitkilerinin su ekstraktinin
lipid peroksidasyonunu en yiiksek degerde inhibe ettigi bulundu ve her iki bitki i¢inde
toplam antioksidan aktivitenin su ekstrakti>aseton ekstrakti>metanol ekstrakt1 sirasinda
azaldig1 tespit edildi. Sekil 4.34 ve Sekil 4.35’e¢ bakildiginda analizlenen 6rneklerin
standartlardan daha yiiksek inhibisyon giicline sahip oldugu goriilmektedir.

Chen ve Yen (2007) yaptig1 ¢alismada; guava yapraklarinin su ekstraktinin 100
ng/mL konsantrasyonda etkili antioksidan aktiviteye (%94.4) sahip oldugu bildirilmistir
[18].

Erucar’in (2006) yaptigi analizde ise, bogiirtlen yapragi metanol-su (%80)
ekstraktlarmin linoleik asit peroksidasyonunu %86.64 oraninda inhibe ettigi

bulunmustur [28].
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Tiim antioksidan aktivitesi analizi sonuglar incelendiginde analiz 6rneklerinin
her bir yontem i¢in yiiksek antioksidan aktivitesi siralamasinda da farkliliklar olabilir.
Bundan dolayi tek bir yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda kesin bir karar vermek
dogru bir yaklasim degildir. Her bir antioksidanin farkli radikallere karsi farkli
reaksiyon mekanizmasina sahip olabilecegi bilinen bir gercektir. Antioksidan aktivitesi
belirlemede reaksiyon mekanizmasi olduk¢a onemli oldugundan ve her bir 6rnegin
icerdigi antioksidan ve oksidan arasindaki reaksiyon tam olarak bilinemediginden
dolayi, farkli yontemler ile antioksidan aktivitesi 0lgmenin daha kesin bir yargiya
varmada Onemli oldugu goriilmektedir. Ayrica antioksidan aktivitesi belirlenirken,
farkl1 yontemler kullanarak canli sistemlerdeki biyokimyasal olaylar1 da simiile
edebilecek metotlarin uygulanmasi ve elde edilen aktivite sonuglarinin, her bir 6zellige
gore verilmesi daha dogru bir yaklasim olacaktir. Bu tip sonuglarin in vivo ¢aligmalar ve
klinik caligsmalar ile desteklenmesi biyoyararliligin belirlenmesi acisindan da 6nem
tasimaktadir.

Literatiir taramas1 sonucu segilen bitkilere dair fazla veriye ulasilmadigindan,
elde edilen sonuclar bu alana daha fazla veri ile katki saglayacaktir.

Son yillarda sentetik antioksidanlarin ya da yan {iriinlerinin kanserojen oldugu
veya negatif saglik etkilerine neden oldugu pek cok arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir. Bunun olagan sonucu olarak da dogal kaynakli antioksidanlara olan egilim
gittikce artmaktadir. Ulkemizin bitki florasi yoniinden énemli bir potansiyele sahip

olmasi ve 6zellikle de endemik tiirlerin coklugu bu talebe paralellik arz etmektedir.
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Tablo 5.1. Bitki ekstraktlar1 ve standartlarin ¢alisilan antioksidan aktivite sonuglarindan

elde edilen ECs (ug/mL) degerleri

Antioksidan Metodlar

Bitki
+2 . . .
Ekstraktla Fe*? Fe Siiperoksit | Fosfomolibd ETC
1 ve iyonlarim Iyonlarim Radikali en Metodu Metodu ile
Standartla | indirgeme Selatlama Giderme ile Toplam Toplam
r Kapasitesi Aktivitesi | Aktivitesi | Antioksidan Antioksida
Aktivite | A ktivite
YoncaSu | 117.55+15.88 | 12.26+0.52 | 36.13+0.74 15.13+0.62 73.55+0.04
Yonca
158.20+9.08 6.78+0.14 | 21.35+0.31 14.65+0.57 69.06+0.13
Aseton
Yonca
220.79+18.50 | 29.78+0.29 | 28.82+0.25 14.72+0.63 65.28+0.21
Metanol
AsmaSu | 116.88+¢19.40 | 13.74+0.66 | 39.244+3.26 16.30+0.82 78.87+0.30
Asma
172.89+47.88 | 10.24+0.83 | 32.16+0.62 14.73+0.66 74.47+0.17
Aseton
Asma
133.50+77.10 | 14.06+0.56 | 20.41+0.62 12.84+0.33 71.10+£0.25
Metanol
EDTA — 97.28+0.64 — — —
Askorbik
Asit 27.184+0.62 3.23+£1.04 | 29.06+0.71 — 25.30+0.33
BHA 25.91+0.71 6.41£0.40 | 20.91+0.27 — 14.22+0.12
BHT 26.70+1.25 6.64+0.14 | 22.99+0.16 — 19.18+0.13
o-tokoferol | 27.48+1.48 - - 34.23+0.75 22.37+0.04
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