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ABAP:
ABTS:
APPH:
ATP:
BHA:
BHT:
CAT:
C.A.:
DPPH:
EDTA:
FCR:
FRAP:
FTC:
GAE:
GSH:

GSH-Px:

GSH-Red:

GSSG:

HEM:

M.A.:

M.S.:

SIMGE VE KISALTMALAR
2,2’-azobis(2-amidinopropan) hidroklorit
2,2’-Azinobis(3-etilbenzentiazolin-6-siilfonat)
2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorit
Adenozin tri fosfat
Biitillendirilmis hidroksianisol
Biitillendirilmis hidroksitoluen
Katalaz
Cicek-aseton ekstrakti
1,1’-Difenil-2-pikrilhidrazil
Etilen diamin tetra asetik asit
Folin-Ciocalteu reaktifi
Demir(II) iyonu indirgeme giicii
Ferrik tiyosiyanat
Gallik asit esdegeri
Glutatyon
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz
Okside glutatyon
Hemaoglobin
Meyve-aseton ekstrakti

Meyve-su ekstrakti



NADPH: Nikotinamidadenindiniikleotid fosfat

NAS: N-asetil sistein

NBT: Nitrotetrazolium blue kloriir

ORAC: Oksijen radikalini absorplama kapasitesi
PKE: Pirokatesol esdegeri

PMS: Fenazin metasiilfat

RNS: Reaktif nitrojen tiirleri

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

RSS: Reaktif siilfiir tiirleri

SOD: Stiperoksit dismutaz

SR: Serbest radikal

TBHQ: t-biitil hidroksikinon

TEAC: Trolox ekivalenti antioksidan kapasite
TPC: Toplam fenolik madde

TRAP: Toplam radikal tutma parametresi
Trolox: 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilikasit
QUE: Quersetin esdegeri

XOD: Ksantinoksidaz



GIRIS VE AMAC

Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonu engelleyen, serbest
radikalleri yakalama ve dengeleme Ozelligine sahip olan maddeler olarak tanimlanirlar.
Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin hiicrelere zarar vermelerini

engellerler (28).

Viicudun antioksidan aktivitesi, serbest radikallerin (SR) aktivitesinden daha az yogun
ise viicutta bir dengesizlik meydana gelir ve hiicrelerde oksidatif hasar olusumu baslar. Yasin
da ilerlemesi ile birlikte viicut daha fazla serbest radikale maruz kalir. Antioksidanlar SR

hasarina karsi ilk savunma mekanizmasidir.

Serbest radikalleri olusturan nedenler temelde 2 gruba ayrilir. Endojen (baz1 kiigiik
molekiillerin otooksidasyonu, solunumsal patlama, peroksizomlar ve mitokondriyal elektron
transferi) ve ekzojen (hava kirliligi, asir1 beslenme, ozon, radyasyon, UV 1gimlari, enfeksiyon,

sigara dumani, travma ve stres gibi faktorler) kaynaklar olarak siniflandirilmaktadir.

Serbest radikaller, dig atomik orbitallerinde bir veya birden daha fazla eslesmemis
elektron iceren enerji bakimindan yiiksek ve sabit olmayan bilesiklerdir. Eslesmemis
elektronlar, serbest radikalleri oldukca reaktif bilesikler yaparak lipid, protein, DNA gibi

birgok biyolojik materyale zarar vermelerine olanak saglar (39).

Oksijen molekiilii aerob organizmalar i¢in son derece Onemli bir elementtir.
Yeryliziinde oksijensiz bir yasam miimkiin degildir. Fakat yiiksek oranda yogunlasan bu
element aerob organizmalar igin toksik etki gosterebilir. Oksijen molekiiliinii biinyelerinde
barindiran reaktif oksijen tiirleri, eslesmemis elektronlarindan dolayr kimyasal olarak oldukca

reaktif molekiillerdir.



Reaktif oksijen tiirleri olarak da bilinen en Onemli serbest radikal tiirleri (ROT),
stiperoksit radikali (O2"), hidroksil radikali (*OH), singlet oksijen, radikalik olmayan hidrojen
peroksit (H,O>) ve peroksinitrit (ONOO")’dir.

Bitkilerden elde edilen dogal antioksidanlar ROT’ un zararhi etkilerini azaltmak igin
kullanilabilirler. Sentetik antioksidan olan biitillendirilmis hidroksianisol ve biitillendirilmis
hidroksitoluen gibi maddeler de kullanilabilir ancak bu molekiillerin kullanimi risklidir.
Bundan dolay1 sentetik antioksidanlarin kullaniminda son yillarda bir¢ok iilkede sinirlamalar
getirilmistir. Bu ylizden dogal antioksidanlara olan ilgi artmis ve dogal antioksidanlar ile ilgili

arastirmalar hiz kazanmustir.

Calismamizda serbest radikalleri gidermede kullanilan sentetik antioksidanlara
alternatif olabilecek iivezin, aseton ve su ekstraktlarinin toplam antioksidan aktiviteleri farkl
metodlar kullanilarak incelenmistir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek igin ekstraktlarin
toplam flavonoid igerigi, toplam fenolik icerigi, Fe*? iyonlarini selatlama aktivitesi, DPPH’
(1,1’-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi, Fe*
iyonlarmi indirgeme kapasitesi, ABTS+" (2,2’-azinobis(3-etilbenzentiazolin-6-siilfat)) radikali
giderme aktivitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi, klorofil igerigi, antosiyanin igerigi,
fosfomolibden metoduyla toplam antioksidan aktivitesi ve ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile
toplam antioksidan aktivitesi, hidroksil radikali giderme aktivitesi, bakir iyonlarini indirgeme
potansiyeli (CUPRAC metodu), LC-MS/MS ile fenolik madde igerigi tayin edilmistir.
Sonuglar standart olarak kullanilan o-tokoferol, katesol, askorbik asit, gallik asit, kuersetin,
gallik asit, BHA, BHT ve katesin gibi antioksidan maddelerle ve literatiirdeki veriler ile

karsilastirilarak yorumlanmaistir.



GENEL BILGILER
SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron i¢eren
oldukea yiiksek reaktif molekiiller olarak tanimlanirlar. Bir bilesik bir elektron kaybederek ya
da bir elektron alarak serbest radikal olusturabilir. Serbest radikaller genellikle kararsizdirlar
ve oksijen (reaktif oksijen tiirleri: ROT), azot (reaktif azot tiirleri: RNT) ve siilfiir (reaktif
stlfir tiirleri: RST) kaynaklidir (7).

Bir atom veya molekiiliin tek elektronunu gostermek icin sag Oniine bir nokta konur
(X*). Kimyasal bir bag olugmasi i¢in iki elektron gereklidir. Serbest radikallerin olusumu, bag
kopmasi sirasinda bu iki elektrondan biri bir atomda, digeri ise bagka bir atomda kaldigi

zaman serbest radikaller olusur.

Serbest radikaller pozitif yiiklii, nétral veya negatif yiiklii olabilirler (40).

P+OHs > P +0OH™ (Pozitif Yiiklii SR)
CCly+e — CClye — CClge + CI~ (Nétr SR)
O+ — 0y~ (Negatif Yiiklii SR)

Serbest radikaller baslica olusum mekanizmalarina gore iig tiptir (2,10,21).
1) Kovalent baglarin homolitik kirilmas ile:

Homolitik kirilma, kirilmasi esnasinda bag yapisindaki iki elektrondan her biri ayri
ayr1 atomlar {izerinde kaliyorsa boyle bir kirilma gerceklesir. Homolitik kirilma sonucunda

radikaller olusur ve “serbest radikal reaksiyonlar1” adini alir.

X-Y — Xe + Ye



2) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile:

Kararli halde bulunan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde

paylasilmamis elektron kaliyorsa molekiiliin radikal hali olusur.
A — Ae + e
3) Normal bir molekiile elektron tranferi ile:

Kararli halde bulunan bir molekiile tek bir elektron transferi ile dis orbitalinde

paylasilmamis elektron oluyorsa bu tiir radikal olusumuna sebep olabilir.
A + e — Ae
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif oksijen tiirleri; normal metabolik faaliyetler, c¢evresel faktorler, normal
fizyolojik ve patalojik asamalar tarafindan meydana gelebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin
baslatmis oldugu oksidasyon, 6liimiin ve hiicresel hasarin baslica nedeni olarak goriiliir ve
ayni zamanda kanser, damar tikanikligi, nérodejeneratif hastaliklar, DNA hasar1 gibi birgok

hastaliklarda rol oynarlar (7,16).

Molekiiler oksijen, kendi radikal dogasinin geregi biiyiik 6l¢ciide ROT olusturma
egilimindedir. (Sekil 1). Bunlar oldukca reaktif olan siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve

radikal olmayan hidrojen peroksittir.

O, 0o,” H,0,

t-0:0-1 5:5° H:0:0:H

Molekiler oksijen . "km'r' dikali Hidrojen peroksit
< e, 2it e, W
o,' - H,0, H,0+ OH"
HOHOL A

Si‘q:e:::lui::'ndiknli H Q'Q'H Q'H
(Siiperoksit anvonu) Hidrojen peroksil Hidroksil radikali

Sekil 1. Molekiiler oksijenden ROT iiretimi
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Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikal zincir reaksiyonlarin1 baslatarak cesitli radikalik

olan ve olmayan yiiksek aktiviteye sahip bilesiklerde vardir (Tablo 1).

Tablo 1. Serbest radikal tiirleri

Ady Formiilii Ozellikleri
Hidrojen radikali He Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali O Oksijen metabolizmasinin ilk ana {irtinii
Hidroksil radikali HO- En toksik oksijen metaboliti
Hidrojen peroksit H,0, Molekiiler hasar yetenegi ¢cok zayif
Perhidroksi radikali HO,e Lipid peroksidasyonunu arttirir
Peroksil radikali ROO- Perhidroksile oranla daha zayif etkili
Alkoksil RO- Organik peroksitlerin yikimi ile tiretilir

Siiperoksit radikali (O )

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, reaktif siiperoksit

radikali olusur.
0O, + e — O,e

O,* radikali uzun bir yar1 émre sahiptir, bu yiizden katalaz ve glutatyon peroksidaz
gibi enzimleri inaktif hale getirip, glutatyon oksidasyonuna sebep olur. Ksantin oksidaz
(XOD), siklooksigenaz, lipogenaz, NADPH oksidaz ve peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesi
O,¢ iiretmeye neden olur. Buna ek olarak, adrenalin, flavin niikleotidleri, tiyol bilesikleri ve
glukoz gibi spesifik molekiillerin oksijen varliginda yiikseltgenmesi ile Oy* Olusabilir. Demir

ve bakir gibi gecis metallerinin varligi bu reaksiyonlart oldukga fazla hizlandirabilir (7).
Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, biyolojik sistemlerde asil olarak siiperoksidin dismutasyona
ugramas1 sonucunda olusur. Burada gorev alan enzim siiperoksid dismutazdir. Ayrica D-

amino asit oksidaz tarafindan da meydana gelebilmektedir (29).

Hidrojen peroksit siiperokside bir elektron eklenmesi ve molekiiler oksijene iki

elektron eklenmesiyle olusmaktadir (35).




0O, + 26 + 2H* — H,0,
O,e + e + 2HY  — H,0,

Eslesmemis elektron igermediginden dolay1 radikal olarak kabul edilmez. Fakat reaktif
oksijen tiirii olarak adlandirilir. Hiicrenin plazma membranlarindan kolayca gecebilir ve HEM

proteinlerinin yapisini bozabilir. Bu bozunma sonucunda demir agiga ¢ikar (35).

Hidrojen peroksidin Fe®* ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)
varliginda indirgenmesi ile hidroksil radikali olusturmasi Fenton Reaksiyonu, siiperoksit
radikali ile reaksiyonu sonucunda hidroksil radikali olusmasi Haber-Weiss Reaksiyonu
olarak bilinir (25).

O + Fe** — 0, + Fe?
Fe®* + H0, — Fe* +  OH- +  OH
Fenton reaksiyonu
O + H.0, + H* — 0, + HO + OHe
Haber-Weiss reaksiyonu
Hidroksil radikali (*OH)

Bilinen en reaktif ve en radikal tiir olup, biyolojik sistemlerde iiretilen bu radikal

canlilarda iki temel mekanizma ile olusabilir (18).

Bunlar; molekiiler oksijene {ii¢ elektron eklenmesiyle ve HO2’nin UV 1s181yla
etkilesmesi sonucu olusur. Lipidlere, polipeptidlere, proteinlere ve DNA’ya zarar

verebilmektedir.

Bu zararlar1 soyle siralayabiliriz;, DNA’da piirin ve primidin bazlarini kirar, amino asit
kalintilarin1 okside eder, lipid peroksidasyonlarinda zincir baslatici olarak gorev alir. Ayrica

DNA’da timin ve guanozin ile de reaksiyona girme dzelligine sahiptir (24).
Singlet oksijen (*0,)

Oksijende bulunan elektronlardan birinin enerji almasi sonucunda ydriinge

degistirmesiyle olusan singlet oksijen, radikal olarak kabul edilmez.



Ciinkli yapisinda eslesmemis elektron icermez bu nedenle reaktif oksijen molekiilii
olarak tanimlanir. Serbest radikal reaksiyonlarinda baslatici olarak gorev alan singlet oksijen

H,0, nin hipoklorit ile tepkimeye girmesiyle de olusabilir.

Lipid peroksidlerinin olusumuna neden olur ve kolesteroliin oksidasyonunda goérev
alir. Singlet oksijen, delta ve sigma olmak iizere iki farkli sekilde bulunmaktadir. Singlet
oksijenin inaktive olmasinda gérev alan molekiiller; tokoferol, karotenoid, fenolik bilesikler

ve askorbik asittir (22).
Nitrik oksit (NOe)

Azot merkezli bir radikal olan nitrik oksit, blinyesinde bir adet eslesmemis elektron
icermektedir. Bu eslesmemis elektron bir adet azot atomuyla bir adet oksijenin birlesmesiyle

ortaya ¢ikmustir (38).

Viicutta nitrik oksit sentaz enziminin katalizorliiglinde L-arginin tarafindan
olusturulur. Bu olusum damarlarda bulunan endotel hiicrelerde gerceklesir ve damar
gevsemesini saglar. NO’ya oksijen baglanmasi ile olusan NO, daha da zehirli etkiye sahiptir.

Ayrica NO, ROS’lar ile tepkimeye girer ve peroksinitriti olusturur.
2NO + 0, — 2NO,
NO + Oy — ONOO
Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar:
Serbest radikallerin hiicre ici kaynaklar:

Metabolizmanin isleyisi esnasinda farkli basamaklarda serbest radikal yapisi iceren
gesitli ara triinler meydana gelebilir (31). Bunlar; kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu,
mitokondriyal elektron transport zinciri, mikrozomal membran elektron transferi zincirleri,
¢Oziiniir enzimler ve proteinler, gegis metallerinin gérev aldigi indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonlari, endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transfer sistemleri,

peroksizomlar, plazma membrani ve solunumsal patlamadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Solunumsal patlama sirasinda serbest radikal olusumu
Serbest radikallerin hiicre dis1 kaynaklar

Normal metabolizmanin dogal yapisindan kaynaklanmayan, sadece cesitli dis
etkenlerin etkisiyle olusan reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller olusur. Bu serbest
radikalleri su sekilde siniflandirabiliriz; antineoplastik ajanlar, radyasyon, bagimlilik yapan

maddeler, ¢cevresel ajanlar ve stres.
Serbest Radikallerin Etkileri

Endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde, peroksizomlarda, monosit ve
notrofillerin fagositozu gibi normal metabolik olaylarda bol miktarda serbest radikal iiretilir.
Yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller oksidatif strese sebep olur, bu durum proteinler,
enzimler, amino asitler, lipitler, DNA ve karbonhidratlar da dahil olmak iizere viicudumuzda

bulunan biyomolekiillerin her ¢esidine zarar verebilecek bir siiregtir (7).

Zehirli atik durumda olan SR’ler, solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetleri
sirasinda meydana gelirler. Eger serbest radikaller nétralize edilmezlerse; hiicre membrani
proteinlerini yikarak hiicreleri Oldiirebilir, protein ve kiikiirt igeren enzimlerde hasara,
denatiirasyona, inaktivasyona ve capraz baglanmaya sebep olabilir. Amino asitlerin
oksidasyonuna da sebep oldugu amino asitlerden kiikiirtlii olanlarin metiyonin, sistein gibi
gereksede aromatik halkaya sahip olanlarin fenilalanin, triptofan ve trozin gibi, ¢ogunlukla

reaktif oksijen metabolitleri tarafindan oksitlenmeye egilimli olduklari bilinmektedir (7).
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Oksidasyonla modifiye edilmis proteinler normal olarak hiicrelere tasinir ve
parcalanir, ancak bazilar1 zamanla asamali olarak birikebilir ve hiicresel islev bozukluguna
neden olabilir. Buna ek olarak, serbest radikaller membran protein ve lipitlerini yok edip
hiicrenin fonksiyonunu hiicre membranimi sertlestirerek yok eder ve dahasi genetik kodu
tasiyan hiicrelerin biiylimesini ve devamliligin1 saglayan DNA’ya da etki ederek bagisiklik

sistemi hiicrelerini yok etmeye neden olabilir (18).

Solunum \
Protein ‘gg exmmlrn N\
H”m W \
CMM/ Mitokondnal
Qc,—- ‘ ’ \ Hasar
Membran ) P I \ ‘
Hasan RER
| | (0 4
on - o

. et
‘;ckudek Na* k”,’t‘:w Hucrede

DNA  sAsasshesse  (DIA) o ‘—x\ LT sigkinkik
Hasan \ ‘)

'\'11 Gegugenlikte
"ILI??[ O l‘{)\='> e, 5

«n/,g ot ? MRS
Lipd Peroksidasyom
Sekil 3. Serbest radikallerin neden oldugu hasarlar
ANTIOKSIDANLAR

Biyolojik sistemler serbest radikalleri notralize etmek ve hiicreleri zararh etkilerden
korumak i¢in yeterince etkili olan yliksek oranda koruyucu sistemler ile donatilmistir. Bunlar

“antioksidanlar” veya “antioksidan savunma sistemleri” olarak adlandirilir.
Antioksidanlar dort sekilde etki ederler;

1.) Toplayic etki: Serbest oksijen radikallerine etki edip, onlar1 tutma veya daha zay1f

yeni molekiile doniistliirme etkisi gosterir.

2.) Bastiricr etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya aktif olmayan forma doniistiirme etkisidir.



3.) Kirian etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak, =zincirlerini kirip

fonksiyonlarini engelleyerek etki gosterir.
4.) Onaric etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasidir.
Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar iki sinifa ayrilir; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar. Enzimatik antioksidanlar birincil veya ikincil enzimlerdir. Birincil enzimler
olarak da bilinen en etkili antioksidan enzimler, glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit

dismutazdir, bunlar serbest radikallerin olusumunu onler (7).

Benzer sekilde, peroksiredoksinler az miktarda peroksitleri nétralize etmede rol
oynayan birincil enzim ailesindendir. Peroksiredoksinler, enzimatik aktiviteleri i¢in kofaktore
bagimli olmak yerine, hedef molekiillerin indirgenmesi igin aktif sistein kalintilarini

kullanirlar (7).

Enzimatik olmayan antioksidanlar, metabolik antioksidanlar veya besleyici
antioksidanlardir. Metabolik antioksidanlar, melatonin, koenzim Q10, irik asit, bilirubin,
metal selatlama proteinleri seklinde siralanabilir. Metabolik yollarla viicutta endojen olarak

uretilenlerdir.

Besin antioksidanlari, dogal gidalardan veya vitamin C, vitamin E, karotenoidler, eser

elementler gibi besinsel takviyeden elde edilen eksojen bilesiklerdir.
Enzimler

1-Siiperoksit dismutaz (SOD) (Siiperoksit Oksidorediiktaz, EC:1.15.1.1): Siiperoksit
dismutaz bir metalloenzimdir ve endojen olarak iiretilmektedir. Insanlarda iki izoenzimi

bulunur bunlar; (Cu/Zn-SOD) ve (Mn-SOD) olup bakir, ¢inko ve mangan igerirler.

Viicudun en etkili antioksidan enzimlerinden biri ve canli hiicrelerde ROT’a karsi
savunmanin ilk adimi olarak diisiiniiliir. SOD, O,* ‘nin H,0;’ye ve O’ye ddniisiimiinii
saglar. Olusan H,0, daha sonra katalaz veya glutatyon peroksidaz aktivitesi ile
uzaklagtirilabilir (34).

. SOD
O0," +2H" > H,0,+0,
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2-Glutatyon peroksidaz (GPx) (H;0, Oksidorediiktaz, EC:1.11.1.9): Eritrosit ve
dokularda bulunup bu enzim karsimiza iki formda ¢ikar; selenyum bagimli (GPx) ve

selenyum bagimsiz (Glutatyon-S-transferaz GST).

Bu antioksidan enzimler, alt birim sayisi, katalitik mekanizma ve aktif bolgelerindeki
selenyumun baglanmasi bakimindan farklidir. GPx H,0, veya organik peroksidin suya veya
alkole indirgenmesini katalize eder. Ayn1 zamanda hemoglobini ve hiicre membraninda

bulunan lipitleri oksidatif strese kars1 korur (33).

GSH-P,
2 G-SH + H,0, > GSSG +2H,0

GSH-P,
2 G-SH + ROOH > GSSG + ROH + H,0

Bu islemler GPx’in katalitik reaksiyonu sirasinda GSSG’ye doniistiiriilen, hiicrelerde

bol miktarda bulunan ve bir tripeptit olan GSH varliginda ger¢eklesmektedir.
Insanlarda dért glutatyon peroksidaz izoenzimi vardir.

3-Glutatyon rediiktaz (GSH-Red) (EC:1.8.1.7): Hidroperoksitlerin glutatyon rediiktaz
etkisiyle indirgenmesinden meydana gelen okside glutatyonun (GSSG) indirgenmis
glutatyona (GSH) doniismesini gergeklestirir ve bu reaksiyon NADPH tarafindan saglanir (2).

GSSG + NADPH + H" » 2 G-SH + NADP*
205 H,0, _\-f_.. OH -
2 GSH NADP "
alalaz GSH 6-PD
10 + 02 NADPH

Sekil 4. Glutatyonun indirgenmesi
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4-Glutatyon-S-Transferaz (GST) (EC:2.5.1.18): GST, iki alt birimden olusan bir
enzim ailesi olup, lipit peroksitlerine karsi Ozellikle arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitlerine karsi selenyum bagimsiz glutatyon aktivitesi gostererek antioksidan

savunma mekanizmasi olusturur.

GST
ROOH + 2 G-SH » GSSG +ROH + H,0

5-Katalaz (CAT) (H,O, Oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.6): Katalaz esas olarak
peroksizomlarda bulunan tetramerik porfirin igeren enzimdir. Metalloenzim olarak da

bilinmektedir (42).

H,0,’nin suya ve molekiiler oksijene iki asamada doniisiimiinii katalize eder. H,0,
sliperoksit dismutaz enzim faaliyetleri sonucunda olusmaktadir. Baglica bulundugu yerler
mitokondri, peroksizom ve sitozoldiir (32).

Katalaz
2 H,0, » 2H,0+0,

Katalaz, bilinen tiim enzimler arasinda en biiyiik devir hizlarindan (sayisindan) birine

sahiptir, dakikada yaklasik 6 milyon H,0O, molekiiliinii H,O ve O;’ye doniistiirebilir.

6-Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Siiperoksiti detoksifiye eder ve solunum zincirinin

en son enzimidir.
402‘_ + 4H" + 4e — 2H,0

Fizyolojik sartlarda siirekli gergeklesen bu reaksiyon normal bir reaksiyondur. Bu
reaksiyon sayesinde yakit maddelerinin oksidasyonu sona erer ve bol miktarda enerji iiretimi

(ATP) gergeklesir.

7-Peroksiredoksinler: Peroksiredoksinler, peroksidaz ailesinden olup, H,O, ve farkli
alkil hidroperoksitler gibi peroksitleri dogrudan indirgeyebilen evrimsel olarak korunmusg
antioksidan proteinlerdir. Izoformlarmin bazilar1 oksidatif strese karsi koruyucu rol

oynamakta, digerleri ise H,O, miktarini kontrol ederek sinyal vermeye devam etmektedir.

12



Yagda ve suda ¢oziinen radikal tutucular

1-Askorbik asit (C Vitamini): Askorbik asit olarak da adlandirilan C vitamini, taze
meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunan, giiclii ve suda ¢dziinebilir bir antioksidandir. Insan
organizmasi L-glukolakton oksidaz enzim eksikliginden dolay1 C vitaminini sentezleyemez,

bu nedenle gida ya da takviye yoluyla alinmasi gerekir.

HQ

HO

H

Sekil 5. Askorbik asidin yapisi

C vitamininin biyolojik agidan en aktif hali, yiiksek elektron verici giicii ve aktif
indirgenmis formuna doniisiime hazir olmasi nedeniyle potansiyel bir antioksidan olan
indirgenmis formundaki L-askorbik asittir. Cok giiclii bir indirgeyici olan askorbik asit

semihidroaskorbat radikal ara iiriinii araciligiyla kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur
(46).

O O

T/_ i
o— o=
| -2H |

HO—C O e Oo— O
+2H ‘

H—C—— H—~0C —

HO—C—H HO—C—H

CH,OH CH,OH

Askorbik asit Dehidroaskorbik asit

Sekil 6. Askorbik asidin oksidasyonu

Bunlara ek olarak, hiicre i¢i glutatyon miktarini arttiran bir role sahiptir. Proteinlerin

tiyol gruplarini oksidasyona karst korur. C vitaminin, E vitaminini yenileme 6zelligi de vardir
(53).
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2-a-tokoferol (E Vitamini): Vitamin E yagda ¢6ziinebilen, hiicre membranlarinda bol
miktarda bulunan, lipid fazinda zincir kirici énemli bir antioksidandir. Dogada sekiz farkli
stereoizomerde bulunur; o, B, v, & tokoferol ve a, B, y, & tokotrienol. o tokoferol hiicreler
tarafindan alinan ana membrana bagli antioksidan olduguna inanilan, yiiksek antioksidan

potansiyelli insanlardaki E vitamininin temel biyoaktif formudur (56).

CHg

HO
CHs

CH,CH,CH,CH}—CHs
HaC o) 3

CHj
CHj

Sekil 7. a-tokoferoliin yapisi

Tokoferol ¢esitlerinin antioksidan aktivitelerinin siralanmasi yapildiginda en basta o-
tokoferol yer almaktadir. Hayati 6zelligi, peroksit, oksijen ve siiperoksit anyon radikallerini

stiptirerek, lipit peroksidasyonuna karsi koruma yetenegidir.

E vitamininin disaridan alinmasi gerekli oldugundan viicuda yiiksek dozlarda

alindiginda, ne kadar alinirsa o kadar yiiksek koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (58).

3-Karotenoidler: Karotenoidler yagda ¢oziinen isoprenoid pigmentli bilesikler olup
taze meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunur ve bunlarin sari, turuncu , kirmizi
renklerinden sorumludurlar. A vitamini 6nciisii olan B-karoten (Sekil 8 ve Sekil 9) ve likopen

en yaygin karotenoittir (26).

Sekil 8. B-karoten yapisi

Bu mokekiil 3-15 konjiige ¢ift bag iceren uzun polien zincirine sahiptir. Buradaki ¢ift

bag sayisi arttik¢a antioksidan 6zelligi de artmaktadir (41).
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Karotenoidler ksantofiller ve hidrokarbonlar olmak iizere iki grupta incelenebilir.
Karotenoidlerin ROT un gii¢lii bir temizleyicisi oldugu bilinmektedir. Ayrica singlet oksijeni

fiziksel ve kimyasal olarak bastirabildigi bilinmektedir.

Alfa-tokoferol gibi B karotenin de biyolojik membranlarda etkili radikal tutucu
antioksidan olarak gorev yapabilecegi bildirilmistir. Diisiik oksijen varliginda bile -karoten
peroksil radikalleriyle tepkimeye girerek onlarin hasarini azaltmaktadir. Bir diger 6zelligi ise

proteazlar aktif hale getirmesidir (9).

Sekil 9. Likopen yapisi

Likopen, serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleyip, in vitro kosullarda H,O, ve
NO;’yi inaktif hale getirebilmektedir.

4-Melatonin  (MLT): Oksidatif hasara karsi miicadele eden ¢ok giicli bir
antioksidandir. Ayni zamanda endojen bir hormon olarak da gorev yapmaktadir. Antioksidan
aktivitesini, hidroksil radikalleri ile girdigi reaksiyon sonucu olusan indol katyon radikalinin

ortamdaki siiperoksit radikalini tutarak géstermektedir (2,57).

Glinlimiize kadar bilinen en gii¢lii antioksidan olarak kabul edilen melatonin, ayrica
viicudun biyolojik saatini korur, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda etkili bir hasar

Onleyicidir.

H,CO

Sekil 10. Melatonin yapisi

15



5-Flavonoidler: Flavonoidler 6nemli bir fenolik bilesik grubudur. Yapilarinda halka ve
hidroksil grubu igerirler. Bu halka fenil halkas1 olup propan zinciri ile birlesmesinden olusan,
Cs-C3-Cs flavon iskeleti (Sekil 11) tizerine kurulmustur. Bunlara ek olarak yapisinda 15 tane

karbon atomu bulundurmaktadir (51).

6
Ce-C3-Cg sistemi Flavonoidlerin genel yapisi
Sekil 11. Cg-C3-Cg sistemi ve flavonoidlerin genel yapisi

Bitkilerde go6ziimiize beyaz-sar1 pigment olarak carpan flavonoidler c¢esitli
siniflandirmalara tabi tutulmustur. Bunlar; flavon, flavonol, flavanon, dihidroflavonol,

izoflavon, auron, kalkon, antosiyanidinlerdir. Flavonoid iskeletleri Sekil 12°de gosterilmistir.

Flavonol Flavanon Dihidroflavonol
¢ 0
O Q
O O ~‘~
-
4] O
izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 12. Flavonoid iskeletleri
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Flavonoidlerin giiglii antioksidan 6zellikleri vardir. Eger bir flavonoid yapisinda ne
kadar ¢ok OH grubu barindiriyorsa o kadar ¢ok giiglii antioksidan etkinligi vardir.
Flavonoidler reaktif oksijen tiirlerini inhibe edebilirler. Bu inhisyon yetenekleri metal
selatlama kapasitesi olan yapisal gruplar sayesindedir. Flavonoidler bitkisel kaynaklidirlar ve
ayrica polifenoller grubuna da dahildirler. Lipidlerin peroksidasyonunu dnleyebilmektedirler.

En ¢ok bilinen flavonoidler kuersetin ve katesindir (50).

6-Glutatyon (GSH): Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden meydana gelen bir
tripeptid olan glutatyon (Sekil 13) ¢cok 6nemli bir antioksidandir. Tiyol grubunun sagladigi
glutatyon, hidroksil ve singlet oksijen gibi daha bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin temizleyicisi
olmakla kalmayip, diger serbest radikallerle de reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara

kars1 korurlar.

HOOCCHCH,CH,CONHCHCH,ONHCH,COOH
NH, CH,SH

Sekil 13. Glutatyon yapisi

7-Urik asit: Insan piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir ve antioksidan olarak

davranir. Urik asit singlet oksijen radikalinin etkili bir temizleyicisidir (Sekil 14).

Insan organizmasinda bulunan miktar1 yaklasik 0,5 mmol/L’dir. Urik asidin lipid
radikalleri {izerine etkisi yoktur. Gegis metalleri ile bag yaparak C vitaminin oksitlenmesini
engeller (7,44).

NH
o | )\
N
N 0
H H

Sekil 14. Urik asit yapisi

8-Bilirubin:  HEM proteinlerinin par¢alanmasi ile olusan {rlindiir. Peroksit
radikallerinin toplayicis1 ve aktif bir siiptricidir. OH radikali ve HO,’ye karsi giiglii
antioksidan etkiye sahiptir (Sekil 15).
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Hiicre iginde lipid peroksidasyonunda da bir antioksidan gorevi vardir. Askorbat ve

tirat antioksidanlari gibi hiicre plazmasinda bulunur (64).

CO0 00C

Sekil 15. Bilirubin yapisi

9-Lipoik Asit: Lipoik asit, dihidrolipolik asite indirgenirken serbest radikalleri

temizleyip, agir metal iyonlariyla selat olusturarak antioksidan 6zelligi gostermektedir. (Sekil

16).

e ,’ -
CHE)CDDH 2H=+2e CH;_.)CODH

4 ]
§—S§ SH SH

Lipoik Asit Dihidrolipoik asit

Sekil 16. Lipoik asidin dihidrolipoik aside indirgenmesi

10-N-asetil Sistein (NAS): Temeli sistein aminoasidi olan NAS’mn, endojen

antioksidan sisteme katkis1 glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirmaktir (Sekil 17).

Sekil 17. N-asetil sistein yapisi
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Metal iyonlarim1 baglayan proteinler

Bu gruptaki proteinler albiimin, transferin, ferritin ve seruloplazmindir. Bu proteinlerin
ferroksidaz tipi aktivitesi, demir bagimli lipit peroksidasyonunu, hidrojen peroksit ve

stiperoksit iyonlarindan hidroksil olusumunu inhibe eder.

1-Albiimin: Koruyucu antioksidan sisteminde gorev alan albiimin bakirt siki, demiri
zayif baglar. Alblimin molekiillerinde birer tane siilfhidril molekiilii bulunmaktadir. OH

radikalini etkisiz hale getirmekle gorevlidir (63).

2-Transferrin: Demir transport proteinidir ve hiicre plazmasinda iyonik halde bulunan

demirin etkinligini azaltir (23).
3-Ferritin: Dokulardaki demiri toplayip depolar ve kan dolagiminda bulunur.

4-Seruloplazmin: Bakir transportunda gorev alir. Antioksidan 6zellige sahiptir ve bu
ozelligiyle demir iyonuna bagimli olan lipid peroksidasyonunu inaktive edip 2 degerlikli

Ferro demiri (Fe*"), 3 degerlikli Ferri demire (Fe®") yiikseltger (23).
Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar ii¢ farkli sekilde siniflandirilirlar. Bunlar; vitamin eksojen

antioksidanlari, ilag olarak kullanilan antioksidanlar ve gidalardaki antioksidanlardir.
Besin Maddeleri ve Antioksidanlar

Cogu gida maddesinin bozulmasindan sorumlu olan oksijen, gidada bulunan
karbohidrat, yag ve proteinlere etki ederek gidalarda kalite sorunlarina yol agmaktadir.
Otooksidasyon olarak tamimlanan siire¢, hava oksijeni ile gida bilesenleri arasinda
kendiliginden meydana gelir. Gidalarda pek istemedigimiz lezzet ve koku olusumlarina neden

olmakta ve antioksidanlar bu durumda gida katki1 maddeleri olarak kullanilmaktadir (14).
Dogal antioksidanlar

Son yillarda dogal antioksidanlara istek gittik¢ce artmakta bunun nedeni olarak sentetik
antioksidanlarin kanserojen etkisi oldugu gosterilmektedir. Taze meyve ve sebzelerde bol
miktarda dogal antioksidan bulunmasi nedeniyle giiniimiizde bir¢ok bitkisel materyalden

antioksidan elde etmek ve bunlar1 kullanilabilir hale getirmek yayginlagmistir (69).
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Dogal antioksidan iceren meyve ve sebzelerin tiiketilmelerinin birgok hastaliga
yakalanma riskini azalttig1 yapilan caligsmalarda bildirilmistir. Ancak dogal antioksidanlar
sadece bitkisel kaynakli olmayip, hayvansal iiriinlerde, enzimlerde ve mikroorganizmalarda

da bulunmaktadir (30).

Polifenollerin bir grubu olan flavonoidler antimikrobiyal etki gostermektedir. Ciinkii
en giliclii antioksidanlarin fenolik bilesikler ve polifenolik bilesiklerden kaynaklandigt
bilinmektedir. Koruyucu etki gosterdigi disiiniilen bilesikler; genellikle bitkinin sekonder

metabolitleridir.
Sentetik antioksidanlar

Glinlimiizde herhangi bir antioksidani besinlere ilave etmemizin sebebi, o besini
korumak ve raf Omriinii uzatmak istememizdir. Bu sebeplerle besinlere biitillendirilmis
hidroksitoluen, biitillendirilmis hidroksianisol, t-butil hidroksikinon, trolox, gallatlar, sodyum

benzoat, gallik asit ve katesin gibi sentetik antioksidanlar ilave edilmektedir.

BHA yaglarin renk ve kokularimi korumada siklikla kullanilan biitillenmis
hidroksianisoldur. Hem yagda hem de suda ¢6ziinebilir. BHT hayvansal yaglarda bol bulunur.
Besinlere direkt eklenmesinde bir sakinca yoktur. Ilag, kozmetik sektoriinde ve yag sanayinde
siklikla kullanilan biitillenmis hidroksitoluendir. TBHK tersiyer butilhidrokinon olarak bilinir.
Bitkisel yaglarda kullanilmasinin yani sira gidalarda katki maddesi olarak da kullanilir (Sekil

18).

OH
r SOl G
HO\@/C'H HO O OH HO O
OH
OH HO CH HsC o CH,
OH OH CHs
Pirogaliol Katesin Gallik asit Troloks
OH OH OH OH
= CHy (HiChC C(CHz)s C(CH3)a HO OH
——-CH
|/ CHg R= Propil, bitil
OCH; CHy OH C-0-R
0
BHA BHT TBHK Gallatlar

Sekil 18. Gidalara ilave edilen sentetik antioksidanlarin yapisi
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Antioksidan Aktivitesi Tayin Metodlar1

Son yillarda 6nemli bir konu olan antioksidanlar, oksidatif stresle ilgili hastaliklari
onleyebildikleri igin birgok arastirmaya konu olmuslardir. Gidalarin yapisinda bulunan
antioksidanlarin yapilar1 karmasik oldugu i¢in bu bilesiklerin ayrilmasi, ¢alisilmasi pahali ve

zordur.

Laboratuvar sartlarinda, in vitro kosullarda antioksidan aktivite tayininde kullanilan

yontemler kimyasal reaksiyonlarina gore siniflandirilacak olursa temelde ikiye ayrilir.
Hidrojen atomu transferine dayalh metodlar
1-ORAC(Oksijen radikalini absorplama kapasitesi) metodu

Oksijen radikalini absorplama kapasitesini tayin eden bir metotdur. Bu metod
hidrofilik zincir kirma tepkimelerinden faydalanmaktadir. Yontemin ilerleyisi su sekildedir;
antioksidan igerdigini varsaydigimiz numune ve numuneyi icermeyen sahit i¢in 6l¢lim yapilir,

bu 6l¢iim floresans dl¢limii ile kolaylikla gergeklestirilir. Prop olarak flurossein tercih edilir.

Peroksil radikalini baglatmasi i¢in 2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorit
(APPH) kullanilir ve bu APPH flurossein fluoresansinda azalma goézlenir. Eger antioksidan
icerdigini varsaydigimiz numune gercekten antioksidan igeriyorsa APPH radikali yok edilir.

Yontemin dezavantaji 1siya karst gosterdigi hassasiyettir (37).
2-TRAP (Linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu) metodu

Yontemin amaci plazma ve serum ortaminda bulunan toplam antioksidanlarin varligini
Olecmektir. Metodun ilerleyisi su sekildedir; radikal baslaticis1 olarak bilinen ABAP (2,2’-
azobis(2-amidinopropan) hidroklorit) peroksil radikallerini iiretmeye baslar. Gergeklesen
oksidasyon ile harcanan oksijen tayin edilir. Linoleik asit bir lipid substratidir ve

oksitlenebilme 6zelligine sahiptir (19).
Elektron transferine dayalh metodlar
1-Folin-Ciocalteu ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Bu yontem adini Folin-Ciocalteu reaktifinden almaktadir ve toplam fenolik madde
tayininde kullanilan bir yontemdir. Bu reaktifin neden oldugu rengin konsantrasyonuna bagl

olarak absorbans 6l¢iimii yapilmaktadir.
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Metodun ilk kullanim amaci protein tayinleriydi fakat giiniimiize kadar daha da
gelistirilerek toplam fenolik madde tayin metodu olarak kullanilmaktadir. Metodun

avantajlari; kolay ve tekrarlanabilir olmasidir.

Dezavantaji ise; sadece belirli fenolik bilesiklere 6zgii bir yontem olmamasi, incelenen
yapida biitiin fenolik maddeleri agiga c¢ikarmasidir. Metodun ilerleyisi su sekildedir; FCR
bazik ortam varliginda fenolik bilesikler ile tepkimeye girer ve bu reaktifteki Mo(VI)
indirgenir. Ortamda goriinen renk sar1 iken artik maviye doner ve 760 nm’de absorbans

maksimumuna ulagilir (27).
Mo(VI) (sar1) + ¢ — Mo(V) (mavi)
2-TEAC (Trolox ekivalenti antioksidan kapasite) metodu

Bu metod ABTS radikalinin antioksidanlar varliginda giderilmesi sonucunda renk
degisiminin gozlenmesidir. ABTS radikalinin (2,2’-azinobis-(etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) ve rengi mavi-yesildir. Dayanikl1 bir radikal katyon olan ABTS" radikalinin absorbansi
spektrofotometrede 734 nm’de takip edilir (Sekil 19).

ABTS bilesigini potasyum persiilfatla okside ettigimizde olusan bilesik ABTS"
radikalidir. Metodun ilerleyisinde ortama antioksidan ilave etmeden ilk olarak bu radikal

katyonu olusturmamiz, ardindan antioksidan ilave etmemiz gerekmektedir.

Tepkimeler sonucunda absorbans degeri spektrofotometrede azalma gosterir, daha
sonra ise troloks esdegeri olarak hesaplama yapilir ve sonu¢ TEAC (trolox esdegeri

antioksidan kapasite) degeri olarak verilir (5).

058 3 S0y "0 s 8Os
S B ,N:< + Antioksidan N 3 B ,N:<
>_N N - N N
N .

\ CoH -2 K2S0O N, :
CoHs 2H5 20Uy CoHs

ABTS<™ (Amax=734 nm) ABTS? ~(renksiz)

Sekil 19. ABTS radikalinin antioksidan ile etkilesimi
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3-FRAP (Fe* Iyonu Indirgeme Giicii) Metodu

Ferri iyonu indirgeme antioksidan potansiyeli olarak bilinen bir metottur. Yontemin
ilerleyisi su sekildedir; diisik pH’da (Fe**-tripiridiltriazin) kompleksi antioksidanlarin
varliginda (Fe®*-tripiridiltriazin)’ye indirgenir (Sekil 20). Yéntemin hem avantaji hem
dezavantajlart mevcuttur. Yontem basit ve kolay uygunalabilirdir ancak buna karsin koruyucu

ozellige sahip antioksidanlarla ilgili yeterli bilgi saglayamamaktadir (15).

<
\ N
| N N + Antioksidan
o~ Fe["l} -
N ‘“‘N/ | H‘N -e
|
| NH‘ N—’ | N\ﬂ | N‘a
P P =
[Felll (TPTZ)2]3+ [Fe“ (TPTZ)Z]2+, (AmaX:593 nm)

Sekil 20. Fe'"' tuzlarimn antioksidan ile etkilesimi

4-DPPH radikali giderme metodu

Bu metod radikal siipiirme yetenegine sahip antioksidanlarin etkinligini tayin
etmektedir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil bir serbest radikaldir. Bu radikalin

ortamdaki etanol varliginda rengi mordur. (Sekil 21).

Yontemin ilerleyisi su sekildedir; 6l¢iim alinmak istenen ortama DPPH c¢ozeltisi
eklenir, eger ortamda antioksidan madde bulunuyorsa mor olan renk artik rengini sar1 renge
birakir. Bu sar1 renk bize difenilpikrilhidrazine doniisiim oldugunu gosterir ve maksimum

absorbans 515 nm’de o6lg¢iiliir.

Tayin sonunda ECsy degeri elde edilir bu baglangigta bulunan DPPH
konsantrasyonunu %50 azaltabilmek icin gereken antioksidan miktaridir ve ayn1 zamanda
antiradikal etkinlik olarak da adlandirilir. ECsy degeri ne kadar diisiikse antioksidan kapasitesi

0 kadar giiclidiir diye ifade edilir (19).
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NO, NO,

Sekil 21. Antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi
Diger Metodlar

In vitro sartlarda antioksidanlarin serbest radikalleri yakalama kabiliyetlerinin 6l¢iimii
icin baz1 yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; O+ radikali giderme kapasitesi, OH<" radikali

giderme kapasitesi ve peroksinitrit (ONOQ™) giderici kapasitedir.
Calismada Kullanilan Meyve ve Genel Ozellkleri

Sorbus (iivez) L. cinsi giilgiller (Rosaceae) familyasinda yer almaktadir. Ulkemizde
dogal olarak yayilis gosteren 12 tiirii ve 17 taksonu vadir (33). Bunlardan en 6nemlileri iivez
(Sorbus domestica L.), akgaaga¢ yaprakli iivez (Sorbus torminalis) ve kus iivezi (Sorbus
aucuparia)’dir. Ulkemizde yetisen Sorbus tiirleri farkli yorelerde degisik isimlerle (eyvaz,

Ivaz, ivez, 6vez gibi) anilmaktadir (12).

Sorbus domestica L. tiirii genel olarak 5-10 m yiiksekliginde olan, kisin yapraklarini
doken, Mayis-Haziran ayinda beyaz renkli ¢igekler agan bir agagtir (Sekil 22) ve (Sekil 23),
(12).

Sekil 22. Uvez (Sorbus domestica L.) meyveleri
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Tiirkiye’de Kuzey Anadolu’nun Bati béliimii, I¢ Anadolu’nun kuzeyi, Marmara
bolgesi ve Trakya’da yabani olarak yetistigi gibi, meyveleri i¢in bir¢ok bolgede bahge tarimi
da yapilmaktadir (13). Yayilis alan1 igerisinde (1000-1300 m) kurakliga olduk¢a dayaniklidir.

Uvez meyvelerinde tanenler, ugucu yaglar, organik asitler, renk pigmentleri, fenolik
asitler ve bunlarin tiirevleri bulunmaktadir. Bunlardan baslicalari; benzoik asit tiirevleri,
sinnamik asit tiirevleri, kafeik asit, ferulik asit ve klorojenik asittir. Meyvelerinde bunlara

ilaveten kuersetin, rutin gibi flavonoidler bulunmaktadir.

Sekil 23. Uvezin (Sorbus domestica L.) yaprak ve ¢icegi

Uvez besin degeri yiiksek bir meyvedir ve geleneksel olarak anti-diyabetik ajan
seklinde kullanilmaktadir. Kurutulan meyveleri diyabetin semptomlarina iyi geldigi i¢in anti-

diyabetik (hipoglisemik) ajan olarak tip-2 diyabette kullanilir.

Uvezin gesitli kistmlart modern tipta ve alternatif tipta oldukca ¢ok kullanilmaktadir.
Meyveleri ve yapraklart konstipasyon edici etkilerinden dolay1 infiizyon (¢ay) halinde
(%5°lik), yapraklar1 ise inflizyon (¢ay) halinde (%5’°lik) seker hastaligina karsi
kullanilmaktadir (13).

Bu tez calismasinda iivez meyvelerinin ve c¢igeklerinin antioksidan etkisinin olup

olmadig ¢esitli metodlar kullanilarak incelenmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

GEREC
Bitki Ornekleri

Deneyde kullanilan bitkisel materyal iivez, Kirklareli ilinin Babaeski il¢esinden Eyliil
ayinda toplandi. Bitkilerin yapraklari, ¢igekleri ve meyveleri birbirinden ayrildiktan sonra

derin dondurucada kullanilincaya kadar bekletildi.
Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merc ve Sigma-

Aldrich’ten satin alinda.

Calismalarda analitik terazi (presica X13 220A), ¢alkalamali su banyosu (Clifton 100-
400 rpm;termostatli), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pH-metre (WTW pH 3L5i),
santrifij (MSE Mistral 2000), sogutmali santrifiij (Hettich 38 R), LC-MS/MS (Agilent
Technologies 6420 Triple Quad), mikro pipetler ve eppondorflar kullanilan baglica

ekipmanlardir.
Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

% 2’lik Na,COg3 Céozeltisi: 2 g Na,COg tartilarak destile su ile balon jojede 100

mL’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteau Reaktifi: Ticari olarak satin alindig1 sekilde kullanildi.
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% 5’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 5 g NaNO, tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

% 10’luk AI(NO3)3.9H,0 Cozeltisi: 10 g AI(NO3)3.9H,0 tartilarak balon jojede

destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 4.3’liik NaOH Cozeltisi: 4.3 g NaOH tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH=7.4): KH,PO, (13.609 g/L) ve Na,HPO, (14.196 g/L)
cozeltilerinin pH= 7.4 olacak sekilde (yaklasik 60/225 mL oraninda) karistirilmasi ile

hazirlandi.

40 mM H,0; Cozeltisi: 0.409 mL H,0, alinarak balon jojede 0.1 M fosfat 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,4.2H,0 (35.598
g/L) ¢ozeltilerinin pH=6.6 olacak sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.

1 mM DPPH Cozeltisi: 0.01972 g DPPH tartilarak etanolde ¢oziildii ve balon jojede

100 mL’ye tamamlandi. (Giinliik hazirlanir ve 1s1iktan korunur.)

% 1’lik K3Fe(CN)g Cozeltisi: 1 g K3Fe(CN)g tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamland.

% 10°’luk TCA Cozeltisi: 10 g Trikloroasetik asit tartilarak destile suda ¢ozildi ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 0.1’lik FeClz Cozeltisi: 0.1666 g FeClz.6H,0 tartilarak destile suda ¢oziildii ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

2 mM FeCl, Cozeltisi: 0.0398 g FeCl,.4H,0 tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 100 mL’ye tamamland.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 0.0616 g Ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 25 mL’ye tamamlandi.

156 uM NBT (Nitrotetrazoliumblue kloriir) Cozeltisi: 0.0128 g NBT tartilarak 0.1
M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢6ziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.
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468 y¥M NADH (Nikotin amid adenin di niikleotid) Cozeltisi: 0.0332 g NADH
tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlanda.

60 MM PMS (Phenozinemetha siilfat) Cozeltisi: 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.

28 mM Sodyum Fosfat Cozeltisi: 0.2754 g Sodyum fosfat tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 60 mL’ye tamamlandi.

0.6 M Siilfiirik Asit Cozeltisi: 1.9 mL der. H,SO,4 (18.76 M) ¢6zeltisinden alinarak
icinde bir miktar destile su bulunan 60 mL’lik balon jojeye aktarildi ve destile su ile

tamamlandi.

Belirte¢ Cozeltisi: Esit miktarlarda alinan amonyum molibdat, sodyum fosfat ve

stilfiirik asit ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla hazirlandi.

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

mL’ye tamamlandi.

7 mM ABTS Cozeltisi: 8 mg ABTS tartilip 1 mL suda ¢oziiliir. 13.2 mg potasyum
persiilfat tartilip 10 mL suda ¢oziiliir. Cozeltilerden 0.5’er mL karistirilir ve 12-16 saat oda
sicakliginda karanlikta bekletilir. ABTS ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce absorbansi 734 nm’de

0.7+0.025 olacak sekilde 0.1 M fosfat tamponuyla (pH=7.4) seyreltildi.

% 4’liik Vanilin-Metanol Cozeltisi: 2 g vanilin tartilip 50 mL’ye metanolle

tamamlandi.

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

Linoleik Asit Emiilsiyonu: 175 mg Tween-20 ve 155 pL linoleik asidi fosfat

tamponuyla 50 mL’ye tamamlayarak hazirlandi.

% 75’lik Etanol Cozeltisi: 375 mL saf etil alkol alinarak destile su ile balon jojede
500 mL’ye seyreltildi.
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% 30’luk NH4SCN Cozeltisi: 30 g NH4SCN tartilarak destile suda ¢oziildii, balon

jojede 100 mL’ye tamamlandi.

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

tamamlandi.

20 mM FeCl, Cozeltisi: 0.398 g FeCl,.4H,0 tartilarak %3.5’luk HCI ile balon jojede

100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH=7.4): KH,PO, (27.218 g/L) ve Na;HPO,4.2H,0 (35.598
g/L) ¢ozeltilerinin pH=7.4 olcak sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.

10 mM 2-deoksiriboz Cozeltisi: 0.1341 g 2-deoksiriboz tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM FeSO4-EDTA Cozeltisi: 0.5702 g FeSO4-EDTA tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM H,0; Cozeltisi: 0.102 mL H,0, alinarak balon jojede 0.1 M fosfat tamponu
(pH=7) ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 2.8’lik TCA Cozeltisi: 2.8 g Trikloro asetik asit tartilarak destile suda ¢oziildi ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM NaOH Cazeltisi: 0.2 g NaOH tartilip destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100

mL’ye tamamlandi.

% 1’lik TBA Cozeltisi: 1 g tiyobarbiitirik asit tartilip destile suda ¢oziildii ve balon
jojede 100 mL’ye tamamlandi.

102 M CuCl, Cozeltisi: CuCl,.2H,0’den 0.4262 g tartilarak destile su ile 250 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7), NH4Ac’den 19.27 g tartilarak destile su ile

250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Neokuproin ¢ozeltisi: 7.5x10° M, Neokuproin (2.9 dimetil 1-10 fenantrolin)’den
0.039 g tartilarak %96’lik etil alkol ile 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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KULLANILAN YONTEMLER
Ekstraktlarin Hazirlanmisi

Derin dondurucudan alinan taze bitki materyali blender yardimiyla ogiitiilerek

homojenize hale getirildi, aseton ve su ¢oziiciileri kullanilarak ekstraktlar hazirlandi.

Aseton ekstraksiyonu i¢in 25’er g meyve ve c¢icek 500 mL ¢oziicii icinde oda
sicakliginda g¢alkalamali su banyosunda 100-150 rpm’de 3 saat inkiibe edildi. Elde edilen
ekstraktlar, siizge¢ kagidinda siiziildii ve siiziintiilerin ¢6ziiciileri evaporatérde 40 °C’ de

ucuruldu.

Su ekstraksiyonu icin 25 g meyve, 500 mL suda 30 dk boyunca manyetik karistiricida
isitilarak  karistirlldi. Elde edilen su ekstraktlar siizge¢ kagidindan siiziildii ve siiziintii

liyofilize edildi.

Ekstrelerin susuz kalintilar1 0.001 g’lik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara konuldu

ve kullanilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.
Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Uvez (Sorbus domestica L.) meyvesi ve ¢igeklerinin su ve aseton ekstrelerinde
bulunan toplam fenolik madde igerikleri Slinkard ve Singleton tarafindan modifiye edilen
Folin-Ciocalteu metoduna (FCR) gore belirlenmistir (61). FC reaktifi fosfotungustik
(H3PW12040) ve fosfomolibdik (H3PMo01,040) asitlerin karisimi olup fenol oksidasyonu
sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik

miktar1 ile dogru orantili olup 760 nm’de spektrofotometrede takip edilir.

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan aseton ve su ekstraktlarindan
1 mL alindi. Destile suyla hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1 mL Folin beliteci
eklendi. 3 dakika sonra % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden 3 mL katilarak oda sartlarinda 2 saat
calkamal1 su banyosunda 150 rpm’de tutuldu. Ornek yerine destile su iceren sahit denemeye

karsi, 760 nm’de absorbans ol¢iildii.

50-250 pg/mL olacak sekilde hazirlanan standartlar (gallik asit ve pirokatesol) igin
grafikler ¢izildi. Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin
denklemlerinden ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 g ekstrakt basina mg olarak

hesaplandi.
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Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Bitkilerin su ve aseton ekstraktlarin bulunan toplam flavonoid madde igerigi Zihishen

ve arkadaglarinin uygulamis oldugu metoda gore belirlendi (70).

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su ve aseton ekstraktlarindan
10 mL alind1. Uzerine 1 mL %5°lik sodyum nitrit ilave edilerek 6 dk bekletildi ve flavonoid-
aliminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL %10’luk aliiminyum nitrat eklendi. 6 dk sonra
10 mL %4.3’liik NaOH ilave edildi ve toplam hacim destile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda 15 dk sonra son ¢ozelti iyici karistirildi ve 510 nm’de sahite karsi absorbansi

olcildi.

Standart olarak kullanilan 50-250 pyg/mL konsantrasyondaki gallik asit ve kuersetin
icin de ayn1 deneme yapildi. Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin
denklemlerinden, 6rneklerin toplam flavonoid madde miktarlart mg gallik asit/g taze ekstrakt

ve mg kuersetin/g taze ekstrakt olarak tanimlandi.
Demir (IT) Iyonlarim Selatlama AKktivitesinin Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlarin Fe?* tyonlarin selatlama aktivitesi Oyaizu ve
arkadaslarinin metoduna gére yapildi (48). Metod Fe®" iyonlarini baglamak iizere, giiclii bir
demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin
yarigmasina dayamr. Selatlama giicii yiiksekse kirmizi renkli Fe?*/ferrozin kompleksinin

olusumu engellenir.

0.4 mL ekstrakta 0.05 mL 2 mM FeCl, ¢o6zeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2 mL SmM
Ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek baslatildi. Toplam hacim etanolle 4 mL’ye ayarlandi. Sonra

karisim vorteksle hizlica karistirilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Bu siire sonunda absorbanslar1 562 nm’de okundu. Kontrol; ferrozin ve FeCl,
icermektedir. Standart olarak askorbik asit, EDTA, BHA ve BHT kullanildi. Asagidaki

denkleme gore % metal selatlama etkisi degeri hesaplandi.
Metal selatlama (%) = [ (Akontrol — Asmek ) / Akontrol ] X 100

Axontrol : Kontroliin absorbansi Asmex : Ornek ya da standartlarin absorbansi
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DPPHe Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi DPPHe (1,1 difenil-2-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak Blois’in metoduna gore calisildi (17). Metod ekstraktlarin bir proton veya bir
elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢6zeltisinin rengini agmasi esasina dayanir.
Reaksiyon karisiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin

gostergesidir.

Ekstraktlar ve standartlar 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. 3 mL 0.1
mM DPPH iizerine farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt ve standart ¢ozeltilerden 1 mL
eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra oda sartlarinda karanlikta 30 dk bekletildi. 517 nm’de
absorbanslar1 okundu. Kontrol olarak sadece etil alkol kullanildi. Standart olarak askorbik
asit, BHA, BHT, a-tokoferol kullanildi. Asagidaki denkleme gére % DPPHe yakalama etkisi

degerleri hesaplandi.
DPPH- yakalama etkisi (%) = [ (Akontrol — Asmek ) / Akontrol ] % 100
Axontrol = Kontroliin absorbansi Asmer = Ornek ya da standartlarin absorbans1
H,0, Giderme Aktivitesinin Tayini

Ekstraktlarin H,O, giderme aktivitesinin tayini Ruch ve arkadaslarinin belirledikleri
metoda gore yapildi (59). Reaksiyon ortamina eklenen belirli miktardaki hidrojen peroksit

¢ozeltisinin ekstrakt tarafindan giderilmesi 230 nm’deki absorbans degisimiyle 6l¢iiliir.

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 ekstrakt ilave edildi. Absorbans 10 dk sonra 230
nm’de okundu. Kontrol; fosfat tamponu (100 mM, pH=7.4) ve H,0, ¢ozeltisi igermektedir.
Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi. Ekstraktlar ve standartlar
50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Asagidaki denkleme gore % H,O, giderme

etkisi degerleri hesaplandi.
H202 giderme etkiSI (%) = [ (Akontro| - Aémek) /Akontro|] X 100

Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmex = Ornek ya da standartlarin absorbansi
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Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe*) Indirgeme Kapasitesinin Tayini

Ekstraktlarin toplam indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (48).
Ortamdaki indirgen madde, Fe®" iyonlarim1 Fe?* iyonlarina indirger ve FeCls ilavesiyle olusan
Prusya mavisi renginde olan kompleksin absorbansi dl¢iiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek

indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

1 mL ekstrakta, 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,6) ve 2,5 mL %]1’lik K3Fe(CN)g
eklendi. Karisim 50 °C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi ve
2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 ¢ozeltinin st tabakasindan 2,5 mL
alinarak 2,5 mL destile su ve 0,5 mL %1’lik FeCls ¢ozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de
absorbanslar Ol¢iildii. Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini

Ekstraktlarin siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesi, nitrobluetetrazolium
tirtintiniin spektrofotometrik Gl¢timiiyle belirlendi (47). Deney kosullarinda NADH/PMS/O,
sistemi ile iretilen siiperoksit radikali sar1 renkli olan NBT’yi mavi-mor renkli formazon
tirevine indirger. Diisiik absorbans degerleri siiperoksit radikalini gideren bilesiklerden

dolayidir.

1 mL 156 pM NBT ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ve 1 mL 468 yM
NADH ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ve 1 mL ekstrakt veya standartlar
karistirildi. Karisima 10 pL 60 pM PMS ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ilave
edilerek reaksiyon baglatildi. Karigim 25 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve absorbansi 560 nm’de
Ol¢iildii. Standart olarak askorbik asit, BHA ve BHT kullanildi. Kontrol ¢ozeltisine ekstraktlar
yerine 1 mL su ilave edilerek ayni iglemler yapildi. Ekstraktlar ve standartlar 50-250 pg/mL

konsantrasyonlarinda hazirlandi. Asagidaki denkleme goére % inhibisyon degerleri hesaplanda.
% inhibisyon = [ (Axontrol — Asmek ) / Akontrot ] X 100
Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmex = Ornek ya da standartlarin absorbansi
ABTSe" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Ekstraktlarm ABTSe" radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarmin metoduna gore

belirlendi (55).
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ABTS" radikali, 7 mM ABTS c¢ozeltisi ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
arasindaki reaksiyonla olusturuldu. Oda sicakliginda 12 saat karanlikta bekletildi.
Kullanmadan once fosfat tamponuyla (0,1 M, pH=7,4) absorbans 734 nm’de 0,710,025
olacak sekilde seyreltildi. 3 mL ABTS ¢ozeltisi, 1 mL ekstrakt (veya standart) eklendi. 30 dk
sonra 734 nm’de absorbans okundu. Asagidaki denkleme gore % inhibisyon degerleri

hesaplandi. Burada,
% Inhibisyon = [(Akontrol — Asmek ) / Axontrot ] X 100
Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmer = Ornek ya da standartin absorbansi
Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Tayini

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasiteleri Prieto ve arkadaslarinin metoduna gore

belirlendi (52).

Ekstrakt ve standart ¢ozeltilerin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindan 0,4 mL alinip,
amonyum molibdat (4mM), sodyum fosfat (28 mM) ve siilfiirik asit (0,6 M) igeren belirteg
¢ozeltisinden 3,6 mL ilave edilerek karistirildi. Reaksiyon karisimi su banyosunda 90 °C’de
90 dk inkiibe edildi. Sogutulduktan sonra fosfomolibden kompleksinin absorbansi kontrole

kars1 695 nm’de olgiildii.

Standart olarak askorbik ve o-tokoferol kullanildi. Askorbik asit i¢in yapilan
denemeden okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafik denkleminde
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri askorbik asit ekivalenti (mg Askorbik asit/g ekstrakt)
olarak ifade edildi.

Antosiyanin Tayini

Ekstraktlarinin antosiyanin tayini Smidova ve arkadaglarinin metoduna gore belirlendi
(62).

1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki ekstraktlarin 0,5 mL’sine, 3 mL Vanilin-metanol
(%4’lik v/v) ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra 1,5 mL %37°lik HCI eklendi. Son karisim oda
sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra absorbansi 500 nm’de 6lgiildii. Standart olarak katesin
kullanildi.  50-250 pg/mL  konsantrasyonlarindaki katesin  denemelerinden okunan
absorbanslar ile absorbans-konsantrasyon grafigi olusturuldu. Bitki ekstraktlarinin antosiyanin

miktar1 mg katesin ekivalent/g ekstrakt olarak hesaplandi.
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Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Bu metodta in vitro kosullarda linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve yontem
oksidasyon sonucu olusan peroksitleri Olgme esasmna dayanir. Belirli araliklarla
inkiibasyondaki karisimdan 6rnek alinarak spektrofotometrik 6l¢tim ile peroksitlerin olusumu
takip edilir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder. Analiz
Pan vd. (2007), Mitsuda vd. (1966)’nin uyguladigi yontemler modifiye edilerek uygulanmistir
(45).

Bitki ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerinin 1 mL’sine 1,5 mL fosfat tamponu (0,04
mM, pH=7.4) ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi. Cozeltiler karistirildiktan sonra 37
°C’de karanlikta inkiibe edildi. 12 saatte bir c¢ozeltilerden 0.1 mL alinip {lizerine 3.7 mL
%75’lik etil alkol ve 0.1 mL %30’luk NH4SCN eklendi. 3 dk sonra reaksiyon karigimlarina
0.1 mL FeCl, (20 mM) ¢ozeltisi eklendi. 5 dk sonra olusan rengin absorbansi 500 nm’de
okundu. Olusan peroksitler Fe?* iyonlarmi Fe®"’e vyiikseltger. Olusan Fe*'tiyosiyanat ile
reaksiyona girerek 500 nm’de maksimum renge sahip bir kompleks olusturur. Kontrol,
antioksidan madde igermeyip 2.5 mL fosfat tamponu (0.04 M, pH=7) ve 2.5 mL linoleik asit
emiilsiyonu igerir. Ekstrakt ve standartlar 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.
Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%) = [ 1- (Asmek/ Axontrot )] < 100

Burada Agontrol, kontroliin maksimuma ulastigi anda verdigi absorbans degeri, Agmek 1S€

ekstrakt ya da standartlarin maksimuma ulastigi andaki absorbans degerini ifade eder.
Hidroksil Radikali Giderme Aktivitesi

Ekstraktlarin hidroksil radikali giderme aktivitesi Bajpai ve arkadaglarinin metoduna

gore belirlendi (8).

450 pL 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH=7.4), 150 yL 10 mM 2-deoksiriboz, 150
ML 10 mM FeSO4-EDTA, 525 uL destile su ve 75 pL ekstrakt ¢ozeltisinden (50, 100, 150,
200, 250 pg/mL) ibaret olan reaksiyon karigimma 150 pL 10 mM H,0, ilave edilerek
reaksiyon baglatildi. 37 °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra sirasiyla 750 uL %2.8’lik TCA ve
50 mM NaOH’deki %1°’lik TBA ¢ozeltisinden 750 uL ilave edildi ve tiipler 10 dk kaynatildi.
Sogutulduktan sonra 520 nm’de kontrole karsi absorbans degeri okundu. Ekstrakt ¢ozeltisi
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yerine destile su igeren reaksiyon karisimi kontrol olarak kullanildi. Standart olarak askorbik

asit (50, 100, 150, 200, 250 pg/mL) kullanild.

Hidroksil radikali giderme aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanda.
Hidroksil radikali giderme aktivitesi (%) = [(Akontrol — Asmek ) / Akontrol ] X 100
Aiontrol = Kontroliin absorbansi Asmex = Ekstrakt ya da standartlarin absorbansi
Bakar Iyonlarim indirgeme Potansiyeli (CUPRAC Metodu)

Bitki ekstraktlarinin bakir iyonlarini indirgeme giicii Cardenas ve arkadaglarinin
metoduna gore belirlendi (20). Bitki ekstraktlar1 ve standartlarin  50-250 ug/mL

konsantrasyonlar1 kullanildi.

Metotta Oncelikle her bir deney tiipiine 1 mL 10 mM CuCl,, 1 mL 7.5 mM
neokuproin, NH;Ac tamponu (1 M, pH=7.0) ¢ozeltisi eklenir. Daha sonra her tiipe farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlardan 0,5 mL eklenip, toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde saf
su ilave edildi. Tiipler agizlar1 kapali bir bi¢imde oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
bekletildi. Ayni islemler ayn1 konsantrasyonlarda hazirlanan askorbik asit ¢ozeltileri iginde
yapildi. Bu siire sonunda absorbanslari 450 nm’de okundu. Testin sonuclar1 ECsy degerleri

kullanilarak da degerlendirildi.
LC-MS/MS Yontemi ile Fenolik Madde Analizi

Calismada LC-MS/MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/ Sirali Kiitle
Spektrofotometresi) olarak Agilent Technologies 6460 Triple Quad kullanilmistir.

Bir LC-MS/MS sistemi, bir elektrosprey iyonlastirict kaynak ile donatilmis bir kiitle
spektrometresi ile birlestirilen ikili pompa ve otomatik drnekleyiciden olusmaktadir. Reverse
faz LC ayrim1 Agilent Zorbax SB-C8 kolonu kullanilarak gergeklestirildi ve koruma kartusu

kullanilarak koruma sagland1 (67).

Kiitle spektrometresi asagidaki parametrelerle negatif iyon modunda c¢alistirildi;
kapiler voltaj 3.0kv, koni voltaji 20v; ve ekstraktor 2v. Kaynak sicakligi 100 derece,
desolvasyon sicakligi 350 derece, koni gaz akis hizi 30l/sa ve desolvasyon gaz akis hizi
3501/sa. Mobil faz bilesenleri; %0.1°lik formik asit ve asetonitril. Enjeksiyon hacmi 10 mL ve

kolonun sicakligi 25 °C. Mobil fazin akis hiz1 0.300mL/dakikadir.
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2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-hidroksitrans sinnamik asit, absisik asit, kafeik asit,
katesin, klorojenik asit, ellagik asit, epikatesin, etilgallat, gallik asit, gibberallik asit, indol-3-
asetik asit, izo-hamnetin, kamferol, jasmonik asit, kumarin, lutolein, mirisetin, naringin, p-
kumarik asit, piropil gallat, protokatekuik asit, quersetin, resveratrol, rutin, salisilik asit,
sinapik asit, siringik asit, trans ferulik, glutatyon, okside glutatyon kullanilan standart

maddelerdir.

Yontem kullanilan standart maddeler yardimiyla analizi yapilan iivez meyvesinin

hangi fenolik bilesikleri icerdigi ve bunlarin miktarlarini tayin etmede kullanilmaktadir.
Klorofil Tayini

Uvez yapraginin klorofil igerigi Arnon tarafindan modifiye edilen metoda gore
belirlendi (6).

100 mg kurutulmus yaprak, eser miktardaki CaCO3 ve 6 mL soguk asetonla (%80°1ik)
homojenize edildi. Yaprak homojenatlar1 20 dk boyunca 15 °C’de 3500 rpm’de santrifiijlendi.
Stipernatantlarin yaklasik olarak 4,8-5,8 mL’si alindi. Toplam klorofil igerigi, siipernatantlarin

645 ve 663 nm’de absorbanslarinin l¢limii ile belirlendi.

Bitkilerin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerikleri asagidaki formiillere gore

mg/kg cinsinden hesaplandi.
Klorofil a miktar1 (mg/kg) = 12.7%Ags3 — 2.69%Agss
Klorofil b miktart (mg/kg) = 22.9%xAgss — 4.68% Agss
Toplam klorofil miktar1 (mg/kg) = 20.2%Ag4s + 8.02xAge3
Istatistik Analizler

Deneylerde ii¢ paralel Ol¢lim alindi ve standart sapmalar hesaplandi. Grafikler

MATLAB 2017 programinda ¢izildi.
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BULGULAR

Uvez meyvesi igin aseton ve su ekstraktlarmin, cicegi i¢in aseton ekstraktlarmin

antioksidan Ozellikleri ¢esitli metodlar kullanilarak incelendi.

Uvez meyvesiyle hazirlanan aseton ve su ekstraktlarinda bilesiklerin verimleri taze
ekstrakt cinsinden sirasiyla 148.37, 327.36 mg/g olarak, ¢igegi ile hazirlanan aseton
ekstraktinin veriminin 61.708 mg/g olarak hesaplandi. Tablo 2’de gériildiigii lizere en yiiksek

verimin su ekstraktinda oldugu sonucuna varilmaistir.

Tablo 2. Uvezin ekstrakt verimleri

Ekstrakt Meyve-Su Cicek-Aseton Meyve-Aseton
Ham Madde (g) 25 25 25
Ekstraksiyon Verimi 327.36 61.708 148.37
(mg)

Ekstraksiyon Verimi 32.736 6.170 14.837
(%)

TOPLAM FENOLIK BILESIK (TPC) TAYINi

Uvez meyvesinin aseton ve su ekstraktlar1 ve ¢iceginin aseton ekstraktinda bulunan
toplam fenolik bilesikleri tayin etmek amaciyla Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanildi.
Standart grafikler gallik asit ve pirokatesol ile hazirlandi (Sekil 24 ve Sekil 25). Ekstraktlarin
icerdigi toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) ve pirokatesol esdegeri
(PKE) ekivalenti olarak saptandi.
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Sekil 24. Gallik asit standart grafigi

Gallik asit standart grafigi denklemi y=0,0009x+0,0026 bulundu hesaplama asagidaki

formiile gore yapildu.

Absorbansso nm) = 0.0009 [Gallik Asit] + 0.0026
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Sekil 25. Pirokatesol standart grafigi

Pirokatesol standart grafigi denklemi y=0,0014x+0,002 bulundu ve hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi

Absorbanszsonm) = 0.0014 [Pirokatesol] + 0.002
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Uvez meyvesinin aseton ve su ekstraktlar ile ¢igeginin aseton ekstraktlarindan elde
edilen fenolik madde igerikleri gallik asit ve pirokatesol esdeger miktart olarak Sekil 26 ve
Sekil 27°de gosterilmistir. Ekstrakte edilen fenolik bilesikler kiyaslandiginda; gallik asit ve
pirokatesol standartlar1 i¢in meyve-su ekstraktinin diger ¢alisilan ekstraktlara nazaran daha

cok fenolik bilesik icerdigi gdzlenmistir.

Standart grafikler yardimiyla gallik asit esdegeri olarak ekstraktlarin igerdigi fenolik
madde miktarlariin 41,48+0,53 — 43.17+0,83 mg/g ve pirokatesol esdegeri olarak
26.71+0,33 — 28.14+0,08 mg/g arasinda degistigi belirlendi.

45
43,17£0,83 42,3740,68
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Sekil 26. Uvez ekstraktlarin gallik asit esdegeri cinsinden fenolik madde icerikleri

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 41.48+0,43 mg/g, su ekstraktmin 43.17+0,83
mg/g ve ¢igeginin aseton ekstraktinin ise 42.37+0,68 mg/g gallik asit esdegeri cinsinden

fenolik madde bulundurdugu belirlendi.
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Sekil 27. Uvez ekstraktlarimin pirokatesol esdegeri olarak fenolik madde icerikleri

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 26.71+0,33 mg/g, su ekstraktinin 28.14+0,08
mg/g ve c¢igeginin aseton ekstraktinin 27.28+0,24 mg/g olarak fenolik madde igerdigi
belirlendi.

TOPLAM FLAVONOID iCERIGININ BELIRLENMESI

Uvezin meyvesinin aseton ve su ekstraktlar1 ile ¢igeginin aseton ekstraktlarmdaki
toplam flavonoid igerigini belirlemek igin gallik asit ve quersetin kullanildi ve standart
grafikleri olusturuldu (Sekil 28 ve Sekil 29). Ekstraktlarin igerdigi toplam flavonoid miktari
GAE ve QUE ekivalenti cinsinden saptandi.
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Sekil 28. Gallik asit standart grafigi
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Gallik asit standart grafigi deklemi y=0,0006x+0,0005 bulundu ve hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbanssionm) = 0.0006 [Gallik asit] + 0.0005

0.6

0.5 y = 0,002x + 0,0047

R?=0,9996
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Sekil 29. Kuersetin standart grafigi

Kuersetin standart grafigi denklemi y=0,002x+0,0047 bulundu ve hesaplama asagidaki

formiile gore yapildu.
Absorbanssio nm) = 0.002 [Quersetin] + 0.0047

Uvezin meyvesinin aseton ve su ekstraktlari ile ¢iceginin aseton ekstraktlarindan elde
edilen gallik asit ve quersetin esdegeri olan flavonoid bilesiklerine ait degerler Sekil 30 ve

Sekil 31°de gosterilmistir.

Standart grafikler yardimiyla tiivez ekstraktlarmin gallik asit esdegeri olarak
73.91+1,21- 80.53+1,00 mg/g ve quersetin esdegeri olarak da 121.96+0,67 — 123.96+0,61

mg/g arasinda flavonoid madde igerdikleri belirlendi.
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Sekil 30. Uvez ekstraktlarmin gallik asit esdegeri olarak flavonoid madde icerikleri

Uvezin meyve kismmin aseton ve su ekstraktlarinin gallik asit esdegeri olarak
flavonoid madde igerigi sirasiyla 76.75+0,96 ve 80.53%£1,00 mg/g olarak belirlendi. Cigek
kisminin ise aseton ekstraktinin gallik asit esdegeri olarak flavonoid madde igerigi 73.91+1,21

mg/g olarak hesaplandi.
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Sekil 31. Uvez ekstraktlarinin kuersetin esdegeri olarak flavonoid madde icerikleri
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Uvezin meyvesinin aseton ve su ekstraktlarinin quersetin esdegeri olarak flavonoid
madde igerikleri sirasiyla 122.81+0,82 ve 123.96+£0,61 mg/g olarak, ¢i¢eginin ise aseton
ekstraktinin quersetin esdegeri olarak flavonoid madde igerigi 121.96+0,67 mg/g olarak
belirlendi.

DEMIR (I1) [YONLARINI SELATLAMA AKTIVITESI

Reaksiyon ortaminda bulunan Fe?* iyonlarini baglamak i¢in ekstraktlarin ferrozin ile
yarigmada oldugu bir yontemdir. Bu yontemde azalan absorbans metal iyonlarinin
selatlandiginin bir gostergesidir. Standart olarak EDTA, askorbik asit, BHA ve BHT

kullanilarak ekstraktlarn Fe®* iyonlarimi selatlama kapasitesi belirlendi (Sekil 32).
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Sekil 32. Uvez ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri

Grafikten de anlasilacag: iizere, ekstraktlarin konsantrasyon artisi ile birlikte artan
selatlama kapasitesi gosterdigi ve standartlarin iivez ekstraktlarindan daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu gozlendi. Ancak standartlar ve ekstraktlarin EDTA kadar iyi bir selatlayici
olmadig1 da agikg¢a gorildi.
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Tablo 3. Standartlarin farkli konsantrasyonlarimn Fe?* iyonlarim selatlama kapasiteleri

Standartlar 50 100 150 200 250
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

EDTA 55.95+0,28 | 60,31+0,33 | 63.09+0,39 | 65.87+0,44 | 67.46+0,48

Askorbik 42.85+0,67 | 44.44+0,12 | 46.03+0,06 | 47.22+0,14 | 48.41+0,11

Asit

BHA 41.66+0,55 | 45.23+0,41 | 47.61+0,38 | 49.60+0,30 | 51.98+0,32

BHT 48.80+0,14 | 50.39+0,26 | 52.38+0,23 | 53.96+0,17 | 55.55+0,19

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin metal
selatlama kapasitesi sirasiyla %27.77+0,85, %28.96+0,92, %30.55+0,47, %32.14+0,19,
%33.7310,23 olarak tespit edildi.

Uvezin meyvesinin su ekstraktinin  50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin metal
selatlama kapasitesi ise sirasiyla %34.52+0,81, %36.50£0,72, %38.09+£0,53, %39.28+0,44,
%40.47+0,88 olarak belirlendi.

Uvezin g¢igeginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin  metal
selatlama kapasitesi sirasiyla %31.34+0,78, %33.331£0,26, %34.92+0,38, %36.90+0,07,
%38.49+0,41 olarak bulundu.

DPPHe RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINi

Dogal antioksidanlarin kesfinde oldukea sik kullanilan bir yontem olup, bu metod 517
nm’de absorbans vermeyen DPPHeH olusumunun 6l¢giilmesine dayanmaktadir. Standart
madde askorbik asit, BHA, a-tokoferol ve BHT kullanilarak tivez ekstraktlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri belirlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. Uvez ekstraktlarimin DPPHe radikali giderme aktiviteleri

Grafikten anlagilacagi iizere, ekstraktlarin konsantrasyonunun artist ile birlikte artan

radikal giderme etkisi sergiledigi saptandi.

Tablo 4. DPPHe radikali giderme aktivitesinde kullanilan standart cozeltilerin farkh

konsantrasyonlarmin radikal giderme aktiviteleri

Standartlar 50 100 150 200 250
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

a-tokoferol | 48.38+0,70 | 50.80+0,64 | 54.03+0,22 | 55.64+0,51 | 58.87+0,70

Askorbik 52.41+0,93 | 56.45+0,56 | 59.67%0,77 | 62.09+0,67 | 66.12+0,90

Asit

BHA 63.70+0,96 | 66.93+0,54 | 69.35+0,48 | 70.96+0,77 | 74.19+0,35

BHT 64.51+0,61 | 68.54+0,83 | 70.16+0,12 | 73.38+0,70 | 75.44+0,48

Uvezin meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin DPPHe
%37.90%0,32,

radikali

giderme

aktiviteleri

sirasiyla

%42.74+0,19, %44.35+0,48 olarak tespit edildi.

Uvezin ¢iceginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin DPPHe
%26.6110,29,

radikali

giderme

aktiviteleri

sirasiyla

2032.25+0,80, %34.67+0,77 olarak belirlendi.
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Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 50-250 ug/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktivitelerinin ise sirasiyla %22.58+0,06, %25.44+0,41, %?27.41+0,93,
%29.0310,22, %31.45+0,16 olarak arttig1 gozlendi. Ayrica iivez ekstraktlarinin yarisinin yok

edildigi konsantrasyon olan ECsy degeri hesaplanarak da sonuglar degerlendirildi (Tablo 5).

Tablo 5. DPPHe radikali giderme aktivitesi verilerinden hesaplanan ECsy degerleri

ECso (Mg/mL)
Ekstraktlar
Meyve-su Cicek-aseton Meyve- aseton
9.8610,25 10.66+0,75 14.08+0,44
Standartlar
a-tokoferol Askorbik asit BHA BHT
15.71+0,75 17.53+0,43 19.55+0,59 16.86+0,33

Tablo 5’te goriildiigl gibi, en diisiik ECso degerinin meyve-su ekstraktinda oldugu,

dolayisiyla en yiiksek radikal giderme aktivitesine meyve-su ekstraktinda rastlandigi saptandi.
H,O, GIDERME AKTIVITESI

Asil tiretimi siiperoksitin dismutasyonu sonucu olugsan H,O;, serbest radikal olmadigi

halde hiicre zarindan kolaylikla gegebilen uzun 6miirlii bir oksitleyici bilesiktir.

Ekstraktlar arasinda en yiiksek H,O, giderme aktivitesi gosteren ve standartlarla

kiyaslanabilecek dlgiide olan meyve-aseton ekstraktidir (Sekil 34).
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Sekil 34. Uvez ekstraktlarmin ve standartlari H,O, giderme aktiviteleri

Grafikten de anlagilacagi iizere konsantrasyon artigi ile artan bir H,O, giderme

aktivitesi oldugu gozlenmektedir. Calismada kullanilan ekstraktlarin standartlardan daha fazla

H,0; giderme aktivitesi gostermistir.

Tablo 6. H,O, giderme aktivitesinde kullanilan standart cozeltilerin radikal giderme

aktiviteleri

Standartlar 50 100 150 200 250
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

a-tokoferol | 14.37+0,61 | 16.77+0,67 | 19.72+0,55 | 21.41+0,42 | 23.39+0,72

Askorbik 15.50+0,44 | 18.03+0,86 | 20.71+0,33 | 22.54+0,42 | 24.79+0,20

Asit

BHA 17.19+0,21 | 20.15+0,26 | 22.40+0,38 | 24.51+0,41 | 26.77+0,39

BHT 16.91+0,03 | 19.58+0,15 | 22.12+0,11 | 24.09+0,18 | 26.20+0,14

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmim H,0,

giderme aktiviteleri sirasiyla %28.17+0,84, %29.86+,89, %31.41+0,93, %32.54+0,80,

%34.37+0,72 olarak belirlendi.
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Uvezin meyvesinin su ekstraktinin ise 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin H,O,
giderme aktiviteleri sirasiyla %25.78+0,18, %26.62+0,37, %28.88+0,11, 9%30.71+0,27,
%32.26%0,71 olarak bulundu.

Uvezin ciceginin aseton ekstraktimin  50-250 pg/mL  konsantrasyonlarmin H,0,
giderme aktiviteleri ise sirasiyla %22.12+0,33, %23.67+0,58, %26.06+0,85, %27.19+0,32,
%29.44+0,17 olarak tespit edildi.

TOPLAM FERRIK iYONLARINI (Fe**) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Gegis elementlerinin en onemlileri olan Fe ve Cu serbest radikal reaksiyonlarinda
katalizor gorevi gorerek serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirir. Bu yiizden Fe* toksik etki

gostermektedir.

Antioksidan aktivitenin bir baska gdstergesi de bir bilesigin elektronlarini verebilme
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Ekstraktlarn ve standart maddelerin Fe*"ii indirgeme
kapasitesini belirlemek iizere 50-250 pg/mL konsantrasyonlar1 kullanildi ve absorbansi 700
nm’de okundu. Ekstraktlarin indirgeme kapasitesi askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol ile

karsilastirilarak konsantrasyon-absorbans grafikleri olusturuldu (Sekil 35).
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Sekil 35. Uvez ekstraktlarmm Fe**ii Fe2+’ye indirgeme kapasiteleri
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Sekil 35°te goriilebilecegi gibi indirgeme kapasitesi tayininde livez ekstraktlarinin,

standartlarla karsilastirmasi yapildiginda ¢ok yiiksek aktiviteye sahip olmadigi gézlendi.

Tablo 7. Standart ¢ozeltilerin Fe** iyonlarimm indirgeme kapasiteleri

Standartlar | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
a-tokoferol | 0.115+0,022 | 0.127+0,058 | 0.141+0,044 | 0.149+0,031 | 0.161+0,018
Askorbik 0.114+0,091 | 0.125+0,087 | 0.138+0,062 | 0.146+0,057 | 0.158+0,080
gag 0.120+0,048 | 0.132+0,071 | 0.144+0,078 | 0.156+0,039 | 0.165+0,019
BHT 0.11840,035 | 0.130+0,044 | 0.143+0,081 | 0.151+0,059 | 0.163+050

Uvezin meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL Konsantrasyonlarinin Fe®' iyonlarini
indirgeme kapasiteleri sirasiyla 0.060+0,007, 0.071+0,009, 0.079+0,002, 0.086+0,004,
0.097+0,018 olarak tespit edildi.

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktiiin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin Fe®'
iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri ise sirasiyla 0.050+0,010, 0.062+0,013, 0.069+0,015,
0.081+0,011, 0.090+0,018 olarak bulundu.

Uvezin ciceginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin ise Fe®*
iyonlarmi Fe*"’ye indirgeme kapasitesinin sirasiyla 0.057+0,021, 0.068+0,026, 0.074+0,030,
0.084+0,049, 0.093+0,081 olarak arttig: belirlendi.

SUPEROKSIT RADIKALI GIDERME AKTIiVITESI

Stiperoksit radikalinin olusumu PMS/NADH/O, sistemi kullanilarak olusturuldu.
BHT, BHA ve askorbik asit standart olarak kullanildi ve %inhibisyon grafigi olusturuldu
(Sekil 36).
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Sekil 36. Uvez ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktiviteleri

Grafikten de anlasilacagi ilizere konsantrasyon artisi ile birlikte radikal giderme
aktivitesinin tiim konsantrasyonlari ile orantili oldugu ve sonug olarak inhibisyon degerinin

konsantrasyona bagimli oldugu sonucuna varildu.

Tablo 8. Standartlarin farkli Kkonsantrasyonlarimin siiperoksit radikali giderme

aktiviteleri

Standartlar 50 100 150 200 250
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

BHA 60.82+,69 | 61.15+0,34 | 61.37£0,71 | 61.80+£0,63 | 62.02+0,39

BHT 59.5240,12 | 59.73+£0,88 | 60.06+£0,52 | 60.28+0,29 | 60.50+0,05

Askorbik 62.45+£0,91 | 62.67+£0,68 | 63.00+£0,32 | 63.22+0,08 | 63.43+0,85

Asit

Uvezin meyvesinin su ekstraktimin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin siiperoksit
radikali giderme aktivitelerinin %36.77+0,91, %37.43+0,19, %38.08+0,48,
%38.73+0,77, %39.06+0,42 olarak arttigi belirlendi.

sirastyla

Uvezin ciceginin aseton ekstraktinin ise 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin
stiperoksit radikali giderme aktiviteleri sirastyla %36.99+0,67, %37.97+0,60, %38.52+0,01,

2039.39+0,06, %39.71+0,73 olarak bulundu.
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Uvezin meyvesinin aseton ekstraktmnin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin siiperoksit
ise swrastyla %34.71+0,16, %35.47+0,33, %35.79+0,97,
%36.23+0,50, %36.45+0,26 olarak gozlendi.

radikali giderme aktiviteleri

ABTSe" RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINi

Ekstraktlarin  ve standartlarin  50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda calisildi.

Ekstraktlarin inhibisyon oranlari standartlarin inhibisyon oranlari ile karsilastirildi (Sekil 37).
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Sekil 37. Uvez ekstraktlarimin ABTSe" radikali giderme aktiviteleri

Grafikten de goriildiigii gibi ABTSe" radikali giderme aktivitesi konsantrasyona
bagimlidir. Uvez ekstraktlarmin askorbik asit, a-tokoferol, BHA ve BHT’den daha etkili

aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Tablo 9. Standart cozeltilerin ABTSe" radikali giderme aktiviteleri

Standartlar 50 100 150 200 250

png/mlL pg/mL pg/mlL pg/mL pg/mlL
BHA 19.71+0,55 | 20.20+0,29 | 20.82+0,71 | 21.31+0,45 | 21.93+0,88
BHT 17.62+0,91 | 18.35+0,02 | 19.34+0,50 | 19.96+0,92 | 20.69+0,33
a-tokoferol | 16.38+0,06 | 17.00+0,49 | 17.49+0,23 | 18.11+0,65 | 18.60+0,33
Askorbik 19.34+0,50 | 19.83+0,24 | 20.20+0,02 | 20.82+0,71 | 21.043+0,71
Asit
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Uvezin meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin  ABTSe”
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla %34.49+0,72, %34.98+0,46, %35.60+0,88,
%36.09+0,62, %36.58+0,36 olarak belirlendi.

Uvezin ¢igeginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin ABTSe"
radikali giderme aktivitelerinin ise sirasiyla %35.9710,94, %36.83%0,73, %37.32+0,47,
%38.31+0,95, %38.92+0,37 oldugu bulundu.

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktnin 50-250 pg/mL konsantasyonlarmin ABTSe"
radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla %36.95+,41, %37.94+0,89, %38.67%0,49,
%39.29+0,42, %39.91+0,85 oldugu tespit edildi. ABTS+" radikalinin %50’sini gidermek igin
gerekli konsantrasyon olan ECs degerleri hesaplanarak da sonuglar degerlendirilmistir (Tablo
10).

Tablo 10. Ekstraktlar ile standartlarin ABTSe" radikali verilerinden hesaplanan ECsg

degerleri
ECso (Mg/mL)
Ekstraktlar
Meyve-su Cicek-aseton Meyve-aseton
10.97+0,25 10.73+0,75 9.14+0,50
Standartlar
BHA BHT a-tokoferol | Askorbik asit
6.48+0,25 5.07%0,50 5.65%0,50 6.350,45

FOSFOMOLIBDEN METODU iLE TOPLAM ANTIiOKSIDAN AKTIVITE
TAYINi

Yontemin esast amonyum molibdat, sodyum fosfat ve siilfiirik asit ilave ederek
hazirlanan belirte¢  ¢ozeltisindeki  Mo(VI)’nin  antioksidanlarin  etkisiyle Mo(V)’e
indirgenmesidir. Askorbik asit ve a-tokoferol standart olarak kullanildi ve ekstraktlarin
antioksidan aktivite gostergeleri mg askorbik asit ekivalenti (mg A.Asit/g ekstrakt) cinsinden

hesaplandi. Askorbik asit standart grafigi sekil 38’de gosterilmistir.

Askorbik asit standart grafigi denklemi y=0,003x+0,002 bulundu ve hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi.
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Sekil 38. Askorbik asit standart grafigi

Antioksidan kapasite tayini metodunda iivez ekstraktlarinin askorbik asit esdegeri

agisindan antioksidan kapasiteleri Sekil 39°da verilmistir.
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Sekil 39. Uvez ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri

Uvezin meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin antioksidan
kapasitelerinin askorbik asit esdegeri cinsinden sirasiyla; 6,23 mg/g, 12,33 mg/g, 13,93 mg/g,

19,53 mg/g, 23,54 mg/g oldugu belirlendi.
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Uvezin c¢igeginin aseton ekstraktimn 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarmin ise
antioksidan kapasitelerinin sirasiyla; 5,52 mg/g, 11,81 mg/g, 13,33 mg/g, 18,13 mg/g, 22,91
mg/g oldugu gozlenirken, tivezin meyvesinin aseton ekstraktinin ise 50-250 pg/mL
konsantrasyonlarinin antioksidan kapasitelerinin ise sirasiyla; 4,66 mg/g, 10,66 mg/g, 12,63
mg/g, 18,03 mg/g, 22,21 mg/g oldugu belirlendi. Calisilan ekstraktlarin a-tokoferole gore
daha diisiik antioksidan kapasiteye sahip oldugu gozlendi. Fakat konsantrasyona bagli olarak

antioksidan kapasitesi artig gostermistir.
ANTOSIYANIN TAYINIi

Antosiyaninler meyvelere kirmizi, mor-siyah ve mavi rengi veren suda ¢dziinebilen
dogal pigmentler olarak bilinir. Bulunduklar1 bitkide serbest olarak degil de sekerler ile

beraber bulunurlar.

Calismada kullanilan iivez meyvesi ve ¢igegindeki antosiyanin igerigi katesin
kullanilarak ve katesin standart grafigi hazirlanarak belirlendi (Sekil 40). Antosiyanin tayini,
bitki ekstraktlarinin 1000 pg/mL c¢ozeltileri kullanilarak belirlendi. Sonuglar mg/g katesin
ekivalenti olarak hesaplanmustir (R% 0,9954).

Katesin standart grafigi denklemi y=0,003x+0,0034 bulundu ve hesaplama asagidaki

formiile gore yapildi.
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Sekil 40. Katesin standart grafigi
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Uvezin ciceginin aseton ekstraktinin antosiyanin icerigi katesin ekivalenti olarak 14,05
mg/g iken, iivezin meyvesinin su ekstraktinin antosiyanin igeriginin katesin ekivalenti olarak
19,22 mg/g oldugu, ascton ekstraktinin ise antosiyanin igeriginin katesin ekivalenti olarak

15,85 mg/g olarak belirlenmistir.

20 - 19.22

=y = -
L= (=2 o

=y
5]

Katesin ekivalent mg/g ekstrakt
—
=

Meyve-Su Gicek-Aseton Meyve-Aseton

Sekil 41. Katesin esdegeri olarak antosiyanin icerikleri

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIiK TiYOSIYANAT (FTC) METODU
ILE TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIiVITE TAYINi

Lipid peroksidasyonu serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu en ¢ok hasara ugrayan bir
proses olup, meydana gelen bu hasar geri doniisiimsiizdiir. Boylece bir¢ok hastaligi ve doku

hasarini da beraberinde getirir.

Ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu kullanilarak ekstraktlarin lipid peroksidasyonunu
inhibe etmeleri, BHT, BHA, o-tokoferol ve askorbik asit ile sonuclar karsilastirilarak
degerlendirildi. Peroksidasyon iglemi 12 saatte bir 0l¢glim alinarak 96 saat siireyle izlendi ve
kontroliin absorbans degerinin maksimum anindaki degerlerden hareketle ekstraktlarin ve
standartlarin grafikleri ¢izildi (Sekil 42, Sekil 43, Sekil 44, Sekil 45, Sekil 46, Sekil 47, Sekil
48, Sekil 49, Sekil 50 ve Sekil 51).
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Sekil 42. Uvez ekstraktlar1 ve standartlarimin 50 pg/mL konsantrasyonlarindaki linoleik

asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 43. Uvez ekstraktlarimin 50 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunu

inhibe yiizdelerinin standart antioksidanlar ile degerlendirilmesi

Sekil 43’e gore 50 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan iivezin meyvesinin su ve
aseton ekstraktlarimin lipid peroksidasyonu sirasiyla %80.82+0,18 ve %77.77+0,66, iivezin
ciceginin aseton ekstraktinin lipid peroksidasyonu %82.90+0,10, standart olarak kullanilan
BHA, BHT, Askorbik asit ve a-tokoferoliin lipid peroksidasyonlart ise sirasiyla %56.81+0,21,
%51.42+40,40, %69.44+0,38, %74,28+0,23 olarak belirlendi.
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Sekil 44. Uvez ekstraktlar1 ve standartlarimin 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 45. Uvez ekstraktlariin 100 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunu

inhibe yiizdelerinin standart antioksidanlar ile degerlendirilmesi

Sekil 45°e gore 100 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan iivez meyvesinin su ve
aseton ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme miktarlar: sirasiyla %80.72+0,70 ve
%77.51+0,21, livez ¢iceginin aseton ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme miktari
%81.57%0,77, standart olarak kullanilan BHA, BHT, Askorbik asit ve a-tokoferoliin lipid
peroksidasyonunu inhibe etme miktarlar1 ise sirasiyla %60.081£0,12, %54.82+0,40,
%71.72+0,64, %73.88+0,18 olarak belirlendi.
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Sekil 46. Uvez ekstraktlar1 ve standartlarmin 150 pg/mL konsantrasyonlarindaki

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 47. Uvez ekstraktlarimin 150 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunu

inhibe yiizdelerinin standart antioksidanlar ile degerlendirilmesi

Sekil 47°ye gore 150 yg/mL konsantrasyonunda hazirlanan {ivezin meyvesinin su ve
aseton ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri sirasiyla %83.83+0,41 ve
%81.50+0,69, iivezin g¢iceginin aseton ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme
miktar1 %84.9210,55, standart olarak kullanilan BHA, BHT, Askorbik asit ve a-tokoferoliin
ise lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdelerinin sirasiyla %68.59+0,52, %77.30+0,30,
%75.4310,23, %78.08+0,84 oldugu belirlendi.
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Sekil 48. Uvez ekstraktlar1 ve standartlarmin 200 pg/mL konsantrasyonlarindaki

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 49. Uvez ekstraktlarimin 200 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunu

inhibe etme yiizdelerinin standart antioksidanlar ile degerlendirilmesi

Sekil 49’a gore 200 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan iivez meyvesinin su ve
aseton ekstraktlariin lipid peroksidasyonunu inhive etme miktarlar sirasiyla %83.31+0,24 ve
%81.331£0,04 iken, iivezin ¢igeginin aseton ekstraktinin lipid peroksidasyonu inhibisyonu
%84.59+0,72, standart olarak kullanilan BHA, BHT, Askorbik asit ve o-tokoferoliin lipid
peroksidasyonunu inhibe etme oranlar1 ise sirasiyla %69.88+0,72, %76.53+0,94,
%77.37+0,08, %76.95+0,51 olarak belirlendi.
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Sekil 50. Ekstraktlarin ve standartlarin 250 pg/mL konsantrasyonlarindaki linoleik asit

peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 51. Ekstraktlarin 250 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe

etme yiizdelerinin standart antioksidanlar ile degerlendirilmesi

Sekil 51°e gore 250 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan tivezin meyvesinin su ve
aseton ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme oranlar sirasiyla %83.47+0,88 ve
%80.2210,89, iivezin g¢iceginin aseton ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme
yiizdesi %84.97+0,95 iken, standart olarak kullanilan BHA, BHT, Askorbik asit ve a-
tokoferoliin lipid peroksidasyonunu inhibe etme miktarlar1 ise sirasiyla %69.7910,10,
%74.5410,17, %75.4740,82, %75.99£0,05 olarak belirlendi.
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HIiDROKSIL RADIKALI GIDERME AKTIVITESI

Uvez ekstraktlarmin hidroksil radikalini giderme aktivitesi, Fe**/askorbat/EDTA/H,0,
sistemi ile olusturulan hidroksil radikallerinin deoksiribozu bozundurmasi ile meydana gelen

tiyobarbitiirik asit reaktif tirtinlerinin 532 nm’de 6l¢limii ile belirlenmistir.

Standart olarak BHT kullanildi. Ekstraktlarin hidroksil radikalini gidermeleri
aktiviteleri asagidaki grafige gore belirlendi (Sekil 52).
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Sekil 52. Uvez ekstraktlarimin hidroksil radikali giderme aktiviteleri

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin  50-250 pg/mL  konsantrasyonlarindaki
hidroksil radikali giderme aktiviteleri sirasiyla; %12.5+£0,41, %14.82+0,14, %20.11+0,22,
%25.89+0,28, %28.57+0,71 olarak belirlendi.

Uvezin gigeginin aseton ekstraktin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil
radikali giderme aktiviteleri ise sirasiyla; %10.71£0,42, %14.284+0,57, %16.60+0,71,
%18.75+0,88, %23.21+0,42 olarak bulundu.

Uvezin meyvesinin ise su ekstraktiin 50-250 yg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil
radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla; %24.46+0,42, %26.78+0,57, %30.72+0,25,
%31.07+0,14, %33.92+0,85 olarak arttig1 tespit edildi.
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Standart olarak kullanilan BHT nin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil
radikali giderme aktivitesinin sirasiyla; %17.85+0,71, %33.3940,28, %41.25+0,15,
%52.6710,85, %62.510,32 seklinde konsantrasyon arttik¢a arttig1 tespit edildi.

OHe radikalinin %50’sini gidermek i¢in gerekli konsantrasyon olan ECsy degerleri

hesaplanarak sonuglar degerlendirilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Hidroksil radikali verilerinden hesaplanan ECs, degerleri

ECso (Mg/mL)

Ekstraktlar

Meyve-su Cicek-aseton Meyve- aseton

12.48+0,81 7.80+0,25 10.14+0,29

Standart

BHT

14.62+0,57

Tablo 11°de goriildiigli gibi diisiik ECsg degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin
belirtisi oldugu goriisiinden hareketle, en diisiik ECsp degerinin meyve-su ekstraktinda oldugu,

dolayisiyla en yiiksek radikal giderme aktivitesine meyve-su ekstraktinda rastlandig saptandi.
BAKIR iYONLARINI INDIRGEME POTANSIYELI (CUPRAC METODU)

Cu(Il) iyonlarmi indirgeme kapasitesine dayanarak toplam antioksidan miktarini
O0lcmeye yarayan bir yontemdir. Ayrica Cu(Il) serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirarak

katalizor gorevi de gortir.

Metodun sonucunda 450 nm’de okunan yiiksek absorbans yiiksek bir indirgeme
giicliniin  gostergesidir. Ekstraktlarin bakir iyonlarin1 indirgeme giicii konsantrasyon-

absorbans grafigi Sekil 53’te verilmistir.
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Sekil 53. Ekstraktlarin ve askorbik asidin bakir iyonlarim indirgeme giicii

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki bakir
iyonlarin1 indirgeme giicli sirastyla 0.344+0,038, 0.488+0,021, 0.532+0,030, 0.718+0,009,
0.853+0,050 olarak belirlendi.

Uvezin meyvesinin su ekstraktinin  50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki bakir
iyonlarini indirgeme giicii ise sirastyla 0.397+0,065, 0.556+0,081, 0.612+0,066, 0.778+0,070,
0.885+0,016 olarak tespit edildi.

Uvezin ¢igeginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki bakir
iyonlarini indirgeme giiciiniin sirasiyla 0.360+0,039, 0.491+0,072, 0.544+0,040, 0.720+0,020,
0.867%0,071 oldugu bulundu.

Ekstraktlarin ECsp degeri hesaplanarak da sonuglar degerlendirildi (Tablo 12).

Tablo 12. Bakir iyonlarini indirgeme giicii sonu¢larindan hesaplanan ECs, degerleri

ECso (g/mL)

Ekstraktlar

Meyve-su Cicek-aseton Meyve- aseton

0,231+0,025 0,206+0,075 0,223+0,025

Standart

Askorbik Asit

0,348+0,075
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Tablo 12’ye gore; calisilan ekstraktlar iginde en diisiik ECso degeri ¢igek-aseton
ekstraktinda, en yiiksek ECsq degeri askorbik asitte tayin edildi.

LC-MS/MS YONTEMI iLE FENOLIK MADDE ANALIZi

Bitki ekstraktinin fenolik madde analizi Petra ve arkadaslariin belirledikleri metoda
gore yapildi. Toplam fenolik madde iceriginin belirlenmesinde ve diger antioksidan aktivite
denemelerinde ekstraktlar iginde en yiiksek aktivite meyvenin su ekstraktinda oldugu igin
fenolik madde analizinde bu ekstrakt kullanilmistir. Ekstraktin i¢erdigi fenolik madde miktari

ppb olarak belirlenmistir.

Tablo 13. Uvezin meyve ekstraktindan elde edilen fenolik maddeler ve
konsantrasyonlari

Bulunan Fenolik Maddeler Konsantrasyon (ppb)
Gallik asit 33,3328
Protokatekuik asit 3110,1348
Salisilik asit 472,5628
Siringik asit 468,5860

Rutin 158,2384
Absisik asit 1832,3300
Jasmonik asit 5,1800

GSH 3,2825

GSSG 7,4536

Target Compound  Gallic Add
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Sekil 54. Uvezin meyve ekstraktimin gallik asit spektrumu
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Sekil 55. Uvezin meyve ekstraktimin protokatekuik asit spektrumu
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Sekil 56. Uvezin meyve ekstraktinin salisilik asit spekturumu

Target Compound  Syringic Acid
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Sekil 57. Uvezin meyve ekstraktinin syringik asit spektrumu
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Target Compound  Rutin

-MRM (609.0 -> 299.9) Sivi-1.d
2 %102 | *3.977 min.
3
8
4
3_
2_
14
05 T T T T T
38 39 4 471 42
Acquisition Time (min)

609.0>2999 . 609.0-> 2709
x10 2| Ratio = 69.6(131.6%)
14
02
06
04
024
D_
024

Relative Abundance (%)

 —

S——Y

T T T T T T
38 35 4 41 42
Acquisition Time (min}

Sekil 58. Uvezin meyve ekstraktimin rutin spektrumu
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Sekil 59. Uvezin meyve ekstraktinin absisik asit spektrumu
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Sekil 60. Uvezin meyve ekstraktinin jasmonik asit spektrumu
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Sekil 61. Uvezin meyve ekstraktinin GSH spektrumu
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Sekil 62. Uvezin meyve ekstraktinin GSSG spektrumu
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Tablo 14. Uvezin meyvesinde bulunan 9 énemli fenolik bilesigin ahkonma siireleri ve

m/z degerleri

Pik Bilesik Alikonma [M-H]
degeri siiresi (m/z)
1 Gallik asit 1,694 169
2 Pr_otokatekuik 1,823 153
asit
3 Salisilik asit 3,771 137
4 Siringik asit 3,778 197
5 Rutin 3,968 609
6 Absisik asit 4,386 263
7 Jasmonik asit 4,481 209
8 GSH 4,949 306
9 GSSG 5,037 611
KLOROFIL TAYINi

Klorofil fotosentez islemi icin gerekli olup yesil bitkilerde bulunan pigmentler

karigimidir. Klorofil a (mavi-yesil renkli) ve klorofil b (sari-yesil renkli)’ den olugsmustur.

Uvez yapragimin klorofil miktari yas agirlig1 esas almarak mg/yas kg olarak hesaplandi

(Sekil 63).

Uvez yagragmin, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigi sirasiyla 10.8594
mg/kg(yas), 4.7837 mg/kg(yas), 15.6390 mg/kg(yas) olarak belirlenmistir.
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Sekil 63. Uvez yapraginin klorofil icerigi
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TARTISMA

Bu calismada iivez (S. domestica) meyvesinin su ve aseton, ¢igeginin ise aseton
ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlari tayin edilerek ekstraktlarin

antioksidan aktiviteleri ¢esitli metodlar kullanilarak incelenmistir.

Uvez meyvelerinden elde edilen su ve aseton ekstraktlarinin ekstraksiyon verimleri
sirasiyla 327.36 mg/g, 148.37 mg/g ekstrakt olarak, ¢i¢eginin aseton ekstraktinin ekstraksiyon
verimi 61.708 mg/g ekstrakt olarak bulundu. En yiiksek ekstraksiyon veriminin meyvenin su

ekstraktinda oldugu gozlemlendi.
TOPLAM FENOLIK BILESIK (TPC) TAYINi

Yapilan c¢aligmada sekil 26’°ya gore fenolik madde miktar1 gallik asit ekivalenti
cinsinden iivez meyvesinin aseton ve su ekstraktlarinin sirasiyla 41.48+0,53 mg/g, 43.71+,83
mg/g, ¢igeginin ise aseton ekstraktinin 42.37+£0,68 mg/g ekstrakt oldugu belirlendi. Fenolik
madde igerikleri gallik asit esdegeri olarak meyve-su>¢igek-aseton>meyve-aseton seklinde

bir azalma gostermektedir.

Uvez meyvesinin piroketasol ekivalenti cinsinden fenolik madde miktar1 Sekil 27°ye
gore aseton ve su ekstraktlariin sirasiyla 26.71£0,33 mg/g, 28.14+0,08 mg/g, ¢igeginin
aseton ekstraktinin 27.28+0,24 mg/g ekstrakt oldugu belirlendi. Fenolik madde igerikleri
pirokatesol esdegeri olarak meyve-su>¢icek-aseton>meyve-aseton seklinde bir azalma

gostermektedir.
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Sanchez-Salcedo vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada gallik asit ekivalenti
cinsinden beyaz dut ve kara dutun su ekstraktlarmin toplam fenolik madde igeriklerini
sirasiyla 12.81+0,14 ve 13.48+0,46 mg/g kuru agirlik olarak belirlemislerdir (60).

Can ve Hasbal (2013) calismalarinda ak¢aagac yaprakli {ivez bitkisinin su ve aseton
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigini gallik asit cinsinden sirasiyla 20.44+0,910 ve
8.38£1,151 mg/g olarak belirlemislerdir (19). Calisma sonuglarimiza gore en yiiksek fenolik

madde igerigi meyvenin su ekstraktinda gézlenmistir.
TOPLAM FLAVONOID iCERIGININ TAYINi

Yapilan bu caligmada sekil 30’a gore flavonoid madde miktar1 gallik asit ekivalenti
cinsinden iivez meyvesinin aseton ve su ekstraktlarinin sirasiyla 76.75+0,96 mg/g, 80.53+1,00
mg/g, ¢igeginin ise aseton ekstraktinin 73.91£1,21 mg/g ekstrakt oldugu belirlendi. Flavanoid
madde igerikleri gallik asit esdegeri olarak meyve-su>meyve-aseton>¢icek-aseton seklinde

bir azalma gostermektedir.

Uvezin meyvesinin flavonoid madde icerikleri kuersetin ekivalenti cinsinden Sekil
31’e gore aseton ve su ekstraktlarinin sirasiyla 122.81+0,82 mg/g, 123.96+0,61 mg/g,
ciceginin ise aseton ekstraktinin 121.96+0,67 mg/g ekstrakt oldugu belirlendi. Ekstraktlarin
flavanoid madde igerikleri Kuersetin esdegeri olarak meyve-su>meyve-aseton>¢igek-aseton

bir azalma gosterdigi tespit edildi.

Can ve Hasbal (2013) ¢alismalarinda S. torminalis bitkisinin su, etil asetat, metanol ve
aseton ekstraktlarinin toplam flavanoid madde igerigini katesin ekivalenti cinsinden sirasiyla
12.1942,005, 1.61+0,410, 1.73+0,612, 2.00£0,214 mg/g olarak bulduklarini bildirmislerdir
(19).

Mahmoudi vd. (2016) ¢alismalarinda 10 farkli incir (Ficus carica L.) tiiriiniin; Onk
Elhamam, Hamra, Zarrouk, Boughandjo, Safra, Bidha, Chatwi, Bither, Bakkor, Dhokkar
tiirlerinin toplam flavonoid madde igerigini kuersetin esdegeri olarak sirasiyla 12.558+0,116,
12.492+0,093, 11.700+0,132, 14.455+0,396, 16.093+0,166, 15.446+0,040, 16.211+0,156,
13.980+0,060, 14.795+0,306, 11.667+0,041 mg/g ekstrakt olarak belirlemislerdir (43).
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DEMIR (IT) IYONLARINI SELATLAMA AKTIiVITESI

Ekstraktlarin ve standart ¢ozeltilerin metal selatlama aktivitesi artan konsantrasyonla
birlikte artis gdstermistir. Uvezin meyvesinin aseton ve su ekstraktlari ile ¢igeginin aseton
ekstraktinin metal selatlama kapasitesi Sekil 32°de gosterilmistir. Uvezin meyvesinin aseton
ekstraktinin  50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla %27.77£0,85, %28.9610,92,
%30.55+0,47, %32.14+0,19, %33.73+0,23 selatlama aktivitesi, meyvesinin su ekstraktinin
50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla %34.52+0,81, %36.50+0,77, %38.09+0,53,
%39.28+0,44, %40.47+0,88 selatlama aktivitesi, ¢igeginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL
konsantrasyonlarinda sirasiyla %31.34%0,78, %33.33+0,26, %34.92+0,38, %36.90+0,07,
9%38.49+0,41 Fe®* selatlama aktivitesi gdsterdigi tespit edilmistir.

Ekstraktlardan meyve su ekstraktinin diger ekstraktlara gore daha yiiksek selatlama
aktivitesi gosterdigi ve ayrica ¢alisilan standartlara yakin degerlerde aktiviteye sahip oldugu

ama EDTA kadar iyi olmadig1 belirlenmistir.

Adjimani ve Asare (2015) calismalarinda 2,3-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit,
desferroksamin B ve benzohidroksamik asitin EDTA’ya gore Fe? iyonlarint selatlama
aktivitelerini kiyaslamislar ve desferroksamin B’nin %93,7, benzohidroksamik asitin %61,5,
kafeik asitin %24,4, 2,3-dihidroksibenzoik asitin %5,0 oldugunu ama EDTA kadar iyi

olmadigini belirlemislerdir (1).
DPPHe RADIKALI GIDERME AKTiVITESININ TAYINi

Calismamizda ekstraktlarin radikal giderme kapasitelerine ait grafikler Sekil 33’te
goriilmektedir. Buna gore artan konsantrasyonla birlikte radikal giderme aktivitesinde de bir

artis gorilmiustiir.

Uvezin meyvesinin aseton ekstraktin 50-250 ug/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla
%22.5840,06, %25.44+0,41, %27.41+0,93, %29.03+0,22, %31.45+0,16 oraninda radikal
giderme aktivitesi, meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla
%37.90+0,32, %39.51+0,61, %41.12+0,90, %42.74+0,19, %44.35+0,48 radikal giderme
aktivitesi, cigeginin aseton ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasyla
%26.6110,29, %28.22+0,58, %30.64+0,51, %32.25+0,80, %34.67+0,77 radikal giderme
aktivitesi tespit edildi. Ekstraktlarin radikal giderme aktivitelerinin sirasiyla meyve-su>¢icek-

aseton>meyve-aseton seklinde azaldig1 tespit edildi.
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Topgu ve Yilmaz (2011) nemrut pisigi (Nepata sorgeare) bitkisinin metanol
ekstraktinin  DPPHe  radikali giderme aktivitesinin 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda sirastyla %9.050, %21.680, %40.180, %61.640 oranlarinda oldugunu ve
kum pisigi (Nepata obtusicrena) bitkisinin metanol ekstraktinin DPPHe radikal giderme
aktivitesinin ise 10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla %10.600, %25.820,
%45.820, %68.660 oldugunu belirlemislerdir (68).

Sanchez-Salcedo vd. (2015) tarafindan beyaz dut ve kara dutun DPPHe radikal
giderme aktivitelerinin sirasiyla %12.64£0,22 ve %10.6210,26 oldugu hesaplanmistir (60).

Yapilan ¢alismada tablo 5’¢ gore DPPHe radikali giderme aktivitesi verilerinden
hesaplanan ECso degerleri iivezin meyvesinin aseton ve su ekstraktlart igin sirasiyla

14.08+0,44 ve 9.86+0,25, ¢igeginin aseton ekstraktinin ise 10.66+0,75 olarak belirlendi.

Termentzi vd. (2006) Sorbus domestica meyvelerinin su ekstraktinin farkli olgunluk
asamalarinda DPPHe radikali giderme aktivitesi sonuglarinin ECsy degerlerini 6.29+0,20,
4.829+0,12, 3.72+0,08 olarak belirlemislerdir (66).

Calisma sonuglarimiza gore en yiiksek ECsp degerinin {ivezin meyvesinin Su

ekstraktinda oldugu gozlenmistir.
H,0, GIDERME AKTiVITESININ TAYIiNi

Ekstraktlar ile standartlarin H,O, giderme aktiviteleri Sekil 34’te gosterilmistir.
Grafikten de goriildiigii lizere ¢alismamizda kullanilan ekstraktlarin ve standartlarin H,O,
giderme aktiviteleri konsantrasyona bagimlidir. 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda
hazirlanan standart ve ekstraktlar iginde en yiiksek aktiviteyi meyvenin aseton (%34.37+0,72)

ekstrakti gdstermistir.

Uvez ekstraktlarinin H,O, giderme etkisi meyve-aseton>meyve-su>¢igek-aseton
seklinde bir azalma gosterdi. Calisilan ekstraktlarin 50 pg/mL konsantrasyonlari ile
standartlarin ayni1 konsantrasyonunun H,O, giderme aktiviteleri karsilastirildiginda; meyve-
aseton>meyve-su>¢icek-aseton>BHA>BHT>A Asit>a-tokoferol  seklinde bir azalma

gosterdigi bulundu.

Adjimani ve Asare (2015) c¢alismalarinda 2,3-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit,
desferroksamin B ve benzohidroksamik asiti H,O, giderme aktivitesinin tayininde kullanilmig
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ve en yliksek aktiviteyi kafeik asitin (%99,8) gosterdigi tespit edilmistir. Buna en yakin degeri
ise benzohidroksamik asidin (%99,2) izledigi bildirilmistir (1).

TOPLAM FERRIK iYONLARINI (Fe*®) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Ekstraktlar ve standartlarin indirgeme kapasiteleri Sekil 35°te gosterilmistir. Grafikten
gorildiigli gibi, standartlarin artan konsantrasyon ile birlikte artan bir indirgeme kapasitesinin
oldugu ancak ektraktlarn Fe**"ii standartlar kadar etkili indirgeme kapasitesi gostermedigi

belirlenmistir.

Uvezin meyvesinin su ekstraktmim 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin Fe** iyonlarini
Fez+’ye indirgeme  kapasiteleri sirasiyla  0.060+0,007, 0.071+0,009, 0.079%0,002,
0.086+0,004, 0.097+0,018, meyvesinin  aseton  ekstraktinin  50-250  pg/mL
konsantrasyonlarimin Fe®* iyonlarmi indirgeme kapasitelerinin ise sirasiyla 0.050+0,010,
0.062+0,013, 0.069+0,015, 0.081+0,011, 0.090+0,018, ¢igeginin aseton ekstraktinin 50-250
Mg/mL konsantrasyonlarinin Fe®* iyonlarin1 indirgeme kapasitesi acisindan sirasiyla

0.057+0,021, 0.068+0,026, 0.074+0,030, 0.084+0,049, 0.093+0,081 oldugu tespit edilmistir.

Ekstraktlarin indirgeme kapasitelerinin birbirine yakin, standartlarin indirgeme
kapasitelerinin birbirine yakin degerlerler aldigi gozlemlendi. Ekstraktlarin da ferrik
iyonlarini indirgeme kapasitesinin meyve-su>¢igek-aseton>meyve-aseton seklinde azaldigi,
standartlarin  ferrik iyonlarin1 indirgeme kapasitesinin ise BHA>BHT>a-tokoferol>a.a

seklinde bir azalma gosterdigi belirlendi.

Hasbal vd. (2015) ak¢aaga¢ yaprakli tivez (Sorbus torminalis) bitkisinin su, etil asetat,
aseton ve metanol ekstraktlarinin ferrik iyonlari indirgeme kapasitelerini sirasiyla 3.51+0,060,
1.60+0,060, 1.17+0,027, 0.45£0,020 olarak tespit etmislerdir (36). Yapilan bu ¢aligmada da

en yuksek indirgeme potansiyeli su ekstraktinda gézlenmistir.
SUPEROKSIT ANYON RADIKALINi GIDERME AKTIiVITESININ TAYINi

Ekstraktlar ile standartlarin siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi Sekil 36’da
gosterilmistir. Grafikten goriildiigii lizere artan konsantrasyon ile birlikte artan siiperoksit
radikal giderme aktivitesi tespit edildi. Bu metodta azalan absorbans siiperoksit radikallerinin
giderildiginin gostergesidir. Ekstrakt ve standartlarin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
caligilmistir.
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Uvezin meyvesinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarmin siiperoksit
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla %36.77£0,91, %37.43+0,19, %38.08+0,48,
%038.73+0,77, 0039.06+0,42, ¢igceginin aseton ekstraktinin 50-250 Mg/mL
konsantrasyonlarinin  siiperoksit radikali giderme aktiviteleri sirasiyla %36.99+0,67,
%37.9710,60, %38.52+0,01, %39.3940,06, %39.71+0,73, meyvesinin aseton ekstraktinin 50-
250 pg/mL konsantrasyonlarnin siiperoksit radikali giderme aktiviteleri ise sirasiyla

%34.71+0,16, %35.47+0,33, %35.79+0,97, %36.23+0,50, %36.45+0,26 olarak belirlendi.

Calisilan ekstraktlarin 100 pg/mL konsantrasyonlari ile standartlarin siiperoksit anyon
radikali giderme aktiviteleri karsilastirildiginda; A.Asit>BHA>BHT>CA>MS>MA seklinde

bir azalma oldugu belirlendi.

Hasbal vd. (2015) akgaagag yaprakli iivez (Sorbus torminalis) bitkisinin su, etil asetat,
aseton ve metanol ekstraktlarinin = siiperoksit anyon radikali giderme aktiviteleri
karsilagtirildiginda; quersetin>etil asetat>su>aseton>metanol seklinde bir azalma oldugunu
belirlemislerdir (36).

ABTSe' RADIKALI GIDERME AKTIiVITESININ TAYINi

Ekstraktlarm ABTSe" radikalini giderme aktivitelerinin konsantrasyona bagl oldugu
bulunmustur. Bu metodta artan absorbans ABTSe" radikallerinin giderildigi anlamina
gelmektedir. Ekstraktlarin ve standartlarin hepsi meyvenin aseton ekstraktindan daha diisiik
oranda ABTSe" radikali giderme aktivitesi gdstermistir. ABTS<" radikali giderme aktiviteleri
karsilagtirildiginda standartlarin BHA>A.Asit>BHT>a-tokoferol, ekstraktlarin ise meyve-

aseton>cicek-aseton>meyve-su sirasinda bir azalma gosterdigi belirlenmistir.

Alanon vd. (2011) ak mese (Quercus alba), sapsiz mese (Quercus petraea), pyrenean
mesesi (Quercus pyrenaica), sapli mese (Quercus robur), anadolu kestanesi (Castanea sativa),
kiraz (Prunus avium) olmak iizere bu bitki tiirlerinin ABTS+" radikali giderme aktivitelerini
sirastyla; 0.2840,00, 1.34+0,12, 1.39+0,08, 2.21+0,08, 1.32+0,05, 0.124+0,01 olarak
belirlemislerdir (4).

Hasbal vd. (2015) akg¢agag yaprakli tivez (Sorbus torminalis) bitkisinin su, etil asetat,
aseton ve metanol ekstraktlarinin ABTSe" radikali giderme aktivitesini sirastyla 1.37%0,051,
0.94+0,0470, 0.71+0,091, 0.50+0,084 olarak tespit etmislerdir (36).
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ABTSe" radikali icin ECs degerleri iivezin meyvesinin su ekstraktinin 10.97+0,25,
aseton ekstraktinin  9.14+0,50, ¢igeginin aseton ekstraktinin ise 10.73x075 olarak
belirlenmistir. Standartlarin BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit igin ise sirasiyla;
6.48+0,25, 5.07+0,50, 5.65+0,50, 6.35+0,45 olarak tespit edilmistir.

Hasbal vd. (2015) akcaaga¢ yaprakli tivez (Sorbus torminalis) bitkisinin su, etil asetat,
aseton ve metanol ekstraktlarmim ABTSe" radikali icin ECsp degerlerini sirasiyla 5.30+0,166,
9.30+0,449, 13.23+0,341, 27.53%£4,097 kuersetin ve a-tokoferol standartlar1 igin ise
0.12+0,001, 0.49+0,035 olarak belirlemislerdir (36).

FOSFOMOLIBDEN METODU iLE TOPLAM ANTIiOKSIiDAN AKTIVITE
TAYINI

Konsantrasyon artis1 ile birlikte {iivez ekstraktlarinin da toplam antioksidan
aktivitelerinin arttigi gozlemlendi. Calismamizda standart antioksidan olarak o-tokoferol
kullanildi. Ekstraktlarin ve a-tokoferoliin toplam antioksidan aktiviteleri a-tokoferol>meyve-

su>¢igek-aseton>meyve-aseton sirasinda bir azalma gosterdi.

Basak vd. (2008) topajdarbasi (Lallemantia canescens L.) bitkisinin ve kallus doku
kiiltiiriintin  fosfomolibden metoduna gore toplam antioksidan aktivitelerini sirasiyla

5.483+0,232 mg AE/mL, 4.615+0,283 mg AE/mL olarak belirlemislerdir (65).
ANTOSIYANIN TAYINIi

Bu metoda gore livez ekstraktinin antosiyanin igerigi katesin ekivalenti olarak
hesaplandi. Katesin standart grafik denklemi y=0,003x-+0,0034 bulundu. Meyvenin su
ekstraktinin antosiyanin igerigi katesin ekivalenti olarak 19.224+0,12 mg KE/g, aseton
ekstraktinin antosiyanin igerigi katesin ekivalenti olarak 15.85+0,20 mg KE/g, ¢igeginin
aseton ekstraktinin ise antosiyanin icerigi katesin ekivalenti olarak 14.05+0,33 mg KE/g

olarak belirlendi.

Eksi ve Damar (2010) visne suyunun antosiyanin profilinin belirlenmesi i¢in yaptiklar
calismada 10 farkli fraksiyon i¢in sirasiyla 5.6 - 6.6 - 7.4 - 6.0 - 5.6 - 4.4 -5.1-9.9 - 3.7 ve
3.4 mg KE/L cinsinden belirlemislerdir (27).
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Ozen ve Akbulut (2008) dut suyunun antosiyanin iceriginin belirlenmesi igin
yaptiklar1 ¢aligmada etanol ekstraktinin antosiyanin miktarini iki farkli 6rnek igin sirasiyla

363.702 mg KE/L ve 371.717 mg KE/L cinsinden belirlemiglerdir (49).

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIK TiYOSIYANAT (FTC) METODU
ILE TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIiVITE TAYINi

Ferrik tiyosiyanat (FTC) metoduna goére belirlenen lipid peroksidasyonu, Sekil 43’te
goriildiigii gibi 50 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarin ve standartlarin lipid
peroksidasyonunu inhibe etme oranlar1 sirasiyla cicek-aseton>meyve-su>meyve-aseton>a-
tokoferol>Askorbik Asit>BHA>BHT seklinde bir azalma gostermektedir.

Sekil 45°te goriildiigli gibi 100 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarin ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme miktarlar1 sirasiyla ¢igek-aseton>meyve-

su>meyve-aseton>a-tokoferol>Askorbik Asit>BHA>BHT seklindedir.

Sekil 47°de gorildigi gibi 150 pg/mL Konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarin ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri ise sirasiyla gigek-aseton>meyve-
su>meyve-aseton>a-tokoferol>BHT>Askorbik Asit>BHA seklinde azalmistir.

Sekil 49’da gorildigi gibi 200 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarin ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme sirasi ¢igek-aseton>meyve-su>meyve-

aseton>Askorbik Asit>a-tokoferol>BHT>BHA seklinde bulunmustur.

Sekil 51°de gorildigi gibi 250 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarin ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme sirasi ¢igek-aseton>meyve-su>meyve-

aseton>a-tokoferol>Askorbik Asit>BHT>BHA seklinde belirlenmistir.

Sekillerden de gorildiigi lizere tiim konsantrasyonlarda en yiiksek lipid
peroksidasyonunu inhibe etme yiizdesi ¢igek-aseton ekstraktinda tespit edilmistir. Ayrica tim
konsantrasyonlarda ekstraklarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdelerinin ¢icek-
aseton>meyve-su>meyve-aseton seklinde birbirleri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica
tim konsantrasyonlarda standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme ylizdelerinin

ekstraktlar ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

Rezaeizadeh vd. (2011) kudret narmin (Momordica charantia) metanol ve kloroform

ekstraktlarimin ve BHT, Vitamin E ve Vitamin C’nin lipid peroksidasyonunu inhibe etme
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miktarlarin1 24 saatte bir Ol¢lim alarak 192 saat boyunca takip etmisler, ekstraktlarin ve
standartlarin 168. saat sonunda lipid peroksidasyonunu inhibe etme oranlarin1 metanol ve
kloroform ekstraktlar1 i¢in sirasiyla %1.14+0,027, %1.68+0,052, standart olarak kullanilan
BHT, Vitamin E ve Vitamin C igin ise sirasiyla %0.08+£0,006, %0.65+0,072, %1.28+0,034
olarak belirlemislerdir (58).

HIiDROKSIL RADIKALI GIDERME AKTIVITESI

Sekil 52°de gorildigii gibi en yiiksek hidroksil radikali giderme aktivitesini standart
olarak kullanilan BHT gostermistir. Konsantrasyon artigi ile birlikte artan bir hidroksil
radikali giderme aktivitesi tespit edilmistir. 250 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan
ekstraktlarin ve standartin hidroksil radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla BHT>meyve-

su>meyve-aseton>¢icek-aseton seklinde bir azalma gdostermektedir.

Reaksiyon ortamindaki hidroksil radikalleri i¢in ECsy degerleri sirasiyla BHT
(14,62+0,57)>¢i¢ek-aseton(12.48+0,81)>meyve-aseton(10,14+0,29)>meyve-su(7,80+0,25)

seklinde belirlenmistir.

Radojkovic vd. (2016) beyaz dut ve kara dutun su ekstraktlarinin hidroksil
radikallerinin %50’sinin yok edilmesi igin gereken etkili antioksidan konsantrasyonu olan
ECso degerlerini sirasiyla 0.164+0,011 pg/mL, 0.159+0,089 pg/mL, BHT igin 0.149+0,008
Mg/mL olarak belirlemislerdir (54).

BAKIR iYONLARINI INDIRGEME POTANSIYELI (CUPRAC METODU)

Ekstraktlarin bakir iyonlarini indirgeme giicii Cardenas ve arkadaslarinin metoduna
gore belirlendi. Sekil 53’te goriildiigii gibi en yiiksek bakir iyonlarini indirgeme giiciinii
standart olarak kullanilan Askorbik asit gostermistir. Konsantrasyon artisi ile birlikte artan bir
indirgeme potansiyeli tespit edilmistir. 200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlarin
ve askorbik asidin bakir iyonlarini indirgeme giicii sirasiyla Askorbik asit >meyve-su>¢icek-

aseton>meyve-aseton seklinde bir azalma gdstermektedir.

Reaksiyon ortamindaki bakir iyonlarinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu olan ECsy degerleri sirasiyla Askorbik asit>CA>MA>MS
seklinde bir azalma gostermektedir fakat diisilk ECso degeri yliksek indirgeme giiciiniin bir

gostergesidir.
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Aktiimsek ve Arkan (2011) defnenin (Daphne Sericea) hekzan, etilasetat, metanol,
etanol ekstraktlari ile askorbik asidin 50 pg/mL konsantrasyonunun bakir iyonlarini indirgeme
potansiyelini sirasiyla  %0.206+£0,004, %0.430+0,010, %0.354+0,009, %0.394+0,011,
%0.902+0,032 olarak belirlemislerdir (3).

LC-MS/MS YONTEMI iLE FENOLIiK MADDE ANALIZi

Uvezin meyve ekstraktinin LC-MS/MS yéntemine gore fenolik madde analizi Terpinc
ve arkadaslarinin belirlemis olduklar1 metoda gore yapildi. Sekil 54-62°de elde edilen fenolik
maddelerin spektrumlar1 gosterilmistir. Tablo 13’te goriildiigii gibi analizi yapilan meyve
ekstraktinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, salisilik
asit, siringik asit, rutin, absisik asit, jasmonik asit, glutatyon ve okside glutatyondur. Bu
fenolik maddeler iginde tivezin meyve ekstraktinda en fazla konsantrasyonda protokatekuik
asit (3110,1348 pg/kg) en diisiik konsantrasyonda ise GSH (3,2825 pg/kg) bulunmustur.

Meyve ekstraktindaki fenolik maddelerin konsantrasyona gore siralamasi yapildiginda
protokatekuik asit>absisik asit>siringik asit>salisilik asit>rutin>gallik asit>GSSG>jasmonik

asit>GSH seklinde azaldig: tespit edilmistir.

Radojkovic vd. (2016) tarafindan beyaz dut ve kara dutun su ekstraktlarinindan elde
edilen fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, katesin, kafeik asit, kafeik asit
tiirevleri, vanilik asit, klorogenik asit, epikatesin, rutin ve kuersetin tiirevleridir. Dut
ekstraktlarinda kafeik asidin yiiksek oranda bulundugu, klorogenik asidin ise diigiik

konsantrasyonda oldugunu bildirmislerdir (54).
KLOROFIL TAYINi

Taze iivez yapraginin klorofil miktar1 Sekil 63’e gore klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil igerigi cinsinden sirasiyla 10.8594, 4.7837 ve 15.6390 mg/kg yas agirlik olarak

bulunmustur.

Bastag ve Karacif (2012) elma ve armut yapraklarmin toplam klorofil miktarini
0.1624+0,019 mg/kg yas agirlik ve 0.210+0,025 mg/kg yas agirlik olarak hesaplamiglardir
(11).
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SONUCLAR

Viicudumuz gerek metabolizma sonucu, gerek cevresel sorunlar ya da cesitli
sebeplerden dolayr olusan serbest radikalleri yok etmek igin antioksidan sistemler ile
donatilmistir. Bu serbest radikaller yok edilmedigi siirece kalp-damar hastaliklari, kanser,
katarakt, norodejenaratif hastaliklar gibi daha birgok hastalik etkenlerinin olusmasina sebep

olmaktadirlar.

Son yillarda antioksidan aktiviteyle ilgili olan calismalarin artmasi bu hastaliklarin
tedavisinde alternatif tibba biiylik katki saglamis, dogal iiriinlere olan ilgiyi arttirmis ve dahasi
insanlarin bu dogal iiriinleri giinliik beslenmelerine de ilave etmelerine biiyiik oranda faydali

olmustur.

Antioksidan aktivite tayininde literatliirde bir¢ok yontem vardir ve her gegen giin
bunlara yenileri ilave edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda iilkemizde dogal olarak yetisen iivez
meyvesi ve ciceginin antioksidan aktivitesinin incelenip, literatiire kazandirilmasi

amaclandirilmstir.

Toplam fenolik madde tayininde standart olarak gallik asit ve pirokatesol kullanilarak
ekstraktlarin bu standartlar agisindan igerikleri tespit edildi. Gallik asit standart grafigi
y=0,0009x+0,0026, pirokatesol standart grafiginin ise y=0,0014x+0,002 oldugu bulundu.
Toplam fenolik madde tayininde gallik asit ekivalenti olarak en yiiksek miktarin meyvenin su
ekstraktinda (43,17+0,83 mg GAE/g), pirokatesol esdegeri olarak ise en yiiksek miktarin yine
meyvenin su ekstraktinda (28,14+0,08 mg PKE/g) oldugu belirlendi.
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Toplam flavonoid iceriginin belirlenmesinde standart olarak gallik ve quersetin
kullanildi. Gallik asit igin standart grafigin y=0,0006x+0,0005, quersetin i¢in ise standart
grafigin y=0,002x+0,0047 oldugu bulundu. Toplam flavonoid igeriginin tayininde gallik asit
ekivalenti olarak en yiiksek miktarin meyvenin su ekstraktinda (80,53+1,00 mg GAE/qg),
quersetin ekivalenti olarak ise en yiiksek miktarin yine meyvenin su ekstraktinda
(123,96+0,61 mg QUE/g) oldugu belirlendi.

Demir (1) iyonlarin1 selatlama aktivitesini belirlerken BHA, BHT, askorbik asit ve
EDTA standart olarak kullanildi. 50 yg/mL konsantrasyonunda standartlar arasinda en yiiksek
selatlama aktivitesini etkili bir selatlayici olan EDTA (%55,95+0,28), ekstraktlar iginde ise en
yiiksek selatlama aktivitesini meyvenin su ekstrakti (%34,52+0,81) gostermistir.

DPPHe- radikali giderme aktivitesinin tayininde standart olarak a-tokoferol, Askorbik
asit, BHA ve BHT kullanildi. 250 pg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek
radikal giderme aktivitesini BHT (%75,44+0,48), ekstraktlar iginde ise en yiiksek radikal
giderme aktivitesini meyvenin su ekstrakti (%44,351£0,48) gostermistir. DPPHe radikali
giderme aktivitesinden elde edilen ECsy degerleri i¢in en yiiksek degere BHA (19,55+0,59
pg/mL), en diisiik degere ise meyvenin su ekstraktinin (9,86+0,25 pg/mL) sahip oldugu tespit

edilmistir.

H,O, giderme aktivitesi tayininde BHT, BHA, askorbik asit ve a-tokoferol standart
olarak kullanildi. 100 pg/mL konsantrasyonda standartlar i¢inde en yiiksek H,O, giderme
aktivitesini BHA (%20.15+0,26), ekstraktlar i¢inde ise H,O, giderme aktivitesini meyvenin
aseton (%29.86+0,89) ekstrakti gostermistir.

Toplam ferrik iyonlarmi (Fe**) indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde standart
olarak BHT, BHA, Askorbik asit ve a-tokoferol kullanildi. 150 ug/mL konsantrasyonda
standartlar arasinda en yiiksek Fe** indirgeme kapasitesini BHA (0,144+0,078), ekstraktlar

arasinda ise meyvenin su (0,079£0,002) ekstraktinin gosterdigi bulunmustur.

Stiperoksit anyon radikali giderme aktivitesinin tayininde BHA, BHT ve askorbik asit
standart olarak kullanildi. 200 pg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek
stiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesine askorbik asit (%63,22+0,08) sahipken,

ekstraktlar i¢inde ise ¢igegin aseton (%39,39+0,06) ekstrakt1 sahiptir.
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ABTS" radikali giderme aktivitesi denemesinde BHA, BHT, a-tokoferol ve Askorbik
asit standart olarak kullanildi. 250 upg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek
ABTS-" radikali giderme aktivitesini BHA (%21.93+0,88), ekstraktlar icinde ise meyvenin
aseton (%39.91+0,85) ekstraktt gostermistir. ABTSe" radikali giderme aktivitesi igin
hesaplanan ECsy degerleri i¢inde BHA nin (6.48+0,25 pg/mL), meyvenin aseton ekstraktinin
ise (9.14£0,50 pg/mL) degere sahip oldugu tespit edildi.

Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde standart madde olarak
asborbik asit kullanildi. Askorbik asit standart grafigi y=0,003%+0,002 olarak belirlendi.
Askorbik asit ekivalenti cinsinden en yiiksek antioksidan aktivite miktari o-tokoferolde

belirlenmisken meyvenin su ekstraktinda 23,54 mg A.asit/g bulundu.

Antosiyanin tayininde standart olarak katesin kullanildi. Katesin standart grafik
denklemi y=0,003x+0,0034 bulundu. Katesin ekivalenti olarak en yiiksek miktarin meyvenin
su (19,22 mg KE/qg) ekstraktinda oldugu gézlemlenmistir.

Ferrik tiyosiyanat metodu ile toplam anitoksidan aktivite tayininde BHA, BHT,
Askorbik asit ve a-tokoferol standart olarak kullanildi. 50 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek
toplam antioksidan aktivitenin standartlar arasinda a-tokoferolde (%74,28+0,23), ekstraktlar
icinde ise ¢igegin aseton (%82,90£0,10) eckstraktinda oldugu gozlemlendi. 100 pg/mL
konsantrasyonda en yiiksek toplam antioksidan aktivite standartlardan a-tokoferolde
(%78,88+0,18), ckstraktlaridan c¢icegin aseton (%81,57+0,77) ekstraktinda bulundu. 150
Mg/mL  konsantrasyonda en yiiksek toplam antioksidan aktivite standartlar iginde a-
tokoferolde (%78,08+0,84), ekstraktlar arasinda ise ¢igegin aseton (%84,92+0,53)
ekstraktinda gozlemlendi. 200 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek toplam antioksidan aktivite
standartlardan askorbik asitte (%77,37+0,38), ekstraktlardan ¢igegin aseton (%84,39+0,72)
ekstraktinda tespit edildi. 250 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek toplam antioksidan aktivite
standartlar icinde o-tokoferolde (%75,99+0,05), eckstraktlar arasinda ¢icegin aseton
(%84,97+0,95) ekstraktinda gézlemlendi.

Hidroksil radikali giderme aktivitesi igin standart olarak BHT kullanildi. 200 pg/mL
konsantrasyonda standart olarak kullanilan BHT’nin hidroksil radikali giderme aktivitesi
%52,67+0,85, ekstraktlar arasinda ise en yiiksek hidroksil radikali giderme aktivitesinin
meyvenin su ekstraktinda (%31,07£0,14) oldugu gozlemlendi. Hidroksil radikali giderme
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aktivitesi sonuglarindan elde edilen ECsy degerleri hesaplanarak BHT igin (14,62+0,57
Mg/mL), meyvenin su ekstrakti i¢in ise (7,80£0,25 pg/mL) degeri tespit edildi.

Uvez ekstraktlarmim bakir iyonlarmi indirgeme giicii metodunda standart olarak
Askorbik asit kullanildi. 200 pg/mL konsantrasyonda standart olarak kullanilan Askorbik
asitin bakir iyonlarimi indirgeme giicii 1.315£0,017, ekstraktlar arasinda en yiiksek bakir
iyonlarim1 indirgeme giicii degerine meyvenin su ekstraktinin (0.885%0,016) oldugu
gbzlemlendi. Bakir iyonlarini indirgeme potansiyeli sonuglarindan ECsg degerleri askorbik
asidin degeri (0.348+,075 pg/mL), meyvenin su ekstraktinin ise (0.206£0,075) degerine sahip
oldugu tespit edildi.

LC-MS/MS ile iivezin meyve ekstraktinin fenolik madde analizinde standart olarak
2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-hidroksitrans sinnamik asit, absisik asit, kafeik asit, katesin,
klorojenik asit, ellagik asit, epikatesin, etilgallat, gallik asit, gibberallik asit, indol-3-asetik
asit, izo-hamnetin, kamferol, jasmonik asit, kumarin, lutolein, mirisetin, naringin, p-kumarik
asit, piropil gallat, protokatekuik asit, kuersetin, resveratrol, rutin, salisilik asit, sinapik asit,
siringik asit, trans ferulik, glutatyon ve okside glutatyon kullanildi. Bu analiz sonucunda
tivezin meyve ekstraktinda bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, salisilik
asit, siringik asit, rutin, absisik asit, jasmonik asit, glutatyon ve okside glutatyon oldugu tespit
edildi. Uvezin meyve ekstraktindaki protokatekuik asit (3110,1348 pg/kg) degeri ile en
yiiksek konsantrasyona sahipken, GSH’1n (3,2825 pg/kg) miktari ile diisiikk oranda bulundugu

belirlendi.

Klorofil a miktart 10,85 mg/kg yas agirlik, klorofil b miktar1 4,7837 mg/kg yas agirlik,
toplam klorofil miktar1 15,6390 mg/kg yas agirlik olarak bulundu.
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OZET

Ceylan, B. (2017). Uvez (Sorbus domestica L.) Ekstraktlarmin Antioksidan
Aktivitesinin Belirlenmesi. Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczacilik

Bilimleri Boliimii, Yiiksek Lisans Tezi, Edirne.

Uvez (Sorbus domestica L.) meyvelerinin ve ¢igeginin antioksidan aktivitesi su ve
aseton ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen ekstraktlarla incelendi. Ekstraktlarin toplam fenolik
bilesik tayini, toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi, demir (II) iyonlarini selatlama
aktivitesi, DPPH- radikali giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi, toplam ferrik iyonlarini
(Fe*") indirgeme kapasitesi, siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi, ABTS+" radikali
giderme aktivitesi, fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan miktari, antosiyanin igerigi,
klorofil igerigi, linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile toplam antioksidan
aktivitesi, hidroksil radikali giderme aktivitesi, LC-MS/MS ile fenolik madde analizi ve bakir
iyonlarimni indirgeme potansiyeli (CUPRAC metodu) tayin edildi.

En yiiksek ekstrakt verimini su ekstrakti (327,36 mg/g) gosterdi. En yiiksek toplam
fenolik bilesik ve toplam flavonoid miktarlarinin su ekstraktinda oldugu saptandi. Metal
selatlama aktivitesi tayininde, standartlara en yakin aktivite gosteren ekstrakt, meyvenin su

ekstraktidir.

DPPHe- radikali giderme aktivitesi tayininde, ekstraktlar arasinda en iyi aktiviteyi
meyvenin su ekstrakti gostermistir. HoO, giderme aktivitesi tayininde, meyvenin aseton

(%34.37+0,72) ekstrakti standartlardan daha yiiksek aktivite gostermistir.
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Indirgeme kapasitesi tayininde, ekstraktlarin standartlara gore daha diisiik aktiviteye
sahip oldugu gozlendi. Siiperoksit radikali giderme aktivisinde, ¢igcegin aseton ekstrakti diger

ekstraktlara gore daha yiiksek ordanda radikal giderme aktivitesi gosterdi.

ABTS+" radikali giderme aktivitesi tayininde, meyvenin aseton (%39.91+0,85)
ekstrakt1 standartlardan daha yiiksek aktivite gostermistir. Fosfomolibden metodu ile toplam
antioksidan aktivite tayininde meyvenin su ekstraktinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu

belirlendi.

Antosiyanin tayininde, en yiiksek antosiyanin miktart meyvenin su (19,22 mg KE/g)
ekstraktinda gbzlendi. Klorofil tayininde, toplam klorofil miktart (15,639 mg/kg) yas agirlik

olarak bulundu.

FTC metoduyla toplam antioksidan kapasitesi tayininde, ¢icegin aseton
(%84.97+0,95) ekstraktinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Hidroksil radikali
giderme aktivitesi tayininde, meyvenin su ekstrakti en yiiksek radikal giderme aktivitesi

gostermistir.

LC-MS/MS ile fenolik madde analizinde, en yliksek fenolik madde konsantrasyonu
protokatekuik asitte (3110,1348 pg/kg) gozlendi. Bakir iyonlarini indirgeme potansiyeli
(CUPRAC metodu) tayininde, en yiiksek indirgeme potansiyelini meyvenin su ekstrakti

gostermistir.

Uvez (Sorbus domestica L.) meyvelerinden ve ¢iceginden elde edilen tiim
ekstraktlarin antioksidan aktivite gosterdigi ve livez meyvesinin dogal bir antioksidan kaynagi

olarak kullanilabilecegi sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, fenolik bilesikler, serbest radikaller, Sorbus

domestica L., hidroksil radikali giderme aktivitesi.

Bu calisma, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 2017/74.
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SUMMARY

Ceylan, B. (2017). Determination of antioxidant activity of rowanberry (Sorbus
domestica L.) extracts. Trakya University Health Science Institute, Basic Pharmacy Sciences

Deparment, Master of science thesis, Edirne.

The antioxidant activity of (Sorbus domestica L.) fruit and flower was examined by
using extracts of water and acetone solvents. The extracts were analyzed for total phenolic
compound content, total flavonoid content determination, chelating activity of iron (I1) ions,
DPPH- radical scavenging activity, H.O, scavenging activity, total ferric ions (Fe**) reduction
capacity, superoxide anion radical scavenging activity, ABTS" radical scavenging activity,
total antioxidant activity by the phosphomolybdenum method, anthocyanin content,
chlorophyll content, ferric thiocyanate method in linoleic acid sytem, hydroxyl radical
scavenging activity, phenolic substance analysis by LC-MS/MS and reduction potential of

copper ions (CUPRAC method) were determined.

The highest extract yield was water extract (327,36 mg/g). The highest total phenolic
compound and total flavonoid contents were found in the water extract. In the determination
of metal chelating activity, the extract which is the closest to the standard is the water extract
of the fruit.

In determining DPPHe radical scavenging activity, water extract showed the best
activity among the extracts. In the determination of H,O, removal activity, the fruit aceton
(%34.37+0,72) extract had higher activity than the standard.

In the determination of the reduction capacity, the extracts were observed to have
lower activity than the standards. In superoxide radical scavenging activity, acetone extract of

the flower showed higher radical scavenging activity than the other extracts.
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In the determination of ABTSe" radical scavenging activity, fruit acetone
(%39.91+0,85) extract had higher activity than the standard. The total antioxidant activity was
determined by the phosphomolybdenum method and the fruit water extract had the highest

activity.

In the determination of anthocyanin, the highest amount of anthocyanin was observed
in fruit water (19.22 mg KE/g) extract. In chlorophyll determination, the total amount of

chlorophyll (15.639 mg/kg) was found to be wet weight.

Determination of the total antioxidant capacity by the FTC method revealed that the
extract of the flower acetone (%84.97+0,95) had the highest activity. In determining the
hydroxyl radical scavenging activity, the fruit water extract showed the highest radical

scavenging activity.

In the analysis of phenolic material by LC-MS/MS, the highest phenolic substance
concentration was observed in protocatechuic acid (3110,1348 pg/kg). In the determination of
the reduction potential of copper ions (CUPRAC method), the furit water extract showed the
greatest reduction potential.

All the extracts obtained from fruits and flowers rowanberry (Sorbus domestica L.)

showed antioxidant activity and the fruits could be used as a natural antioxidant source.

Key words: Antioxidant activity, phenolic compounds, free radicals, Sorbus domestica L.,

hydroxyl radical scavenging activity.

This work was supported by the Trakya University Scientific Research Projects Unit. Project
number: 2017/74.
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