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OZET

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin insan viicuduna zarar verici etkilerini
engelleyen bilesikler olmasi giiniimiiz arastirmacilarinin da biiyiik ilgisini ¢ekmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri;, DNA ve RNA gibi biyomolekiillere saldirarak birgok
hastaliklara ve doku zedelenmelerine neden olmaktadir. Serbest radikal gidericilerin
giiniimiizde sik karsilasilan hastaligi olan kanserin de 6nlenmesinde 6nemli goreve
sahip oldugu bilinmektedir. Bunlarin disinda gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde dogal
antioksidanlara biiyiik ihtiya¢ duyulmasi bitkisel kaynakli olan bilesik ekstraktlarinin
antioksidan etkilerinin belirlenmesine olan ilgiyi daha da arttirmaktadir. Bunlar ayni
zamanda dogal antioksidanlar arasinda da yer almaktadir.

Bu caligmada antioksidan kapasitesinin incelenmesi igin; beyaz dut meyve ve
yaprak goélgede kurutularak ayri ayri su, metanol ve aseton ekstraktlart hazirlanmistir.
Calismalar sonucunda en iyi serbest radikal giderme aktivitesi ise aseton ekstraktlarinda
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda; beyaz dut meyve ve yapraklarinin serbest

radikal giderici 6zelligi bulunmusgtur.
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ABSTRACT

Antioxidants are of great interest to contemporary researchers as reactive
oxygen species are compounds that inhibit the harm effects of the human body.
Reactive oxygen species are attacked by biomolecules like DNA and RNA, being
reason cell and tissue injuries involving degenerative diseases. The most important
disease of free radical scavengers today also as important factor in preventing cancer.
Especially to allow for the determination of the antioxidant effects of plant extracts of
the greatest need for natural antioxidants in the food, cosmetic and pharmaceutical
industries.

In this study, for examining the antioxidant capacity; White mulberry fruit and
leaf extracts were dried in the shade and separately water and acetone extracts were
prepared. Acetone was observed on the extracoat. Directing these results; It is known
that white mulberry fruits and leaves can be produced and used in a good way with an

antioxidant.
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1. GIRIS

Gegmis yillardan bu zamana insanlar daha iyi bir yasam siirdiirmek amaciyla her
alanda kendini gelistirmis ve bugiin yiiksek bir seviyeye gelmistir. Stirekli artan yasam
kalitesiyle birlikte daha uzun ve saglikli yasayabilme istegi bilim adamlarinin ¢alisma
konular1 arasinda yerini almigtir. Bu konular; hastaliklarin 6nlenmesi ve yaslanma
stiresinin ertelenmesi olarak belirlenmistir. Viicudumuzdaki savunma sistemlerinin belli
bir noktadan sonra yetersiz kaldigi diisiincesi insanlari antioksidan maddelere
yoneltmistir. Antioksidan maddelerin kesfedilmesinde meyve ve sebzeler daha ¢ok 6n
plana cikmis ve etkisi gozlenen meyvelerin igerisindeki maddeler izole edilmistir.
Calismalar devamli ilerleme kaydetmis ve zamanla meyvelerin antioksidan
aktivitelerinin arastirildig1 genis bir grup haline gelmistir.

Giiniimiizde beyaz dut meyvesinin taze olarak tiiketiminin yanisira, islenmis
olarak yer alan iiriinlerinin de besleyici 06zelligi oldugu bilinmektedir. Bunlarin
antioksidan aktiviteleri ise; igerdikleri fenolik bilesiklerden ve flavonoidlerden
kaynaklamaktadir.[1] 1976 yilinda Kuhnau isimli bir bilim adaminin yaptig
caligmalarda flavonoidlerin; enfeksiyon giderici, alerji Onleyici, viriislere karsi etkili,
yaslanmay1 bir miktar geciktirici ve kanser hiicrelerinin olusumunu 6nleyici 6zelliklere
sahip oldugu bulunmustur. Dogal antioksidanlarin {iretilmesinin sonucunda saglanacak
en biiyiik yarar oksidatif stresin var olan etkisinin azaltiimasidir.

Bu ¢alismanin amaci mevsiminde toplanan beyaz dut meyve ve yaprak

ekstraktlarinin antioksidan ozelliklerinin belirlenmesidir.



2. BOLUM

GENEL BiLGILER

2.1. Serbest Radikaller:

Radikallerin hemen hemen hepsi elektron kaybettiklerinde ‘yiikseltgenme’,
elektron kazanildiklarinda ise ‘indirgenme’ olarak isimlendirilmekte olup bir
reaksiyonda, bir reaktantin kaybettigi elektronun yerini mutlaka bir diger reaktantin
elektronu doldurmaktadir. Bu nedenle elektronun yoriingeler arasi gegislerinin veya
aktarimmin s6z konusu oldugu, olaylarinin tamamina ‘yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlar1’ veya ‘redoks reaksiyonlar1’ diye bahsedilmektedir.

Aralarinda bulunan Kovalent baglarindaki elektron yoriingelerindeki elektronlarin
yerlerinin degismesiyle de bu tepkimeleri meydana getirmektedir. Bir oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonundaki elektron alicisinin elektrofilik 6zelligi sayesinde bir diger
molekiilden elektron alarak kendi radikallerini olusturmaktadir. Bilesigin bir ya da daha
fazla ortaklasmamis elektronun varolan kimyasal tiirlere genellikle serbest radikaller
veya radikaller diye isimlendirilmektedir.[2]

Radikaller, aslinda yiiksek enerjiye sahip ve kararsiz ozellikleri var olan
tepkimeler esnasinda olusan ara iiriinler olarak bilinmektedir. Ayrica OH, fotokimyasal
tepkime sonucunda, atmosferde az miktarda olusmakta ve serbest radikaller {izerinde
etkilidirler.

Serbest Radikaller;

- Endojen Kaynakli Etmenler: Iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligine neden
olan sigara dumani gibi ¢evresel faktorler,

- Ekzojen Kaynakli Etmenler: Viicudumuza bagimlilik yapan iiriin olarak bulunan alkol
ve uyusturucular

Onemli bir miktar ve gesitlilikteki radikaller hiicresel kosullar saglandiginda

asagidaki mekanizmalar sayesinde radikallerini olusturmaktadir.[3]



*Kovalent baglarin homolitik kirilmasiyla: 700°C gibi yiiksek sicakliklar ile
birlikte yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar kimyasal baglarin birbirinden
uzaklasmasima yani ayrilmasina-kopmasina neden olmaktadir. Iki elektronun her biri
ayrilan bagin iizerinde durdugunda homolitik kirilma meydana gelmekte ve bu durumda
eslesmemis elektronlar ayr1 ayr1 atomlar {izerinde bulunmaktadir. Heterolitik kirilmasi
durumunda ise, zit yiiklii son derece reaktif 6zelligi varolan iyon ¢ifleri olusmaktadir.

*Molekiiliin elektron kaybetmesiyle: Radikal olmayan bir molekiiliin elektron
kayb1 esnasinda son yoriingesinde bulunan elektronu eslesmemisse, 0 halde radikal
formu olugmaktadir.

Stiperoksitler; canlilarda bir¢ok enzimatik ve/veya enzimatik olmayan
tepkimelerle iiretilmekte ve bunlarin radikallerinin olusumundaki artis, oksijenin ve
diger radikal tiirlerinin olusumu i¢in baslangic asamasi olarak goriilmektedir.

Canlilar yasamlarini devam ettirirken gerceklesen tiim kimyasal tepkimeler
sonucunda ortamda bulunan oksijen sayesine bagli olarak ¢esitli radikaller
tiretilebilmektedir.[4] Viicudumuzda ¢ok fazla farkli tiir radikal olustugu bilinirken
bunlarin arasinda {istiinliik bakimindan en 6nemlisi; stiperoksit, HyO,, nitrik oksit ve
hidroksil radikalidir.

Iki temel radikal olan siiperoksit ve nitrik oksit, yiiksek derisimlerde enzimatik
tepkimeler yoluyla olusmaktadir. Buna ilaveten; kritik radikallerle birlikte radikal
olmayan reaktif tiirleri de olusturmaktadir.

Siiperoksit ve nitrik oksit temel olan iki radikallerdendir ve bu radikaller 6nemli
derisimlerde, stirekli olarak enzimatik tepkimelerde iiretilmektedir. Siiperoksit ve nitrik
oksit temel radikalleri, kritik radikallerle birlikte radikal olmayan reaktif tiirlerin bir

araya gelmesini saglamaktadir.



Tablo 2.1 Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller

Etkilenen Bilesik Sonuglar

Doymamis aminoasitler ve kiikiirt iceren | a)Protein denaturasyonu
aminoasitler b)Capraz baglanma
¢)Enzim inhibisyonu

d)Organ ve hiicre gecirgenliginde

degismeler
Niikleik asit bazlar1 a)Hiicre gelisiminde degismeler
b)Mutasyon
Karbohidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
Kofaktorler a)Nikotinamit ve flavin iceren

kofaktdrlerin aktifliginde azalma

b)Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi

antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

Proteinler a)Denaturasyon

b)Peptit zincirinde kirilmalar

DNA a)Baz modifikasyonlar

b)Zincirde kirilmalar

Hyaluronik asit Synovial sivinin viskozitesinde degisim

Mekanizmalar sirasinda olusan oksijen radikalleri ile biyolojik fonksiyonlarinda
tirlin olarak meydana gelen nitrik oksit, diger liriinlere gore az miktarlarda olusmaktadir.
Diistik derisimlerdeki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan tepkimeleri tarafindan
aktivite Ozelliklerini yitirmekte, yani inaktive edilerek &zellikle toksik etkilerini
kaybetmelerine sebep olmaktadir. Nitrit oksit, oksijen radikallerin hepsi ile reaksiyona
girerek kendisinden daha reaktif diriinlerini olusturmakta yani her iki radikal bilesik
grubunun olusumu birbiriyle paralel sekilde yeni bir iiriinle gerceklesmektedir.

Bu olusum neticesinde yeni iiriinlerin bir kismi1 kullanilmakta ve kalan kisim ise,
istenilmeyen oksidatif strese neden olmaktadir. ROT larin iiretilmesiyle reaktif {irlinleri

zehirsiz hale getirilmesi veya meydana gelen hasarin onarilma yetenegine sahip olmasi




gibi 6zellikleri blinyesinde barindirdigr yapilan ¢aligmalar neticesinde de bilinmektedir.
Dokulardaki redoks tepkimeleri sirasindaki bazi bozukluklar, ortamdaki serbest
radikallerle birleserek toksik etkileri olusturmaktadir.

Insanlar iizerinde yapilan deneysel arastirmalarda goriilen, Parkinson hastalig1 ve
kronik yorgunluk sendromu gibi hastaliklarin esas kaynagi oksidatif stres oldugu
kanitsanmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin bilinen faydasi ise, kisa zamanda
gerceklesen ‘mitohormesis’ adli  bir islemin harekete gegmesiyle yaslanmayi

engellemesi, miimkiin olmasa da geciktirebilmesidir.[5]

2.1. 1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT):

ROT, hem kolaylikla kisa bir zaman igerisinde radikallere ¢evrilebilen (HOCI,
HOBr, ONOO’, O,, H,0,) hem de oksijen radikallerini biinyesinde barindiran okside
edici ajan olarak bilinen bilesiklere 6zel ortak bir isim olarak kullanilmaktadir. Oksijen
radikallerinin hepsi reaktif oksijen tiirlerden sayilirken, reaktif oksijen tiirlerinin hepsi

oksijen radikali igerisinde yer almamaktadir. Bunlar sirasiyla sunlardir:

2.1.1.1. Oy (Siiperoksit) radikali:

Molekiiler oksijenin (O2) son yoriingesinde iki adet elektron eslesmemis halde
bulunurken farkli yoriingelerde bulunduklarinda ve spinleri ayn1 hizada oldugunda
enerjileri minimum seviyededir. Son yoériingelerde bulunan eslesmemis elektronlar
yanlarina birer adet daha elektron almalart sonucunda siiperoksit radikali
olusmaktadir.[6] Oksijenli solunum yapan canlilarin ¢ogunda bu olay gercgeklesirken
elektron transport zinciri de bu olayin esas kaynagi olarak goériilmektedir.

Serbest radikal olan siliperoksit anyonu reaktif Ozellik gostermemekte ve
hiicrelerdeki lipit molekiiliiniin membranlarinin secici gecirgenlik 6zelliginin giderek

azalmasi tiretilen serbest radikalin bir miktar birikmesine neden olmaktadir.

O,+ e —— 0O,

2.1.1.2. H,O, (Hidrojen peroksit):
O2’nin ¢evresindekilerden iki adet elektron alarak meydana gelen peroksitin iki
proton (H") ile birlesmesi ya da siiper oksidin etrafindaki molekiillerden bir adet

elektronun eksilmesi sonucunda olugsmaktadir.



20, + 2H"_S9P 0, + H,0;

Yukarida gosterilen reaksiyon, radikal olmayan tiriinlerden meydana geldiginden uygun
sartlarin olusmasi i¢in, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi kullanilarak katalizlenmekte

ve bu sekilde tepkime hizlandirilmaktadir.

2.1.1.3. OH" (Hidroksil) radikali:

OH" (Hidroksil) radikali, ileri derece de reaktif bir oksidan radikali olmakta ve
bilinen iki Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonunda da hidrojen peroksiti meydana
getirilmesiyle ya da suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyonla karsilasmasiyla da

istenilen trtinler meydana gelmektedir.

2.1.1.4. Singlet Oksijen (*Oy):

Yapisinda c¢iftlesmemis elektronu yok olmasi sebebiyle serbest radikaller
grubunun igerisinde yer almamakta ve grubun o6zelliklerini tasimamaktadir. Singlet
oksijene ait yoriingelerin spinlerin yonleri birbirinden farkli (zit) oldugundan oksijenin
reaktif formu bu zitliktan otiirii yiiksek seviyededir. Oksijen molekiiliiniin 6zellikleri,
singlet oksijeniyle karsilastirildiginda singlet oksijenin oksijene kiyasla daha hizli
oldugu bilinmektedir.

Singlet oksijeni, oksijen seklinde kullanilmasi istenildiginde; aldigi enerjiyi
cevreye dalga enerjisi sekline doniistiirerek vermesi gerekmektedir.

200 +2H" ——— 2HO;

2.1.1.5. HOCI (Hipokloroz asit):

Kimyasal formiili HOCI olan, suda hipokloréz asit ve hidroklorik asit
olusturacak sekilde ¢6ziilebilen zayif bir asit olan hipoklor6z asitin diger ismi aktif klor
oldugu bilinmektedir. Mikroorganizmalarda hipoklordz asit pargalayici etkisine sahip
olmasindan dolayt Suyun igerisinde iyonizasyona ugrayarak yani hidroksil atomuna
veya HOCI molekiillerine ayrigabilmekte ve tepkimesi asagida gosterilmektedir.
Hipoklordz asit zayif bir asit olmasmin disinda pH 6’nin {izerindeki degerlerde
¢oziilmekte ve pH 9’un tizerinde ise ortamda hipoklorit iyonu olusmaktadir.

H,O +Cl;, ——> HOCI + OH



2.1.2. Hiicredeki ROT Kaynaklarn

Enzimatik reaksiyonlar esnasinda ara Tlriin olarak meydana gelen serbest
radikaller, ortamda bulunan mevcut molekiiler haldeki oksijenle de bir araya
gelmektedir. Hiicrelerde karsilasilan reaktif oksijen tiirlerin kaynaklart meydana gelis
sekillerine gore gruplandirilarak biyolojik ve hiicre i¢i kaynaklar olarak

incelenmektedir.[7]

2.1.2.1. Biyolojik kaynaklar:
Biyolojik kaynaklarda ROT olusumunun meydana gelisi;

e Solunum patlama: Organizmalardaki istenmeyen durumlara karsi ilk savunmayi1
baslatan aktive 6zelligine sahip beyaz kan hiicreleri, mitokondri disinda oksijen
yapiminda bir solunumsal patlama olay1 gostererek ana iiriin olarak serbest
radikallerini meydana getirmektedir. Fagosite edilmis mikroorganizma, bu
patlama sonucunda fenton reaksiyonu sonucunda olusan iriinlerinin etkisiyle de

ortadan kaldirilmaktadir.
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Sekil 2.1 Solunum patlamada olusan ROT’lar
e Atomlarin etkilesimleri sonucu ortaya c¢ikan enerji tiirleri; viicudumuza gelen
giines 1sinlar1 ve atomlarin fazladan elektrona sahip olmasi gibi olagan
durumlarda ortamda serbest radikal birikmesine yol ag¢maktadir. Gilines

isinlarinin - D vitaminini igerdigi bilinmekte ancak fazlasi, cildin ¢abuk



yaglanmasi ve kirigmasi gibi problemlere de neden olmaktadir. Ayni sekilde
yogun strese maruz kalarak islerini yapan kisilerin viicutlarinda gerektiginden

fazla serbest radikal tiretilmektedir.

Bu istenilmeyen durum viicudumuzdaki depo edilmis olan enerjinin ¢ok erken
tilkenmesiyle birlikte asir1 yorgunluga ve dnlenemeyen serbest radikal birikimiyle de

damarda sertlesmeleri de beraberinde getirmektedir.

2.1.2.2. instraselluer kaynaklar (Hiicre ici)
Hiicreigi kaynaklarda ROT olusumunun meydana gelisi;

e Hiicrelerde mitokondriyal elektron tagima zinciri reaksiyonlariin gergeklesmesi
esnasinda bir miktar sizinti Sonucu olusmakta olup bazi kosullar altinda da
miktarlar1  degismektedir. Ornegin; mitokondri i¢ zarindaki oksidatif
fosforilasyon zincirinin bilesenlerine indirgendigi zaman siiperoksit radikalinin
tiretimi artmaktadir.

e Hiicrelerin igerisinde bulunan bazi yabanci toksik maddeler serbest radikal
tiretimini arttirict etkisi sayesinde hem ortamda serbest radikal iiretmekte hemde
tiretilmis olan hazir haldeki serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan
antioksidan aktiviteyi minimize etmektedir.

e Periyodik tabloda gecis metallerinde yer alan o6zellikle demir ve bakir
elementleri, fizyolojik kosullar altinda elektron alip-verme seklinde
oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda goriilmektedir. Gegis metallerinin ortamda
bulunmasi serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirmasi katalizor olarak gorevli

oldugunu gostermektedir.

2.1.3. Serbest radikallerin metabolizmaya etkileri

Serbest radikallerin metabolizma igerisinde olusumu kimyasal maddeler gibi
cesitli gevresel faktorlerin etkisiyle artmakta olup bu artis neticesinde ortamdaki fazla
serbest radikal, hiicrenin savunma mekanizmasi ile yok edilmedigi zaman, diger
molekiillerle tepkimeye girerek zincir reaksiyonun baslatilmasinda goérev almaktadir.

Baglatilan zincir reaksiyon tamamlandiginda yeni olusan serbest radikallerin tepkimeye



girme yetenekleri ¢ok giigliidiir ve biyomolekiiller icerisinde yer alan karbonhidrat,

protein, lipit ve DNA gibi 6nemli bilesikleri iizerinde de etkileri mevcuttur.[8]
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Sekil 2.2 Radikallerin hiicresel hedefleri

2.1.3.1. Lipitlere etkileri:

Tiim biyomolekiiller tizerinde geri doniisii olmayan biiylik hasarlara sebebiyet
veren serbest radikallerin en ¢ok etkisi ilk sirada karbonhidratlarda daha sonra lipidlerde
goriilmistiir. Lipid peroksidasyonu, hiicre hasarinin olus nedeni olup bunlarla birlikte
151, 151k, radyasyon ve hizli hiicre bdliinmesi gibi etkenlerle de bunlar arasinda
bulunmaktadir.

Hiicrenin yapisindaki doymamis yaglarin serbest radikallerle reaksiyon
sunucunda peroksidasyon triinleri olugmaktadir. Bahsedilen biyolojik membranlar,
oksijen varligi ve metal iyonlar1 yoniinden oldukga zengin olmasi, oksidatif hasara
kolayca yakalanabilmesine yol agmaktadir.[9]

Lipit oksidasyon reaksiyonlarinin tepkimesi; alkil grup ilk basamaginda aktif
radikal olusumu olmakta ve dis faktorlerden ise, 1s1, 151k veya metal iyonlarinin
varhiginda alkil hidrojen atomu yapidan ayrilmaktadir.[10] Atomdan ayrilan 1A
grubundaki H atomunun bagli olarak bulundugu radikal da aktiflik o6zelligi

kazanmaktadir.



Ortamdaki mevcut peroksit molekiilii ayn1 yag asidi zincirinde veya baska bir
yag asidi zincirinde bulunan H atomunu da yanina alarak stabil forma ge¢mek
istemektedir.[11] Bir hidrojen atomuyla peroksitin reaksiyona girmesi sonucunda yeni
bir aktif radikal olusmakta olup olusan iiriin, katalizor gorevi yaparak diger
tepkimedeki ara iiriin basamagi olan peroksiti olusturmadan, diger bir aktif radikalle
birleserek de stabilite 6zelligi kazanmaktadir.

Periyodik cetvelde 2A grubunda bulunan bakir (Cu*®) metallerin etkisiyle
gerceklesen oksidasyon reaksiyonlar1 indirgenme-yiikseltgenme olarak da olugmakta ve
tepkimelerdeki ilk iriin olarak hidroperoksitler olusmaktadir.[11] Fakat bilesenlerine
ayrildiklarinda ortamda kokulu karbonilli bilesikler olarak bilinen ve aldehit, ketonlar,
aldehitlerin de yapisinda bulunan hidrokarbonlar bulunmaktadir. Bu bilesiklerin
karakteristlik 6zellikleri sayesinde az miktarlarda bile olsa yaglarin tatlarinda eksimsi tat

ve kokularinda hos olmayan degisikliklere sebep olmaktadirlar.

2.1.3.2. Proteinlere etkileri:

Zincir tepkimelerinin yavag ilerlemesinin nedeni proteinlerin yapisinda bulunan
serbest radikallerin miktarca fazla olmasi ve buna bagli olarak da serbest radikallerle
etkilesimlerinin degiskenlik gostermesidir. Bu degisim su sekilde; yapisinda ¢ift bagi
olan molekiiller daha kolay reaksiyona girmekte ve reaksiyonlar neticesinde kiikiirt
radikalleri veya karbon merkezli radikaller meydana getirmektedir.[12]

Yukarida bahsedilen etkilesimden olusan (iriinler; organizmayr yabanci
molekiillerin zarar verici etkilerine karsi erkenden uyart yapan koruyucu molekiil
immiinglobiilin G ve sistein gibi proteinlerin yapilarinin bozulmasina sebep olmaktadir.
Bu sebepten 6tiirli yapilari bozulan proteinler, viicudumuzun isleyisindeki bir takim
gorevleri yerine getirememektedir.[13] Methemoglobin; hemoglobin ve oksijenin
kandaki oksitleme ajanlarinin etkisiyle elde edilen bilesik olarak adlandirilmakta olup

oksihemoglobinden daha dayanikli olmasi oksidatif strese neden olmaktadir
2.1.3.3. Niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri:

DNA molekiilii icerisinde oksidatif hasarin olusumu 2 sekilde gerceklesir ve

2.1.1.3°de anlatildig1 gibi ‘Fenton Tepkimesi’ OH" hidroksil iyonunun radikallerinin
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DNA’ya saldirmasi sonucunda ortamda bir hasar olugsmaktadir. Bu durumun olusumu
esnasinda O, gibi H,0,’ de dolayli olarak DNA’da hasara yol agar.[14]

Ayrica, reaktivitesi ¢ok yiliksek olan OH radikalinin hiicre i¢inde ¢ok yogun
ortamdan az yogun ortamda bulunan niikleusa gegebilme ihtimalinin diisiik olmasina
karsin bu zorlugu yasamayan H,O, ortamdaki Fe-Cu iyonlari ile hidroksil radikallerini

olusturmaktadir.

2.1.3.4. Karbonhidratlara etkileri

Radikal eklenmesi ve radikal substitusyonunda reaktif ara iiriin olarak yer alan
serbest radikallerin, karbonhidratlar tizerindeki etkilerine verilecek en gilizel 6rnek
polisakkarit depolimerizasyonu sonucunda siiperoksit ve okzalaldehitin olusmasidir.
Olusan bu iki tirliniin patolojik olaylar tizerinde etkili oldugu bilinmektedir.[15]

Serbest radikaller hiicreyi olusturan molekiillerin bir elektronunu kendisine
alarak stabiliteyi saglarken ayn1i zamanda hiicrenin siirekli hasara ugramasi,
fonksiyonlarini yitirmesine ve yok olmasina neden olmaktadir. Hiicre hasarlara ugradigi
zaman bu durumdan organlar da etkilenmektedir. Bu olay zincir seklinde devam
ederken hiicre zarinin yapisinin bozulmasiyla da erken yaslanmalar ve hastaliklar
kendini gdstermeye baglamaktadir. Antioksidanlar ise, buradaki kaybolan molekiilleri
yerine koyarak normal oksijen molekiilleri olusturup serbest radikallerin etkilerini

ortadan kaldirmaktadir.

2.2. Antioksidanlar

Meyve ve sebzelerin tiimiinde farkli antioksidan yapilart gériilmekte ve bunlarin
bir¢ogu, kabuklarinda bulunan kuersetin ve yesil ¢aydaki epigallokatesin gibi flavonoid
yapilarinda da bulunmaktadir.[16]

Antioksidanlar, karsilagilan hasara karsi ilk savunmayi baglatan ve sagligin
korunmasi agisindan da c¢ok Onemli yapilarin olusumuna katkida bulundugu yapilan
aragtirmalarda kanitlanmaktadir. Antioksidanlar; viicudumuzun bulundugu ortamlarda
sigara kullanimi1 ve hava kirliligi arttirilmasi, hastaliklar karsisinda alinan ilaglarda daha
fazla iretilmektedir.[18] Son derece gelismis olmasimna ragmen karmasik bir yapiya

sahip olan antioksidan koruma sistemimiz, viicudumuzun sistemlerini reaktif oksijen
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tirlerinden korumaktadir. Bu sistem, i¢ ve dis kaynaklara bagh olarak birgok farkli
bilesenlerden olugsmaktadir.

Daha oOnceden de bahsedildigi tizere antioksidanlar, LDL oksidasyonunu
Onleyerek damar sertliginin ilerlemesini engellemekte olup hastaliklariin olusumunda
cok onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.[21] Viicudumuza aldigimiz E vitamini de
LDL oksidasyonuna kars1 gosterilen direnci arttirdigini ve LDL oksidasyonu oranini ise

ters orantili olarak azalttigin1 gostermektedir.

2.2.1. Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Makalelerde genelde iki gruba ayrilarak incelenmekte ve bunlar disiik
konsantrasyonlarda oksidasyona ugradigi bilinmektedir.[22] Yedigimiz bir¢ok besin
araciligiyla alinan antioksidanlar; vitaminler, karotenoidler, organosiilfiir bilesenler ve

mineraller seklinde siralanmaktadir.

2.2.1.1. ENZIMLER:
Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Fizyolojik gorevleri; oksijeni metabolize ederek hiicreleri zararli etkilere karsi
korumak ve bir diger gorevi ise; siiperoksidin daha az toksik ozelligi olan H,0,’ye
doniistimiinii katalizlemektir.[27] SOD enzimi, hem ortama H,0, iiretimini saglayan
hemde H,0,’yi ortamdan uzaklastiran enzimlerle birlikte ¢alisabilme o&zelligi
bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerde bulunanlar incelendiginde organellerde bulunanlar
sitozolde dimerik, mitokondride tetramik ve hiicre dis1 sivisinda ise ESCOD enzimin 3

1izoformu goriilmektedir.[34]

Oy +2H" 3°°  H,0,+ 0,

Katalaz (CAT):

Katalaz enzimi, dort hem grubu igerisinde yer alan bu enzim hayvansal kaynakli
olmayip, ortamdaki oksijenle beraber metabolizmanin bazi asamalarinda iiriin olarak
sentezlenmektedir.[28] Asagida tepkimesi verilen hidrojen peroksitin biiyiik bir kismu,
katalaz enzimiyle su ve oksijene ayrilmakta ve bir kismi da glutatyon peroksidaz

enziminin etkisiyle yikilmaktadir. Bilinen bir diger gorevi ise; Hem hidrojen peroksitin
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ortadan kaldirilmasinda hemde hidroksil radikali olusumunun 6nlenmesinde bu enzim

rol oynamaktadir.

H,0, KATAYAZ 4.0+ 0,

Fosfolipit Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):

Glutatyon peroksidaz (GPx), aktif bolgesinde periyodik cetvelin 4.periyot 6A
grubundaki selenyum atomu bulunan dort tane protein alt iinitesinden meydana
gelmektedir.[30] GPx’nin 2 temel fonksiyonu; hidrojen peroksit ve organik
peroksitlerin ortamdan temizlenmesinde ve hidrojenperoksiti indirgenmis glutatyonla
baglayarak su molekiiliiniin olusmasinda rol oynamaktadir.

Bu reaksiyonlarin gergeklesmesi esnasinda birebir tepkimeye giren indirgenmis
glutatyon (GSH) ile yaris1 kadar hidrojen peroksit birleserek yiikseltgenmis glutatyon ve
2 molekiil suya doniisen tepkimesi agsagida verilmektedir.(GSSG)

2GSH +H,0, ™ . GSSG +2 H,0

Glutatyon organizmada bir¢ok metabolik olaylarin isleyisinde gorev almakta ve
kendi enziminin olugmasi i¢in gereken kofaktoriinii saglamaktadir. Memeli dokulart
lizerine yapilan arastirmalarda yiiksek derisime sahip indirgenmis glutatyona
rastlanmaktadir. Glutatyonlar da serbest radikallerle tepkimeye girerek reaksiyon

sonunda olusacak olumsuzluklar1 engellemektedir.[32]

2G-SH + H,0, %% . GSSG + H,0
2G-SH+ ROOH &P GSSG + ROH + H,0

GSSG + NADPH" + HY ———————> 2 G-SH + NADP*

Yukarida tepkimesi verilen indirgenmis glutayonun yapisi incelendiginde tiyol
(-SH) igeren bir tripeptit, disiilfid baglar1 olan ve agirlik miktar1 diisiik bir molekiil
oldugu kanitsanmaktadir.[32] Glutatyonlarin igerisindeki disiilfid baglarina herhangi bir
molekiiliin baglanmas1 sonucunda kendine has Ozelliklerinden olan indirgeyici
ozelligini kaybetmektedir. Bu 6zelligin kaybinin diger bir sebebi ise, GSSG’nin GSH’a

dontistiiriilmesinden kaynaklandig: da bilinmektedir.
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2.2.1.2. Yagda ve suda coziinenler:
Askorbik Asit :

L-askorbik asit (3-keto-L-gulofuranolaktan), biitiin canli dokularinda
bulunmakta olup 6zellikle insan viicudunda akciger ve goéz gibi hayvansal dokularda
oldukca yiiksek yogunlukta bulunmaktadir.[33] Askorbik asit; suda ¢oziinlirken
C,Hs0H az ¢6ziinmekte CoHs-O-CoHs ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinmemektedir.

Son yillarda ilerleyen fermantasyon teknolojisi ile yapilan ¢aligmalar esnasinda
onemli bir bilesen ketogulanik asitin {iretim maliyetlerinin disiiriilmesine katki
sagladigi kanitsanmaktadir.[34]

Bu 6nemli bilesigin gorevleri su sekildedir:
e pH kontrolii sirasinda asit diizenleyici olmasi,
e (ida iirtinleri igerisinde asidik bir tat verici olmasi,
e Uriinleri raf dmriiniin uzun kalmasini saglamast,

e Bazi endiistrilerde kullanilarak {iriiniin rengini varligini siirdiirmesi

Disaridan tedarik edilen askorbik asidin tuzlari, yaglarla olusturduklar1 oksidasyona
kars1 tepkisiz kalmalar1 suda ¢oziiniirliiklerinin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.
Askorbik asitin dehidroaskorbik asite doniismesi tersinir bir tepkime ile ger¢eklesmekte
olup oksidatif esmerlesme olayini da 6nlemektedir.

Gidalara sonradan ilave edilen C vitamini antioksidan olarak kullanildiginda kendi
vitamin degerini minimize etmektedir. Bunun olusmamasi i¢in; ilk olarak
zenginlestirilecek olan {irlinii kararli hale getirilecek ve serbest oksijen ortamdan
uzaklastirilacaktir.[38] Periyodik cetveldeki 3B grubunda yer alan bakir ve demir gibi
agir metallerin varligi oksidasyonun derecesi arttirmakta ve bu artis askorbik asiti

negatif olarak etkilemektedir.

a-Tokoferol:

Hem lipofilik 6zelligi bulunan hem de antioksidan olan diger bir vitamin olan
‘E” yapisinda fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halkasi, sayisiz alkil gruplarindan
olustugu yapilan aragtirmalarda bulunmustur.[40] o-tokoferol radikali kararlilik
ozelliginin olmamasi ve reaktivitesinin oldukg¢a diisiikliigii nedeniyle glukuronik asit ile

konjugasyona ugramasi isleminden sonra viicudumuzda bulunan safra kesesi ile
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ortamdan disar1 yollanmaktadir. Yapilan laboratuvar g¢aligmalarinda a-tokoferol ile
glutatyon peroksidazin serbest radikallere karsi birlikte hareket etmesi birbirini
tamamlayici etkisi oldugunu kanitsamaktadir.[41]

Anderson’un (2007) yaptig1 diger bir ¢alismada ise; metabolizmamiza disaridan
verilen a-tokoferol’un ‘koroner’ olarak bilinen hastaligina yakalanma riskinin azalttigini

ve nitrozaminlere doniisiimiinii engelleyerek, antikarsinojen etkisini ortaya ¢gikarmustir.

Karotenoidler:

Bitkilerin biinyesinde var olan ve renk pigmentleri olarak bilinen karotenoidlerin
gorevleri; fotooksidatif proseslere kars1 koyarak bitkilerin korunmasini saglamaktir. 3-
karoten; vitaminler igerisinde en fazla A vitamininde olmasina karsin 6zellikle 102 Ve
O, radikallerini ortamdan giderilmesinde etkili antioksidanlar olarak da bilinmektedir.

Karotenoidlerin kaynaklari; likopen ve A vitaminin Onciisii olan B-karoten’dir.
Yapilan ¢aligmalarda kan plazmasinda yiiksek miktarlarda B-karoten bulunan kisilerde
kansere yakalanma riskinin olmadigini 6te yandan sigara kullananlarda disaridan
aldiklar1 beta-karoten ile bu riskin yiikseldigi kanitlanmaktadir. Fotooksidatif siiregler
esnasinda viicudumuzdaki organlarda ve derimizde bazi hastaliklarin olusumuna
sebebiyet vermekte olup bunlarin icerisinde en bilineni ROT un olusumudur. Ornegin,
yasa bagl olarak korlige neden olan makiiler hasarin olusmamasi i¢in 6zellikle goziin
retinasinda bulunan, iki kareotenodine dnemin verilmesi gerekmektedir. f-karotenoidin
diger ozelligi, giines yaniklar1 sonucunda olusan deri hastaliklarina karsi koruyucu bir
gorev Ustlenmektedir. Ayni zamanda beta-karotenoid ortamdaki reaktif tiirlerin
uzaklastirilmasinda C ve E vitamini de yardimci olmaktadir.[43]

Karotenoidler yikima ugradiklar1 zaman birgok {iriin elde edilmektedir. Bunlar;
iyononlar, damaskonlar ve damaskenonlar olmak iizere parfiim endiistrisinde yaygin

olarak kullanilan kokulu maddelerdir.

Flavonoidler:

Flavonoidler, bitkisel kokenli ve giiglii antioksidan 6zellikleri olup C6-C3-C6
difenilpropan yapisinda fenil gruplarinin arasinda tg¢lii karbon baglariyla oksijen
halkasina bagli olarak gosterilmektedir. Flavonoidler de kendi igerisinde

gruplandirilmakta olup bunlar1 birbirinden ayiran 6zelliklerden baglicalari; hidroksi

15



gruplariin sayisi, doymamislik derecesi ve Tlglii karbon segmentinin oksidasyon

diizeyidir.

Flavonlar ve Flavonoller:

Flavonoidler bitkisel kaynakli olanlarda bol bulunmakta olup bitkilerin ikincil
metabolitlerini olusturmaktadir. Flavonoidlerin konjugasyon firiinlerinin olusumu ise;
hidroksil gruplarma seker, metil, siilfat ve benzeri gruplarin stabil yerlerinin
degismesiyle meydana gelmektedir.

Quercetin, flavonol grubunda bulunmasi ve yapisindaki 3 C atomuna bagli OH
(Hidroksil)’in rutinozun ile bulundugu yerlerinin degismesi ‘flavonoid rutin’ olarak
isimlendirilmektedir.[45] Bunlar; antioksidan ozelliklerini sergileyebilmeleri igin
ortamda mutlaka serbest radikal bulunmali ve tepkimeye girerek radikalleri etkisiz hale
getirmektedir.

Tablo 2.2. Flavonollar ve flavonlarin kimyasal yapilari

R1 Flavonlar Bl B2 | Flavonlar | Bl B2
- (X=OH) (X=H)
!
0 OH | Kamferol H H Apigenin | H H

Enarsetin OH H Luteohn | OH H

M Minsetin OH OH | Enscencol | OCH3 | H

Iseramnetin | OCH3 | H Tnsm OCH3 | OCH3

-
-

Flavonoidlerin etki mekanizmalari;

a) Stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijeni bulunan ortamdan yok
etmektedir.

b) Peroksil radikalini ve alkoksil radikalini bir siire tutarak, lipid peroksil zincirini
kopartarak bozulmasini saglamaktadir.

¢) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz igerisinde bulunan enzimlerini etkisiz hale getirerek
gorevlerini engellemektedir.

d) Periyodik cetvelde yer alan 3B grubundaki demir ve bakir gibi gegis metallerini

selatlamaktadir.
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Flavanonlar:

Flavanon glikozidleri, turunggil meyvelerinde 6zellikle portakalda bol miktarda
bulunan ve yapilarina bakildiginda genellikle glikozid formdadirlar. Flavanonlar;
bunlarin sularina acimsi bir lezzet vermekte olup bu grubun igerisinde yer alan floretin
ve floridzin dihidrokalkonlarla kimyasal yapisi benzemekte ve gida bilesenleri olarak
kullanilmaktadir. Meyvelerin igerisinde ozellikle de elma ve armutlarda ¢ok fazla
flavanon bulundugu bilinmektedir. Bunlarin igerisindeki dihidrokalkonalarin bir kismi

ise, gida sanayisinde tatlandirici olarak gidalara ilave edilmektedir.

izoflavonoidler:

Izoflavonoidlerin yapilar1 incelendiginde bulunan bulgular; fitoostrojenlerin bir
alt grubunda yer aldigi, ¢esitli baklagillerde ve baz1 meyve-sebzelerde bulunan bitkisel
kaynakli dogal bilesiklerden oldugu bilinmektedir. Basit fenollerden olusan
fitodstrojenler, kimyasal olarak cesitli yapilart bulunmakta olup izoflavonlar -
izoflavanlarinda i¢inde bulundugu gruplar olarak siniflandirilir.

Bu grubun igerisinde yer alan izoflavonoidlerin goérevi, kandaki kolesterol
diizeyinin seviyesinin ayarlanmasini saglamaktadir. izoflavonoidler ii¢ temel aglikon
formunda olup bunlarin isimleri sirasiyla genistein, daidzein ve glisitein soya

fasulyesidir.

Glutatyon (G-SH):

Glutamik asit, sistein ve glisinden birlesmesiyle meydana gelen ve
viicudumuzun hemen hemen tiim hiicrelerinde var olan bir tripeptit olarak yer
almaktadir. Baslica gorevleri arasinda; hiicre zarini zararli maddelerden korunmasi,
oksidatif hasarin engellenmesi ve aminoasitlerin hiicre igerisine tasinmasi Yyer
almaktadir.[46] Suda kolaylikla ¢bziinen bir antioksidan olmasmin disinda serbest

radikallere de kolayca indirgemesiyle bilinmektedir.

Urik asit:
Urat plazmasinda bulunan ve piirin metabolizmasimin tamamlanmasiyla son iiriin
olarak elde edilen ve suda kolaylikla ¢oziinen bu madde, plazmanin igerisindeki

askorbik asidi kararli hale getirmektedir. Lipid radikalleri {izerinde de herhangi bir etkisi
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bulunmayan ftirat (120-410 pM/L), normal plazma konsantrasyonlarindaki bazi iyon

haldeki O,”, OH ve 10, yapilarin1 da ortamdan uzaklastirmaktadir.

Melatonin:

Gorevi fazla salgilanarak kansere karsi koruyucu etki gostermektedir. Fakat
pineolasit hiicreler 1518a kars1 fazla duyarli olduklari i¢in mutlaka karanlik ortamlarda
bulunmalar1 gerekmektedir. Bunlara ilave olarak melatonin hormonunun yaslanmayi

geciktirici etkisi de bulunmaktadir.

a- Lipoik Asit:

Suda ve yagda ¢oziinebilen, oksitlenmis veya indirgenmis iki siilfiir molekiiliini
biinyesinde barindiran giiclii ve etkili bir antioksidan 6zelligi bulunmaktadir.

Bu sayilabilen 6zelliklerinden &tiirii diger antioksidanlardan daha ¢ok serbest radikal
tirtine kars1 etkili olmaktadir.[48]

Alfa lipoik asit, viicutta biyomolekiillerin enerjiye doniistiiriilmesi siirecinde rol
oynamakta ve kan sekeri seviyelerinin diizenlenmesinde gorev alarak sekerin
metabolizmaya verebilecegi zarar1 minimize etmektedir. Yapilan ¢alismalar neticesinde
yiiksek hiicre yenileyici 6zelligi sayesinde giiniimiizde kozmetik iriinlerinde E, C ve A

vitaminlerinin yani sira a- Lipoik Asit de ¢ok sik rastlanmaktadir.

2.2.1.3. Metal iyonlarim baglayici proteinler:

Periyodik cetvel igerisinde 3B grubunda yer alan gecis metallerinin 6nemi,
meydana gelen oksidan hasarin1 dolayli yoldan hizlandirmaktir. Geg¢is metalleri
icerisinde bulunan 3B grubuna ait demir ve bakir iyonlar1 ortamdaki reaktif bilesenlerle
birleserek onlarin daha reaktif sekillere doniismelerini saglamaktadir. Organizmada
tastyict protein olarak bulunan demirin 2/3’tin hemoglobinde, az kismi miyoglobinde ve

kalan kismi1 da ferritin de tutulmaktadir.

2.2.1.4. Eksojen antioksidanlar
Vitaminlerin arasinda yer alanlar:
e E vitamini

e [-karoten
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laglar arasinda yer alanlar:
e Rekombinat siiperoksit dismutaz.
e Trolox
Gidalarda bulunanlar:
e Butylated hydroxytoluene (BHT) ve Butylated hydroxyanisole (BHA) :
e Sodyum benzoat
e Propil gallat,

e Siiperoksit dismutaz,

2.3.Gidalardaki Antioksidanlar

2.3.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar; giivenilirligi ve zarar verecek yan etkisinin bulunmamasi
nedeniyle sentetik antioksidanlara gore daha c¢ok tercih edilmektedir. Enzimatik
antioksidanlar stirekli {retilmesinin yanisira alinan gidalar sayesinde de savunma
sistemimizi giiglendirmektedir. Antioksidanlar, gidalarin yapisinda dogal olarak
bulunabilirken Maillard gibi birgok kimyasal reaksiyonlar sonucunda da bu ozellige
kavusabilmektedir.

Gidalardaki mevcut flavonoidler ¢ok giiglii antioksidan aktivite yetenegine sahip
olabilmektedir. Yapilan arastirmalarda kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak {izere,
diger rahatsizliklarin olusumu tiiketilen meyve-sebze ile ters bir orantt oldugu
goriilmektedir.[50] Antioksidan aktiviteye sahip vitaminler ve karotenoidler daha
onceden de bahsedildigi iizere viicudumuzu hastaliklardan korunmasini saglayan

bilesikler igerisinde sayilmaktadir.

2.3.2. Sentetik antioksidanlar

Gegmis yillardaki birgok arastirmaci tarafindan da BHA ve BHT’in canh
organizmalarda karsinojenik etkileri varolabilecegi bildirilmektedir.[51] Bitkiler;
karotenoidler, flavonoidler ve tokoferollerin de igerisinde yer aldigi bir¢ok dogal

antioksidan maddeyi biinyelerinde bulundurmaktadir.
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Bu maddelerin 6zelligi ise protein, lipit ve DNA gibi biyomolekiillerin {izerinde
koruyucu bir etkiye sahip olmasidir. Bunlarin disinda dogal antioksidanlarin, lipit
oksidasyonundaki etkisi sentetik antioksidanlar: kullanim avantaji saglamaktadir.[52]

Gilinimiizde meyvelerin ve bunlardan elde edilen igeceklerin antioksidan 6zellik
tasiyan polifenolik bilesikler yoniinden oldukga zengin olmasi, saglik {izerine faydalari,
icerdikleri fenolik antioksidanlara baglanmaktadir. Bunlarin diginda hidroksi sinnamik
asitler de bulunmakta olup C vitaminin yiiksek oldugu turunggil meyvelerinde bu
yiizden antioksidan etkisinin de daha yiiksek oldugu bilinmektedir.

Yapilan aragtirmalarda fenolik bilesiklerin yararli etkilerinin bulunmasi, bu
maddelerin serbest radikalleri nétraliz etmekte yardimecr olan antioksidan oldugunu
kanitsamaktadir. Kirmizi taneli meyveler grubunda yer alan bogiirtlenin de antioksidan

kapasitesinin yliksek olmasi gesitli enzim aktivitelerine baglanmaktadir.

2.4. Antioksidan Aktivite Ol¢iim Yontemleri

Son yillarda tizerinde durulan bir diger konu; antioksidanlarin ‘oksidatif streste
bariyer gorevi gormesi’ olmasidir. Fakat gidalardaki mevcut antioksidan yapisinin
karmasikligi sebebiyle istenilen sonucu elde edememektedir. Ciinkii bu bilesiklerin
baglarinin ayrilmasi ve lizerinde ¢alisilmast hem ¢ok zor hemde biitceleri oldukga fazla
olmas1 bunlardan bazilaridir.

Giiniimiizde in vitro laboratuvar kosullari altinda antioksidan kapasiteyi 6l¢meyi
hedefleyen pekgok arastirmaci, analiz metodlarini kimyasal reaksiyonlarina gore 2’ye

ayrilarak incelenmektedir:

2.4.1. HAT temelli metodlar

2.4.1.1. ORAC: Oksijen Radikali Absorplama Aktivitesi :

Ik uygulanirken prob olarak B-fikoeritrin ve peroksil radikali konulmus daha
sonra da AAPH ilave edilerek reaksiyon baslatilmaktadir. Bu metodun kullanilmasinin
tek amaci ise; gesitli ekstraktlarla birlikte fitokimyasallarin antioksidan aktivitesinin
miktarmi1 Olgmektir. Fakat kullanilan probun fotostabil olmamasi ve polifenolik

maddelerle etkilesim igerisine olmasi reaksiyonu basarisiz kilmaktadir. B-PE yerine
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fluoressein degistirilerek tepkimenin olumlu sonuglanmasi saglanmaktadir. Bu tercih
ediligin sebebi protein olamayan sentetik bir prob olmasidir.

Bu uygulamada kullanilan AAPH, reaksiyon ilerledik¢e ortamda bulunan
fluoressein fliioresansin azalmasina ve hatta bitmesine neden olmaktadir. Eger ortamda
belirli miktarda antioksidan bulunuyorsa, mevcut AAPH radikalleri yok edilerek

fliioresansin azalmasi durdurulmaktadir.[54]

2.4.1.2. TRAP: Toplam Radikal Kapam Antioksidan Parametresi:

Wayner ve ekibi, (1985) plazma igerisindeki antioksidan kapasitesini 6lgmek
icin bu yontemi kullanmistir. Bu metot sirasinda APPH ve ilave edilmekte ve
sonrasinda reaksiyon boyunca oksijenin miktarinin azalmasi izlenmektedir.

Plazmadaki antioksidasyonlar indiiksiyon siiresi boyunca bir miktar
yavaglatmakta ve bu slireler Trolox kullanilan reaksiyonun  siiresiyle
karsilastirilmaktadir.

APPH tarafindan olusturulan peroksil radikallerinden florasan probunu
koruyabilme 6zelligi olup bu yontemin en biiyiikk avantaji; fliioresans1 geciktirilmesini
saglamasi ve antioksidanlarin bozulmasini engellemekte olmasi olup dezavantaji ise;
oksijen elektrodunun ug¢ noktalarmin gereken zaman boyunca stabilizelerinin

saglanmamasidir.[56]

2.4.1.3. TOCS: Toplam Radikal Yakalayic1 Aktivitesi:

Bu yontem Winston ve ekibi tarafindan bitki dokularindaki antioksidan
kapasitesinin alfa-keto-y-methiobutirik asidin oksidasyonunun ile iiretilmesi esasina
dayanmaktadir. Uretilen bu {iriin ortamda bulunan antioksidanlar tarafindan

engellenmekte ve ‘head space’in gaz kromotografisi bu sekilde izlenmektedir.

2.4.1.4. Krosin veya Beta Karoten Agartma Metodu:

Tekli bilesenlerle kompleks yapilari ayni anda analiz edebilmesiyle tercih edilen
krosin beyazlatma yontem Lussignoli ve ekibi tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Bu
metotun dezavanataji olusan diazo bilesenlerinin 1s1 veya 151k etkisi ile oksidasyona
ugrayarak bozunmasidir. Bu bozunma peroksil radikalini olusumuna ve renk kaybina

yol agmaktadir.
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2.4.1.5. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Yontemi:

Valkonen ve ekibi, TRAP yontemininin esaslarina uygun; peroksi radikali
tiretmektedir. Bunun i¢in yine AAPH kullanilmakta ve substrat olarak da DCFH-DA
tercin etmektedir. Bu sayede DCFH-DA’nin yiikseltgenmesiyle indirgen ozelligi
kazanmasi ve Diklorofloresin’e doniistiiriillmesi saglanmaktadir. DCF’nin iretimi iki
sekilde ol¢iilmektedir. Bu gergeklestirilen yontemlerde cihazdaki okunan dalga boyu
504 nm’de en yiiksek absorbansa sahip oldugu bilinmektedir.

2.4.2. ET temelli metodlar

2.4.2.1. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi:

Re ve ekibi; tarafindan gelistirilen yontem gidalarin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Yontem H,O; ile tepkimeye giren metmiyoglobinin
ferrilmiyoglobin olusmasiyla sonlanmaktadir.[39] Eger ABTS radikal katyon olugmasi
istenmiyorsa, bu olusumdan once 2,2-azinobis ilave edilmektedir.

Yapilan caligmalarda ABTS’nin oksidasyonu sayesinde tepkimenin baslamasi
devam eden siiregle ABTS’deki renk degisimi gergeklestirilmektedir. Analiz sirasinda
ABTS ¢ozeltisine seyreltme islemi uygulandiktan sonra yaklasik 10 dakika bekletilerek
absorbans degeri Olclilmektedir. Bu yapilan iglemlerden sonra 1 mL ¢ozelti ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlarin  olusturduklar1  diger karigimlarda

Olgiilmektedir.
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2.4.2.2. DPPH Radikal Sondiiriicii Kapasite Yontemi:
Ortamda bulunan antioksidanlar, Sekil 2.4° da gosterildigi gibi 517 nm
absorbans degerindeki DPPH serbest radikalinin AO-H ile tepkimeye girmesiyle

ortamdaki H" miktarinin azalmasina neden olmaktadir.
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Sekil 2.4 DPPH radikali ve antioksidan (AO-H) tarafindan indirgenmesi
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2.4.2.3. CUPRAC Yontemi:
CUPRAC reaksiyonun tepkimesi Sekil 2.5” da gosterilmektedir. Bu olusan

kompeksin spektrum cihazinda 450 nm’ de max absorbans gézlenmektedir. Bakir (I)-

neokuproin (Cu(l)-Nc) selatina indirgenme yetenegi ile kapasitesi hesaplanmaktadir.

Ozellikle arastirmacilarm  CUPRAC metodunun (TAC) analizinde tercih

edilmesi pH’1n kolay ayarlanabilmesidir.
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Sekil 2.5 CUPRAC reaksiyonu ve kromoforu

2.4.2.4. FRAP Yontemi:

Miktarca az olusan Fe™iin, TPTZ ile reaksiyonundaki yeni lrlin Sekil 2.6° da

gosterilmektedir. Bu reaksiyon sonucunda olusan koyu mavi renginde Fe(ll)(TPTZ);

kompleksinin olusum siiresi 4 dakika ve spektrumunda degeri 593 nm’de oldugu

bilinmektedir.

FRAP yo6nteminin sonuglarinin 4 dakikadan uzun siirmesi; reaksiyonda varolan

baz1 fenollerden kaynaklanarak yavasladigi disiiniilmektedir. Kullanilan bu yontem;

icerisinde  demir

uygulanmaktadir.

iyonu

bulunduran
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2.4.2.5. FCR ile Toplam Fenolik Yontemi:

Gegmis yillarda ilk defa Singleton ve ekibinin antioksidanlardaki toplam fenol
miktarmi belirledigi bu yontemde; fenolik bilesiklerin molibdenyum’a elektron
(aktarmast)/transferi edilmesi gergeklestirilmektedir. Meydana gelen yeni kompleks
tirtiniin olusumu 750-760 nm’de absorbans degeri okunmaktadir.[52]

Yontem uygulanirken standart bilesik olarak gallik asit kullanilsa da yapilan
incelemeler neticesinde gallik asitle hemen hemen ayni degeri veren; diger asitlerle de
ayni tepkimenin gerceklesmesi miimkiindiir.

FCR ayiraci ticari olarak satin alinmakta olup bu yontemi genellikle dogal
gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kullanilan
yontem basit, tekrarlanabilir ve giivenilir olmasi avantajlart olarak bulunurken
dezavantajlar1 ise; uzun siirmesi, masrafli olmasi ve sulu fazda gergeklestigi igin

lipofilik bilesikler i¢in uygulanamamasidir.

2.5. Cahsmada Kullanilan Meyve:

Dut Agaci, farkli birgok tiirleri olup hemen hemen biitiin iklim kosullarinda
yetisebilen bir agac tiiridiir. Yetistirilen topragin 6zelligine gore omdiirleri uzundur.
Diinyamizda dut meyvesini bolca yetistiren iilke Cin’dir. Bu agag tiiriiniin 6zellikleri;
kalin bir gévde ve bu govde lizerinde de birsiirii dallar ve kalp seklinde yapraklar yer

almaktadir. Dut agaclar yaklasik 18 metreye kadar uzayabilmektedir.
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Dut agaglari;; hem aci hem tatli tada sahiptir ve farkli renklerde meyveleri
bulunmaktadir. Dut agacinin diinya genelinde yetistirilen 15 farkli tiirleri var olup

bunlardan bazilari;

-Cin Dutu, -Morus Notabalis Dutu, -Ak  Dut (Deneyde
-Morus Wittiriom Dutu, -Kara Dut, kullanilan)

-Morus Trilobota dutu, -Teksas Dutu, -Morus Cathayana
-lhlamur Dutu, -Mogol Dutu, Dutu,

-Kirmizi Dut, -Afrika Dutu, -Morus Liboensis Dutu,
-Himalaya Dutu, -Morus Macroura dutu
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3. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Meyve Ornegi

Yapilan deneylerdeki meyve materyali; beyaz dut evimizin bahgesi igerisindeki
dut agacindan mevsiminde toplanarak elde edildi. Toplanilan bu beyaz dutlar
saplarindan ve yapraklarindan ayiklandiktan sonra bir kismi golgede kurutuldu, diger
kismui ise analizlerde kullanilmak iizere 15181 gegirmeyen koyu renkli siselerde muhafaza
edildi. Deneylerde kullanilacak tiim ¢ozeltiler analiz sirasinda hazirlanarak taze olarak

kullanildi.
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3.1.2. Kimyasallar ve Cihazlar
Calismada kullanilan baslica ekipmanlar ise;
e (Calkalamali Su Banyosu (Clifton)
e Rotary Evaporator (Buchi R-200)
e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
e pH- Metre (Wtw Ph 330i),
e Vortex (Fisons)
e Hassas Terazi (Gec Avery)
e Mikropipetler (200 ul-1000 ul Eppendorff Mikropipet),
e [sitict ve Manyetik karistirict (Chiltern HS31)

e Yiiksek vakumlu, sogutmali liyofilizator
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Calismada kullanilan kimyasallar ise;

e FEtanol,
e Metanol,
e Asetik asit,

e Demir (1) klortir,

e Potasyum hekzasiyanoferrat,
e Tween 20,

e Amonyum tiyosiyanat,

e Folin Ciocalteau reaktanti

e Linoleik asit,

e Sodyum karbonat,

e DPPH,
e ABTS,
e Gallik asit,

e Beta karoten,

e L- askorbik asit,
e Demir (II) kloriir,
e Potasyum kloriir

e Sodyum asetat trihidrat,

3.2. Yontem
Arastirma kapsaminda gercgeklestirilen deneylerdeki amacimiz kullanilan beyaz

dutun antioksidan aktivitesi;

e Folin-ciocalteu yontemiyle,

e DPPH radikal yakalama metoduyla,

e ABTS radikal katyonu yakalama metodu,

e Siiperoksit Radikali Giderme metoduyla,

e Metal selatlama,

e indirgeme potansiyeli,

e Linoleik asit emiilsiyon metodu,
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e Toplam fenolik madde icerigi;

e Toplam flavonoid madde miktari olarak ¢alisildi.

3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanisi

Deneyde kullanilan beyaz dut materyalimiz kurutulduktan sonra mutfak
rondosunda 6giitiildii ve ¢oziicli olarak su, aseton ve etanol kullanilarak ekstraklari
hazirlandi. Hazirlanan ekstraktlarin bir miktar1 250 ml sicak suda 20 dakika boyunca
devamli karistirilarak ekstrakte edilerek siizge¢ kagidinda siiziildii. Elde edilen bu beyaz
dut ve yaprak ekstraktlari TUTAGEM’de liyofilize islemine tabi tutuldu. C;HgO ve
C3HsO ekstraksiyonlar1 25’ser g 6rnek 300 ml ¢oziicii ile ¢alkalamali su banyosunda
350 rpm’de 2 saat inkiibe edilerek islem sonucunda siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii.
Stiziilen ¢oziiciiler evaparatorde 46 °C sicaklikta uguruldu.

Hazirlanan beyaz dut 6rnekleri ekstrakte islemi sonucunda elde edilen bilesigin
miktar tayini icin liyofilize ve evapore Oncesi-sonrasi olarak tartimlar1 alindi.
Antioksidan aktivite denemelerimde c¢alisacak ¢ozeltiler analiz Oncesinde 15181

gecirmeyen renkli siselerde +4 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.1 Rotary evaporator ile ¢oziicli uzaklastirma iglemi

3.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Farkli ¢6ziiciilerle hazirlanan meyve ve yaprak ekstraktlar igerisindeki toplam
fenolik bilesik maddelerin igerikleri Slinkard ve Singleton tarafindan bulunan FCR
metoduna gore belirlendi.[53] Folin Ciocalteu’nun fenol reaksiyonu sirasinda renk
degisimi polifenolik bilesiklerin miktar1 ile orantili bir sekilde arttig1 gézlemlendi. Bu

metod uygulanirken gallik asit ve pirogallol tercih edildi.
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Meyve ve yapraklarin 1000 pg/ml derisimlerinde hazirlanan su, aseton ve
metanol ekstraktlarindan 1ml alinarak hacimleri 46 ml’ye tamamlandi. Deney tiipliniin
tizerine Folin-Ciocaltaeu reaktifi (2,5 ml) ve Na,COj3 ¢ozeltisi de eklendi. (%20°lik 7,5
ml) Biitiin ¢ozeltiler su banyosunun igerisinde 2 saat kadar bekletildi.

Meyve ve yaprak ekstraktlarimiz metanol, etanol, aseton ve saf su kullanilarak
hazirlanan 6rnek cozeltilerle de ayni isleminin uygulamasi icin de tekrarlandi. UV
Spektrofotometrede 760 nm dalga boyuna karsi hazirlanan dut 6rneklerinin reaksiyon
sonucundaki absorbans degerleri okundu.

Orneklerin TPC miktarlar1 pg gallik asit esdegeri ¢izilen absorbansa karsi —

konsantrasyon grafiginin denkleminden yararlanarak bulundu.

3.2.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Meyve ve yaprak ekstraktlarmin DPPH radikali giderme aktivitesi Blois’in
kullanmig oldugu metoda gore belirlendi.

Meyve ve yaprak ekstraktlarinin tepkime sonucunda bir H* veya e~ kaybetmesi
sonucunda reaksiyon karisiminin absorbansinin diismesine neden olmaktadir. Bu
dogrultuda DPPH ¢ozeltisinin renginin agilmasi ve yiiksek serbest radikal giderme
aktivesi gostermektedir.

50- 250 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan meyve ve yaprak ekstraktlarinin
tizerine hazirlanan 0.1 mM DPPH ¢6zeltisinden 1 ml eklendi. Bu ¢6zelti karanlik bir

ortamda 30 dakika inkiibe edilerek absorbanslar okutuldu.

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

Kullanilan metotun esasi; linoleik asit oksidasyonu olusum esnasinda Fe*?
iyonlar1 Fe™ iyonlarina yiikseltgenmesidir. Buradaki kilit nokta belirli zaman araliklar
da peroksitlerin olugsmasini spekrofotometrik olarak takip edilmesidir. G6zlemlenen
yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunun gosterir.

Degisik konsantrasyonlardaki meyve ve yaprak ekstraktlarindan 1 ml alindi.
Daha sonra igerisine 2.5 ml linoleik asit ve (pH=7) 0.02 M fosfat tampon ¢ozeltisinden
de 1.5 ml ilave ederek iyice karistirildi. Hazirlanan reaksiyon karisimi agzi kapali

plastik olan santrifiij tiiplerinin i¢ine konuldu. Plastik tiipler icerisindeki ¢ozeltilerden
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10 saat araliklarla 0.1 ml alinip 3.7 ml %75 C,HsOH ve 0.1 ml %3 NH4SCN ¢ozeltisi
ilave edildi. Daha sonra g¢oOzeltilerin {lizerine son olarak 0.1 ml FeCI, (20mM) ¢ozeltisi
eklenerek olusan ¢ozeltinin absorbans 500 nm’de gézlemlendi.

Bu islemlerden sonra dogrulugundan emin olunmasi igin 3 kez tekrarlanarak
sonuglarin ortalamasi alindi. Okunan absorbans degerlerine gore lipit peroksidasyonu

inhibisyonu yiizdesi hesaplandi.

3.2.5. Demir (IT) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Meyve ekstraktlarinin Fe*? iyonlarin1 selatlama tayini Zhao ve arkadaslarinin
uygulamis oldugu metoda gore yapild. Tepkimede genellikle Fe*¥/ferrozin
kompleksinin olusumu gozlenmektedir. Fakat selatlama giicii yiiksek oldugunda bu
durum meydana gelmemektedir.

50-100-150-200-250 pg/ml hazirlanan beyaz dut meyve ve yaprak ekstraktlari
ve standart ¢ozeltiler saf suyla seyreltilerek deney i¢in hazirlandi. Cozeltilerin 1 ml’si
tizerine 0.05 ml 2mM FeCl, ¢ozeltisi ilave edilerek oda kosullar1 altinda 30 dk’lik
inkiibasyon islemi uygulandi.

Daha sonra 0.02 ml 5 mM ferrozin ¢6zeltisi eklenerek vortekslendi. Bu islemler
diger ¢ozeltiler icinde 10 dk bekletilip 562 nm’de absorbansi alindi. Selatlama aktivite
yiizdesi asagidaki denklemdeki gibi; 562 nm’deki Ornegin absorbansinin, kontrol

absorbansina boliiniip 100 ile carpimiyla hesaplanir.

3.2.6. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Nishimiki ekibinin (1972) kullandigi yontemde, NADH /PMS /O, sistemi ile
iiretilen siiperoksit radikalinin, renginin degismesi ilkesine dayanmaktadir. Uretilen
tirlinlin sar1 olan NBT’yi mor renkli formazana indirgemesidir. Ortamda bulunan olan
bilesikler cihazda uygulanan yontem sonucunda disiik seviyede absorbans degeri
vermektedir.

Farkli derisimlerde hazirlanan beyaz dut meyve ve yaprak ekstraktlarina ve
standart ¢ozeltilerine 1 ml ilave olarak 1 ml 156 mM (Tris-HCI tamponunda, pH=8)
konuldu. Daha sonra biitiin ¢ozeltilere 1 ml 468 mM NADH (Tris-HCI tamponunda,
pH=8) eklendi. Bu ¢dzeltilere son olarak 100 mM PMS (Tris-HCI tamponunda, pH=8)
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daha ilave edildi. Reaksiyon igin belirlenen sicaklik ve zamanda beklenerek

absorbanslar1 okundu.

3.2.7. indirgeme Kapasitesi Tayini

Oyaizu ekibinin (1986) buldugu metoda gére; Fe*® iyonlarim Fe™ iyonlarina
indirgenerek, FeCl; eklenerek Prusya mavisi renginde olusan iiriin kompleksinin
absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Yapilan deneylerde okunan absorbans
degeri ayn1 zamanda indirgeme kapasitesinin degerine esittir.

Farkli ekstraktlardan alinarak hazirlanan 1 ml Grnege; sirasiyla 2.5 ml fosfat
tamponu (0.2 M, pH=6.6) ve 2.5 ml KsFe(CN)s ¢ozeltisi konuldu. Belirlenen siire
bekledikten sonra 50 °C’de inkiibe islemi uygulandi. Inkiibe isleminden sonra 2.5 ml
TCA (%10) ilavesiyle tekrar 2000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Olusan ¢dzeltinin st
tabakasindan 2.5 ml alindi. Alinan st tabakaya 2.5 ml saf su ve 0.5 ml FeCl3 (%0.1°1ik)

¢ozeltisi eklenip lyice karistirilarak 700 nm’de absorbans degeri okundu.

3.2.8. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Meyve ve yapragin su, aseton ve metanol ekstraktlarindaki toplam flavonoid
madde igeriginin belirlenmesi, Zhishen ve arkadaglarinin bulmus olduklar1 metoda gore
belirlendi.

Hazirlanan ¢ozeltilerin 1000 pg/ml  derisimlerde C,HsOH ve CH;OH
ekstraktlarindan 10 ml alindi. Iml NaNO; ¢ozeltisi (%5) ilavesiyle 6 dk bekletildi. 1ml
NH4NOj ¢ozeltisi (%10) konuldu. Tepkime sonucunda flavonoid-aliiminyum kompleksi
olusturuldu. Bu iglemler bittikten 5 dk sonra 10 ml NaOH ¢ozeltisi (% 4.3) ilavesi ile
birlikte saf suyla 25 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti iyice karistirildiktan sonra
kore kars1 510 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii.

Denemeler standart ¢ozeltileri (gallik asit-katesin) iginde ayni sekilde yapilarak
cihazda okunan absorbans-konsantrasyon grafigi ¢izildi. Cizilen grafigin
denklemlerinden faydalanarak flavonoid madde miktarlari mg olarak hesaplandi.

3.2.9. ABTS Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Bu aktivite tayinin belirlenmesinde ilk olarak ABTS ¢6zeltisi hazirlandi. 7 mM
ABTS c¢ozeltisi ve 2.45 mM K,S,0g ¢ozeltisi tepkimeye girerek ABTS radikalini

33



olusturuldu ve olusan radikal 12 saat karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi.

Olusan ¢ozelti deneyden Once fosfat tamponuyla 0.7+0.025 olacak sekilde seyreltildi.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin 3 ml ‘sine ilave olarak

1 ml ABTS ¢ozeltisi eklenerek 30 dk bekletildi. Tepkimenin en verimli degeri 734 nm

absorbansinda ol¢lilmiistiir.
3.2.10. Degerlendirme

Beyaz dut meyvesi ve yaprak ekstraklarina yonelik yapilan deneyler 3 kez tekrar

edilerek ortalamasi alindi. Grafikler ve hesaplamalar excel programinda yapildi.
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4. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik Madde Analizi

Tsa ekibinin (2005) dutun antioksidan aktivitesi igin, belirli islemlerden gecerek
toplam fenolik igerigi ve antioksidan etkisi arasinda iliski olup olmadigmi in vitro
ortamda incelenmistir.[31] Bu ¢alismanin uygulanabilirligi a¢isindan antioksidan
aktivite degerini 6lgmeden once dutun ekstraklart hazirlanmistir. Antioksidan aktivite
ile dutun fenolik igerigi arasindaki baglantiyr belirtmek i¢in de 6zel bir reaktif olan
‘Folin-Ciocalteau’ kullanilmstir.

Toplam fenolik madde tayini (TFM) analizinde, 6rneklerin toplam fenolik
madde miktariin belirlenmesinde gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilerek oncelikle
gallik asit kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. Gallik asitin aseton ¢ozeltisi hazirlanmis ve
kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 50-250 pg/ml konsantrasyon araliginda gallik asit

¢ozeltisi kullanilmugtr.

Gallik Asit standart Kalibrasyon Egrisi
0,4 -
] y =0,0014x + 0,0061
0,35 R? = 0,9952
0,3 -
@ 0,25 -
8 —#— Absorbans
— 0,2
o
3
< 0,15 - — Dogrusal
01 - (Absorbans)
0,05 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1 Gallik asit standart grafigi
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Meyve ve yaprak ekstrektlerinde toplam fenolik madde miktarlarinin
belirlenmesinde yapilacak hesaplamalar icin gerekli olan gallik asit standart egrisinden
faydalanilmistir. Bu grafik Sekil 4.1°de verilmistir. Standart egrilerin olusturulmasinda

analizde elde edilen verilerden egrileri tamimlayan esitlikler belirlenmistir.

Tablo 4.1 Orneklerin gallik asit cinsinden toplam fenolik madde miktar1

ORNEK MIKTAR
Yaprak-su 72,786 (LgGA/g)
Yaprak-Metanol 84,214 (ugGA/g)
Yaprak-Aseton 129,929 (ugGA/g)
Dut-su 73,500 (ugGA/g)
Dut- Metanol 135,36 (ugGA/g)
Dut- Aseton 106,643 (ugGA/g)

Pirogallol Standart Kalibrasyon Egrisi

0,7 -

06 y =0,0021x + 0,0974

) R2=0,9979

0,5 -
(72]
S 04 -
_8 E —o— Absorbans
§ 0,3 1 —— Dogrusal (Absorbans)
< 02 -

0,1 -

O T T 1
0 100 200 300

Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.2 Pirogallol standart grafigi

Meyve ve vyaprak ekstrektlerinin toplam fenolik madde miktarlarinin

belirlenmesinde yapilacak hesaplamalar i¢in gerekli olan pirogallol standart egrisinden
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faydalanilmistir. Bu grafik Sekil 4.2°de verilmistir. Standart egrilerin olusturulmasinda

analizde elde edilen verilerden egrileri tanimlayan esitlikler belirlenmistir.

Tablo 4.2 Orneklerin pirogallol cinsinden toplam fenolik madde miktari

ORNEK MIKTAR
Yaprak-su 70,762 (ugGA/g)
Yaprak-Metanol 76,952 (ugGA/g)
Yaprak-Aseton 116,476 (ugGA/g)
Dut-su 69,333 (LgGA/g)
Dut- Metanol 102,190 (ugGA/g)
Dut- Aseton 126,952 (ugGA/g)

Iki farkli tayin yontemi sonucunda meyve ve yaprak ekstrelerinin antioksidan

aktivitesi belirlenmistir. Bulunan sonuglar Tablo 4.2°de meyve - yaprak ekstrelerinin

gallik esdegerlerine esdeger miktarlar1 olarak verilmistir. Toplam fenolik madde tayini

olarak en yiiksek deger metanol ekstratinda gézlenmistir ve ¢oziicli farkliligina gore;

‘metanol > aseton > su’ seklinde siralanmustir.

Fenollerin hidroksil gruplarinin serbest radikalleri yok etme giicii sebebiyle ¢ok

onemli oldugu bilinmektedir.[31] Calismalar ¢ok c¢esitli tiirde toplam fenol ve

antioksidan aktivite arasinda paralel bir iligki oldugunu gosteririr.
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Sekil 4.3 Orneklerin gallik asit cinsinden toplam fenolik madde miktar
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Sekil 4.4 Orneklerin pirogallol cinsinden toplam fenolik madde miktar

4.2. Toplam Flavonoid Analizi:
Flavonoidler genel olarak fenolik bilesiklerin en 6nemli iiyesidir. Yapilan
caligmalar sirasinda ekstraklarin toplam flavonoid igerikleri epikatesin es degeri olarak

hesaplandi.
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Epikatesin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.5 Epikatesin kalibrasyon egrisi
Tablo 4.3 Orneklerin epikatesin cinsinden toplam flavonoid madde miktari
ORNEK MIKTAR
Yaprak-su 15,515 (ug/g)
Yaprak-Aseton 22,182 (ug/g)
Yaprak-Metanol 19,455 (ug/g)
Dut-su 20,364 (ug/g)
Dut-Aseton 36,225 (ug/g)
Dut-Metanol 34,364 (ug/g)

Toplam flavonoid igerigi acisindan yaprak ekstraklarini:

Aseton (22,182) >metanol (19,455) > su (15,515)

Toplam flavonoid igerigi agisindan meyve ekstraktlarimna:
Aseton (36,225) > metanol (34,364) > su (20,364)
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Sekil 4.6 Gallik asit standart kalibrasyon egrisi

Tablo 4.4 Orneklerin gallik asit cinsinden toplam flavonoid madde miktar

ORNEK MIKTAR

Yaprak-su 17,955 (ug/g)
Yaprak-Aseton 28,409 (ug/g)
Yaprak-Metanol 32,500 (pg/g)
Dut-su 25,227 (ug/g)
Dut-Aseton 41,591 (ng/g)
Dut-Metanol 43,409 (ug/g)

Toplam flavonoid igerigi agisindan yaprak ekstraklart :

Metanol (32,500) >Aseton (28,409) > su (17,955)

Toplam flavonoid igerigi agisindan meyve ekstraktlari :
Metanol (43,409) >Aseton (41,591) > su (25,227)
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Sekil 4.7 Orneklerin epikatesin cinsinden toplam flavonoid madde miktar
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Sekil 4.8 Orneklerin gallik asit cinsinden toplam flavonoid madde miktar:

Calisilan  meyve-yapraklari  ekstraktelerinden elde edilebilen igerikler
karsilastirildiginda; dut-metanol daha yiiksek flavonoid madde icerdigi bulunmustur.
Yapilan c¢alismalarda en diisik flavonoid madde igerigi Dut-su ekstraktinda
bulunmustur. Grafik denklemlerinden yararlanarak bulunan sonuglarin 15,515 pg/g—

36,727 ng/g arasinda degistigi belirlendi.

4.3. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesi
Antioksidan kapasite tayinleri iginde en yaygin olani serbest radikal siiplirme
veya yakalama aktivitesidir. Bu dogrultu da farkli radikallerin kullanilmasina ragmen en

goriilen DPPH’dir. ICsp degeri; meyve-yaprak ekstraktin radikalin yarisin1 yok ettigi
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konsantrasyon hesaplanarak yorum yapildi. Meyve-yapragin her bir ekstraktin
konsantrasyon-inhibisyon grafikleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Cizilen grafikten yararlanarak her bir ekstraktin ICsy degeri Tablo 4.3 ‘de
verilmektedir. 1Csq degeri ile serbest radikal yakalama aktivitesi arasindaki baglant1 ters

orantilidir. Bu durumda BHT nin degeri, meyve-yaprak ekstraklarindan daha ytiksektir.

Tablo 4.5 Ornek ekstraktlarmim EC50 degeri

ORNEK EC50

Yaprak-su 15,82 (ug/g)
Dut-su 25,81 (ug/g)
Yaprak-metanol 20,23 (ug/g)
Dut-metanol 34,58 (ug/g)
Yaprak-aseton 25,61 (ug/g)
Dut-aseton 37,31 (ug/g)

Tabloda goriildiigli tizere, orneklerin ortalama EC50 degerinin (pg/g DPPH)
standart BHT ye ait EC50 degerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu veriler
neticesinde genel olarak, dut meyvelerinin antioksidan aktivitesinin BHT den daha az

oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.9 Yaprak ekstraktlarinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Yaprak ekstraktlarinin;
* su ekstraktlarinin; %5,076, %15,228, %18,613, %21,997, %26,565
* aseton ekstraktlarinin; %15,832, %21,163, %32,633, %33,926, %35,380
* metanol ekstraktlarinin; %12,259, %24,518, %26,270, %28,021, %28,196
* BHT nin; %71,908, %81,592, %84,372 %90,316, %91,467
* BHA nin; %73,339, %82,855, %90,934 %91,562, %92,190,
*a-tokoferoliin; %63,791, %73,521, %83,651, %87,864, %89,067 ait % radikal

giderme degerlerine sahip olduklar1 goriildii.

250 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla;
BHA > BHT > a-tokoferol > aseton > metanol > su oldugu belirlendi. (Sekil 4.7)
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Sekil 4.10 Dut ekstraktlarinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Meyve ekstraktlarinin;
* su ekstraktlarinin; %18,732, %23,156, %26,696, %31,268, %32,891
* aseton ekstraktlarinin; %24,118 %33,568, %44,429, %48,237, %50,494
* metanol ekstraktlarinin; %24,928 %32,133, %39,337, %42,219, %44,236,
* BHT nin; %71,908, %81,592, %84,372 %90,316, %91,467
* BHA nin; %73,339, %82,855, %90,934 %91,562, %92,190,
*a-tokoferoliin; %63,791, %73,521, %83,651, %87,864, %89,067 ait % radikal
giderme degerlerine sahip olduklar: goriildii.
Standartlarin ve meyvenin su, aseton ve metanol ekstraktlariin radikal giderme

aktivitesinin
250 pg/ml konsantrasyonda sirastyla;

BHA > BHT > o-tokoferol > aseton > metanol> su sirasinda oldugu belirlendi.

(Sekil 4.6)
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4.4. ABTS " Radikal Katyon Yakalama Aktivitesi

Ortamdaki ABTS" radikalleri meyve ekstresi ilavesinden sonra belli bir yiizdede
yok edilmektedir. Elde ettigimiz sonuglara gére en yiiksek ABTS" radikali yok etme
kapasitesi Sekil 4.9’ de goruldiugi gibi meyve-aseton ekstresinde; en diisiik sonuglar ise

meyve-su ekstresinde gozlenmistir.
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Sekil 4.11 Yaprak ekstraktlarinin ABTS radikali giderme etkileri

Yaprak ekstraktlarinin;
*su ekstraktlarinin; %64,107, %42,994, %23,800, %21,113, %21,689,
*aseton ekstraktlarinin; %79,618, %73,795, %67,771, %63,755, %62,149,
*metanol ekstraktlarinin; %72,314, %56,890, %36,662, %32,491, %30,341,
*a-tokoferoliin; %60,960, %55,253, %50,843, %48,379, %47,990 ait % ABTS giderme

aktivitesi degerlerine sahip olduklar goriildii.

250 pg/ml konsantrasyonda sirastyla;

Aseton > a-tokoferol > metanol> su sirasinda oldugu belirlendi.
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Sekil 4.12 Dut ekstraktlarinin ABTS radikali giderme etkileri

Grafige gore Dut ekstraklarinin;

*su ekstraktlarinin; %76,247 %67,354, %46,529, %43,492, %40,672,

*aseton ekstraktlarinin; %78,743, %72,670, %59,058, %58,010, %57,801

*metanol ekstraktlarinin; %59,024, %36,423, %15,285, %5,528, %4,228
*a-tokoferoliin; %60,960, %55,253, %50,843, %48,379, %47,990 ait % ABTS giderme

aktivitesi degerlerine sahip olduklar1 goriildii.

250 pg/ml konsantrasyonda sirastyla;

Aseton > a-tokoferol > aseton > su > metanol sirasinda oldugu belirlendi.

ABTS" radikali giderme aktivitesi sonuclar1 detayli incelendiginde; meyve ve
yaprak ekstraktlarinin bir kisminin standartin ayni konsantrasyonunda elde edilen

radikal giderme aktivitesi sonuglariyla yakin degerde oldugu gorildii.

4.5. Linoleik Asit Emiilsiyon Sistemi veya Demir tiyosiyanat Metodu

Ferrik tiyosiyanat metoduna goére; meyve-yaprak su, aseton ve metanol
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri belirlendi. Bu sonuglar 1s18inda BHA, BHT, o-
tokoferol inhibisyon oranlar ile kiyaslandi. Peroksitlerin miktari, oksidasyonun 12

saatte bir 6l¢iimii alinarak takip edildi.
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Sahit absorbansinin max oldugu herbir ekstrakt ve standart i¢in grafikler ¢izildi.

Grafiklerden yararlanarak peroksit oksidasyonuna karsilik gelen absorbanslart okundu.

Tablo 4.6 Orneklerin cesitli zamanlardaki linoleik asit peroksidasyon inhibisyon

yiizdesi

ORNEK 3. Saat 12. Saat | 24.Saat | 48.Saat | 72. Saat
Yaprak-su 23,4 37,6 41,6 44,3 35,1
Yaprak-metanol 20,3 25,3 31,3 34,3 21,4
Yaprak-aseton 34,3 44,2 48,9 53,1 24,8
Dut-su 33,6 41,6 47,4 50,4 38,1
Dut- metanol 30,3 37,6 43,7 45,6 32,2
Dut- aseton 31,3 39,1 46,5 49,4 34,3
Tokoferol 18,1 20,8 26,2 284 19,1
BHT 45,1 53,3 61,9 72,6 57,1
BHA 443 50,7 64,5 69,2 55,4
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Sekil 4.13 Yaprak ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyon inhibisyonunun grafiksel
olarak gdsterimi

72 saatte yaprak ekstratinin degerleri

*su %35,1 *metanol %24,8 *BHT %57,1
* aseton %21,7 *BHA, %55,4 *a-tokoferol %19,1
100 -
90 -
= 80 -
S 70 - —o—Dut-su
= —Dut- Aseton
S 2 60
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o 2
n- p—
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10
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3. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat

Sekil 4.14. Dut ekstraktlarimin linoleik asit peroksidasyon inhibisyonunun grafiksel

olarak gosterimi
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72 saatte dut ekstratinin degerleri
* su %38,1, *metanol %32,2 *BHT %57,1
* aseton %34,3 *BHA, %55,4 *a-tokoferol %19,1

4.6. Indirgeme Giicii Metodu

Yapilan analizin sonuglar1 askorbik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak askorbik asit standartina ¢evrilerek karsilastirilmistir. Sekil 4.15 askorbik
asitin indirgeme giiciinii gostermektedir.

Derigim arttikca antioksidan 6zellik gosteren maddelerin derisimi de yiikseldigi
icin aktivitenin artmasi beklenilen bir durumdur. DPPH yOnteminin aksine polarite ile

indirgeme giicii kapasitesi arasinda dogrudan bir iliski gozilkmemektedir.

1 .
09 - "
0,8 -
0,7 - —o— Yaprak-Su
% 0,6 - —&— Yaprak-Metanol
g 05 - —— Yaprak-Aseton
2 04 - -/././.__. —#—BHA
021 Askorbik Asit
0,1 -
0 a-tokoferol
50 100 150 200 250
Konsantrasyon (pg/ml)
Sekil 4.15 Yaprak ekstraktlarinin indirgenme kapasitesi
Grafige gore;

BHA > BHT > a- tokoferol > A.asit > Yaprak Metanol > Yaprak Aseton >

Yaprak Su sirasinda azaldigi gozlendi.

49



0,9 * i
0,8
0,7 —o—Dut-Su
% 0,6 —&— Dut-Metanol
O
505 —>Dut-Aseton
wn
2 0,4 —%—BHA
03 = —— —o—BHT
0.2 : A . — Askorbik Asit
0,1 /
0 o-tokoferol
50 100 150 200 250
Konsantrasyon (pg/ml)
Sekil 4.16 Dut ekstraktlarinin indirgenme kapasitesi
Grafige gore;
BHA>BHT>a-tokoferol>A.asit>Dut Metanol>Dut Aseton>Dut Su sirasinda
azalmaktadir.

4.7. Demir (IT) fyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Deney sonucunda c¢ozeltinin igerisinde bulunan Fe*? iyonlarin1 baglayabilme

acisindan meyve ve yaprak ekstraktlarinin ferrozinin birbiriyle yarigmasina gore

degerlendirildi. Deneylerde kullanilmak tizere standart ¢ozelti olarak a-tokoferol, BHT,
EDTA ve BHA tercih edildi.
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Grafige gore 100 ng/ml ekstraklarin

* su %58,369
*aseton %20,677

*metanol 38,549 olarak selatlama aktiviteleri belirlendi.
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Sekil 4.18. Dut ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi

Grafige gore 100 pg/ml ekstraklarin
* su %55,202
*aseton %47,256

*metanol 33,893 olarak selatlama aktiviteleri belirlendi.
Grafiklerde goriildiigli gibi konsantrasyon arttikga metal selatlama ytizdesi

artmaktadir.

4.8. Siiperoksit radikali giderme

PMS/NADH/O; sisteminde ortam kosullari saglanmasiyla siiperoksit radikali
olusumu saglandi. Bu olusumla beraber beyaz dut meyve ve yaprak ekstraktlarmin da
stiperoksit radikali giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Deney sirasinda BHA, BHT,
tokoferol gibi c¢ozeltiler kullanildi. Meyve ve ekstraktlariin ve standart olarak

kullanilan ¢6zeltilerin konsantrasyonlarina karsilik siiperoksit radikali giderme aktivitesi

( %inhibisyon) grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.19 Yaprak ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Grafige gore yaprak ekstratinin 100 pg/ml,

*su %51,97

*aseton %17,282

*metanol %23,569

*a-tokoferolun 23,040

*BHA %77,472

*BHT %44,730 oranlarinda inhibisyon etkileri belirlendi.

BHA > Su > BHT > Metanol > a-tokoferol > aseton sirasinda azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.20 Dut ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Grafige gore dut ekstratinin 100 pg/ml;

*su %71,955

*aseton %64,700

*metanol %35,653

*a-tokoferolun 23,040

*BHA %77,472

*BHT %44,730 oranlarinda inhibisyon etkileri belirlendi.

BHA > Su > Aseton > BHT > Metanol > a-tokoferol sirasinda azaldig

belirlendi.
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5.BOLUM

SONUCLAR

Bir maddenin antioksidan 6zellik gdstermesi birden fazla i¢ ve dig faktorlere
gore degismekte olup 6rnegin; sicaklik, pH ve derisim gibi parametreler ayn1 maddenin
farkl1 antioksidan degerleri bulunmaktadir. Tezin basinda da belirtildigi iizere
antioksidan maddelerin ¢ok cesitli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Gegis metal
iyonu selatlamasi, radikalik yiiriiyen bir tepkimeyi durdurmasi ve peroksitlerin
ayristirtlmasi gibi verilen Ornekleri ¢ogaltmak miimkiindiir. Antioksidanlarin birden

fazla etki mekanizmalar1 bulundugu i¢in farkli metotlar analiz sirasinda kullanilmistir.

5.1. Toplam Fenolik Bilesik (TPC) Tayini:

Yapilan ¢alismalar sonunda elde edilen verilerde her bir ekstrenin miktarindaki
artis orantili olarak antioksidan kapasitede miktarin1 da arttirdig1 gézlenmistir. Meydana
gelen bu olayin tek sebebi meyvenin igerdigi antioksidan etkiye sahip fenolik bilesikler
gibi bir¢ok serbest gruplar da olabilir.

Karadutun toplam fenolik igerigi ile ilgili sinirli sayida aragtirma bulunmaktadir.
Bae ve Suh (2007) Kore’deki 5 farkli dut ¢esidinin toplam fenolik madde igeriginin
959.9- 2570.4 png GAE/g arasinda degisim gosterdigini bildirmektedir. Karadutun
toplam fenolik igerigi 1422 mg GAE/100 g olarak bildirilmekteyken (Ercisli ve Orhan
2007) bir bagka ¢aligmalarinda ayni arastirmacilar tarafindan (Ercisli ve Orhan 2008)
1943-2237 mg GAE/100 g arasinda degisim gosterdigi aktarilmaktadir.

Ozgen vd. (2009) ise karadutta toplam fenolik madde miktarmin 1766-3488 ng
GAE/g arasinda, kirmizi dutta ise 1005-2388 pg GAE/g arasinda degistigini
belirlemislerdir. Karadut sularindaki toplam fenolik madde bulgularinin diger aragtirma

bulgulartyla uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Diger kirmiz1 renkli bazi meyve sularinda fenolik madde miktarlarina iliskin
Piljac Zegarac vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada toplam fenolik madde
degerleri Frenk i{izim suyu i¢in 1309.6-1972.5 arasinda, kizilcik suyu igin 1452.7—

1855.8 arasinda, yabanmersini suyu icin 1663.7-2145.8 arasinda degistigi

belirlenmistir.

5.2. Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini;

Arabshahi-Delouee ve Urooj (2007), Morus indica (Cin dutu) yapraklarimi
metanol, aseton ve su ile ekstrakte ederek antioksidan etkilerini arastirmislardir.
Metanolle hazirlanan ekstraktlar yiliksek fenolik bilesik igerigine bagl olarak yiiksek
oranda antioksidan aktivite gostermistir. Dut yapraklarinin dogal bir antioksidan
kaynagi oldugu belirtilmistir. Yen vd (1996)’de, metanolle hazirlanan yaprak
ekstraktlarinin fenolik bilesik icerigi ve antioksidan aktivitelerinin diger organik
solventlerle hazirlananlara gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Zhishen vd (1999), dut yapraklarinin flavonoid igeriklerini tespit etmisler,
ilkbaharda alinan yapraklar icin 11.7 ile 26.6 mg/g, sonbaharda alinanlar i¢in ise 9.84-
29.6 mg/g arasinda degistigini bildirmislerdir.[26] Arastirmacilar ekstraktlarin
superoksit radikallerini temizleme etkilerini rutin ile karsilastirmiglar, rutinden daha
etkili oldugunu vurgulamiglardir.

Bilesiklerin antioksidan aktiviteleri diigiik oldugunda toplam antioksidan aktivite
miktarinin da diisiik olmas1 diisiiniilemez. Ekstrelerin icerisinde serbest gecis
maddelerin varlig1 o maddenin antioksidan aktivite degerini etkileyebilir. Bu sebeple;
antioksidan aktivitesi diisilk olan maddelerin igerdikleri fenolik bilesik miktar1 ve

indirgeme kuvveti yiiksektir.

5.3. Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe+3) Indirgeme Kapasitesinin Tayini:

Yaprak su ekstraktinin aseton ve metanol ekstraktlarindan, meyve metanol
ekstraktinin da su ve aseton ekstraktlarindan daha fazla indirgeme Kkapasitesi
gosterdikleri bulunmustur. Ekstraktlari Fe®*"ii indirgeyebilmektedir. Fakat standart
antioksidan olan BHA, BHT, askorbik asit ve o-tokoferole karsilastirildiginda daha
diisiik indirgeme giiciline sahip olduklar1 bulundu. (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16)
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Indirgeme kuvvetlerinin siralanist;
Yaprak metanol > yaprak aseton > yaprak su > dut metanol > dut aseton > dut su
seklindedir. Bu siralama; beyaz dut meyvelerindeki indirgeyici bilesiklerinden

kaynaklanmis olabilir.

5.4. Demir (IT) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini:

Calisma sirasinda meyve ve yaprak ekstrelerin Fe* iyonu selatlama aktiviteleri
incelenmistir. Bu incelemelerde indirgeme kuvveti ile metal selatlama aktivitelerinin
birbirinden tamamen farkli oldugu bulunmustur. Aralarindaki bu fark birisinde metal
iyonlar1 tutuklanirken, digerinde ise indirgeme s6z konusudur.

Metal selatlama siralamasi ise;

EDTA >yaprak su > dut su > dut aseton > a-tokoferol > yaprak metanol > dut
metanol > BHT > yaprak aseton seklinde artmaktadir.

Fenolik bilesiklerin, selatlama 6zelliklerinin daha iyi olmasi yapisinda (-OH, -
SH, -COOH, -PO3H2, C=0, -NR2, -S ve - O-) fonksiyonel gruplarin bulundugu
goriilmistiir.[24] Bu nedenle Orneklerin selatlama aktivitesindeki farklilik, fenolik
madde miktarlarinin farkli olmasinin yanisira, farkli yapt ve pozisyonlardaki fenolik

madde gruplarina sahip olmalar1 ile agiklanabilmektedir.

5.5. DPPH* Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini:

Bir¢ok biyomolekiil i¢in ortamda bulunan serbest radikallerin yok edilmesi ¢ok
onemlidir.  Zincir reaksiyonlarin  baslamasinda ve ilerlemesinde gorevleri
bulunmaktadir. Olusabilecek bir sorun durumunda biyomolekiillerin stabilitesi
bozulmakta[23] bir¢cok hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Calismalarimizda
DPPH- ve ABTSe"serbest radikalinden yararlanilmistir.

DPPH giderme aktivitesine siralamast ise:

a-tokoferol> yaprak metanol > yaprak su > dut -metanol > yaprak aseton > dut -
aseton > dut - su seklindedir.

Kwon vd (2005), dut suyu ve posasinin metanol ve su ekstraktlarinin radikalleri
temizleme etkisini karsilastirmislar, dut posasinin metanol ekstraktinin DPPH radikaline
(IC50=167.45 pg/ml), siiperoksit radikaline (IC50=36.18 pg/ml) ve hidroksil radikaline
(IC50=467.08 ng/ml) karsi en giiclii radikal temizleyici etkiyi gosterdigini tespit
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etmislerdir. Metanol ekstrakti gibi dut posasinin su ekstrakti da, dut suyu ekstraktlarina
gore daha giiclii etki gostermistir. Arastirma sonucunda, dut posast ekstraktlarinin
radikalleri engelleyici olarak dogal antioksidan kaynagi gibi kullanilabilecegi

vurgulanmistir.

5.6. Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini:

Lipit peroksidasyonuna siiperoksit anyon radikalleri sebep olmaktadir. Olusan
bu radikaller doku hasarlarina da sebep olurlar.[23] Tez kapsaminda yapilan
calismalarda meyve-yaprak ekstrelerden en yiiksek aktivitesinin su ekstrelerinde oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte tiim ekstraktlarin aktivite degeri olan a-tokoferol’den
yiiksektir. Ekstrelerin igerisinde en yiiksek siiperoksit giderme aktivitesine sahip olma
siralamasi ise

BHA> dut su > dut aseton > yaprak su > BHT> dut metanol > yaprak metanol >
a-tokoferol>yaprak aseton seklindedir.

5.7. ABTS" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini:

ABTS" radikali, antioksidan maddeler ile kimyasal tepkimeye girmektedir.
Daha sonra elektron kaybederek radikal olmayan ABTSe+ maddesine doniismektedir.
Dalga boyundaki absorbans azalmasindan yararlanarak antioksidan aktivitesi
hesaplanmistir.

ABTS giderme aktivitesinin siralamasi ise;

Dut metanol > yaprak su > yaprak metanol > meyve su > meyve aseton >
yaprak aseton seklinde oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde mevcut diger ¢alismalar incelendiginde ise, Fang vd. (2009) ticari
bogiirtlen sularinin antioksidan aktivitesinin ABTS yontemine gore 769 — 2174 TEAC
mg/L arasinda oldugunu aktarmaktadirlar. Garcia-Alonso vd. (2004) farkli meyvelerde
antioksidan  aktivitenin ABTS yontemine gore bogiirtlende 192 pmol/g,
yabanmersininde 187 umol/g, cilekte ise 163 pmol/g oldugunu bildirilmektedir.

5.8. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu:

Calisilan biitiin ekstrelerin siralamasi asagida belirtildigi tlizere standart bir

antioksidan olan a-tokoferol’den ¢ok yiiksek aktivite gostermektedir. Ayrica meyve ve
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yaprak ekstrelerin peroksidasyonu inhibe etme yiizdelerinin BHA ve BHT’ye yakin
oldugu belirlenmistir.

Siralama ise;

BHT> BHA> yaprak metanol > dut -su > dut-aseton > dut- metanol > yaprak-su >
yaprak-aseton >a-tokoferol seklinde oldugu tespit edildi.

Erugar’in (2006) yaptig1 ise, bogiirtlen yapragi metanol-su (%80) ekstraktlarinin
linoleik asit peroksidasyonunu %86.64 oraninda inhibe ettigi bulunmustur.[28]

Tiim antioksidan aktivitesi analizi sonuglar1 incelendiginde analiz 6rneklerinin
her bir yontem igin yiiksek antioksidan aktivitesi siralamasinda da farkliliklar olabilir.
Bundan dolay1 tek bir yoOntemle antioksidan aktivitesi hakkinda kesin bir karar
verilmemektedir. Her bir antioksidanin farkli radikallere karsi cesitli reaksiyon
mekanizmasina sahip olabilecegi bilinen bir gercektir.

Birkag yeni ¢aligmada dut yapraklarinin antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Bu
arastirmalar neticesinde dut yapraklarindan izole edilen izokuersitrinin DPPH radikalini
temizledigi, insan ve tavsan LDL’sinin oksidatif modifikasyonunu inhibe ettigi
bulunmustur. Dut yapraklarinda izole edilen pirenilflavonlarinda kuersetinden daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.[27]

Bitkisel kaynakli ilaglarin bu 6nemli etkilerinden dolay1 ¢alismada; beyaz dut
meyve ve yapraklarin su, aseton ve metanol ekstrelerinin antioksidan oOzellikleri
incelenmistir. Laboratuvar ortamin c¢esitli antioksidan sistemlerde dutun su ve etanol
ekstrelerinin gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu bu ¢alismanin sonucunda

bulunmustur.
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