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OZET

Bu calisma kapsaminda alabas (Brassica oleracea var. Gongylodes) bitkisinin
antioksidan aktivitesi ¢esitli metodlarla incelenmistir. Bu amagcla bitkinin taze yaprak ve
govdesinin ayr1 ayri, etanol, metanol, aseton ve su c¢oziiclileri kullanilarak
ekstraksiyonlar1 yapildi. Her bir ekstraktin Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) ile toplam
fenolik madde igerigi, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, indirgeme giicii, metal
iyonlarin1 selatlama kapasitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi ve B-Karoten
agartma yoOntemi kullanilarak antioksidan aktivitesi tayin edildi. Elde edilen sonuglar
standart madde olarak kullanilan C vitamini, E vitamini, BHA ve BHT ile

karsilastirilarak degerlendirildi.

Etanol, metanol, aseton ve su ile yapilan ekstraksiyonlar sonunda bitkinin
kurutulmus yaprak ve govdesinden ekstrakte edilebilen maddelerin yiizde verimi;

sirastyla % 3,05-% 8,619 arasinda bulunmustur.

Yaprak ve govde ekstraktlarinin fenolik madde icerikleri toplam fenolik madde
miktarlarmin gallik asit esdegeri olarak hesaplandi. En yliksek fenolik madde icerigi

yapragin aseton ekstraktinda tayin edildi.

DPPH radikali giderme aktivitesinin tayin sonuclari; gévde ekstraktlari arasinda
en iyi aktiviteye metanol ekstraktinin, yaprak ekstraktlar1 arasinda ise aseton ve etanol
ekstraktlariin sahip oldugunu gostermistir. Standart maddelere yakin aktivite gosteren

ekstraktlar; yapragin aseton, etanol ve metanol ekstraktlaridir.

Metal selatlama aktivitesi deneyinde, standartlara en yakin aktivite gosteren
ekstrakt yapragin su ekstraktidir. Yaprak ve govde kisimlar1 kendi aralarinda

kiyaslandiklarinda ise her ikisinde de en iyi aktiviteyi su ekstraktlar1 gostermistir.



il

B-Karoten agartma yontemi kullanilarak yapilan antioksidan aktivite tayininde
govde ekstraktlart aktivite gdstermezken, yaprak ekstraktlari aktivite gdstermistir. En

ylksek aktivite yapragin su ekstraktinda gozlenmistir.

Stiperoksit radikali giderme aktivitesi tayininde; elde edilen verilere gore yaprak
ve govde Ornegi ayrt ayri incelendiginde her ikisinde de en yiiksek aktiviteyi su

ekstraktlariin gosterdigi gozlenmistir.

Ekstraktlarin indirgeme giicii tayininde; ekstraktlarin aktiviteleri standartlarla
karsilastinlldiginda diistik aktiviteye sahip olduklar1 gozlendi. Kendi aralarinda

incelendiginde yapragin aktivitesinin gévdeden yiiksek oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Alabas, (Brassica oleracea var. Gongylodes), antioksidan

aktivite, DPPH radikali giderme aktivitesi, fenolik madde
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ABSTRACT

In this study, antioxidant activities of kohlrabi (Brassica oleracea var.
Gongylodes) were investigated by using different methods. For this purpose, the
extractions were done from leaves and stem of the fresh plant by using water, ethanol
and acetone as solvent. The antioxidant activities of all extracts were assayed with the
various methods including total phenolic compound contents by Folin-Ciocalteu reagent
(FCR), DPPH free radical scavenging activity, reducing capacity, metal chelating
capacity, superoxide anion scavenging activity, and B-caroten bleaching test. The
obtained results were compared by using the vitamins C and E, BHT and BHA as

standard materials.

Percentage yield of extractable compound of all studied plants were found in the
range between 3,05 % and 8,619 % mg/g from dried leaves and stem of kohlrabi at the

end of the extractions carried out by water, ethanol, methanol and acetone as solvent.

Total phenolic compound amounts of leave and stem extracts were determined
as gallic acid equivalent. The highest phenolic compoundamounts were found in the

acetone extract of the leave.

The assay result of DPPH radical scavenging activity showed methanol extract
had the best activity among the stem extracts; and acetone and ethanol extracts had the
best activity among the leave extracts. The extracts which showed an activity nearly the

standard materials were the acetone and ethanol extracts of the leave.

In metal chelating activity experiment, the water extract of the leaves showed an
activity near the standards. When compared in each other, the water extracts of leaves

and stem showed the best activity.



In the assay of total antioxidant activity done with B-carotene bleaching test, the
stem extracts didn’t show any activity but leave extracts showed. The best activity was

observed in the water extract of leaves.

According to the data for the measurement of superoxide anion scavenging

activity, the water extracts of leave and stem showed the best activity.

When the reducing power assays of the extracts were examined, extracts, when
compared with the standards, were observed low activity. Leave activity was higher

than the stem activity.

Key words: Kohlrabi, Brassica oleracea var.Gongylodes, antioxidant activity,

DPPH radical scavenging activity, phenolic compound.
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1. GIRIS

Hiicrelerin tiimiinde gerceklesen kimyasal reaksiyonlar sonucunda serbest
radikaller olusur. Olusan bu serbest radikallerin lipidler, proteinler ve DNA ile
etkilesimi sonucunda bu hayati molekiiller zarara ugrar, normal fonksiyonlar1 bozulur.
Son yillarda serbest radikaller ve bunlarin insan sagligi agisindan zararlar giderek 6nem
kazanmis, ateroskleroz, diyabet, kanser ve yaslanma gibi bircok durumun
mekanizmasinin altinda serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlarin oldugu one
siiriilmiistiir. Insan viicudu, siirekli olarak dis kaynakli (giines 1sinlari, radyasyon ve
kirlenme) ve endojen olarak {iretilen reaktif oksijen tiirlerine maruz kaldigi i¢in reaktif
oksijen tiirlerinin baglattig1 doku hasar1 bir¢cok hastaligin gelisiminde rol oynamaktadir

(Akkus, 2000).

Antioksidanlar ise bu sekilde gelisen hiicre hasarinin 6nlenmesinde rol oynar.
Stiperoksitler, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusturduklar1 hasara karst koruyucu olan bu molekiiller, reaktif oksijen tiirlerini
temizlemek veya okside bilesikleri indirgemek yoluyla islev yaparlar. Antioksidan
molekiiller, serbest radikallerle etkilesime girerek zincir reaksiyonunu sona erdirirler;
kendi elektronlarin1 vermek suretiyle serbest radikalleri nétralize ederler ve hayati

molekiilleri hasardan korurlar (Akkus, 2000).

Bitkiler, polifenoller, karotenoidler, tokoferoller, glutatyon, askorbik asit ve
antioksidan aktiviteye sahip olan enzimler gibi antioksidan bilesiklerce zengindir.
Hayvan hiicresi ise, antioksidan iiretimi agisindan oldukga sinirlidir. Viicutta serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu olan siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi enzim sistemleri ile beraber baslica nonenzimatik olarak iiretilen antioksidanlar; E
vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit), N-asetil sistein, iirik asit, ubikinol,
glutatyon, lipoik asit, ferritin ve transferrin gibi plazma proteinleri vardir. Bir eser
element olan selenyum da antioksidan enzim sistemlerinden glutatyon peroksidazin
calismasi igin gerekli oldugundan bu smifa girer. Insan viicudunu serbest oksijen

radikallerine kars1 korumada dogal ve fenolik bilesiklerce zengin meyve ve sebzelerin



yararli oldugu bilinmektedir. Giinlik beslenmede antioksidan bilesiklerce zengin bu
bitkisel besinler yeterince alinamadig takdirde; reaktif oksijen tiirleri ile bu antioksidan
savunma sistemi arasindaki denge bozulabilir, bu durumda oksidatif hasar ka¢inilmaz

olur (Arbos, vd., 2008).

Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda reaktif oksijen tiirlerine karst bitkisel
kaynaklardaki fitonutrientlerin yararli oldugu; meyve ve sebzelerin koruyucu etkilerinin
icerdikleri C vitamini, E vitamini, karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik
asitler, lipoik asit, riboflavin, selenyum ve ¢inko gibi dogal bilesiklerden dolay1 oldugu
bildirilmistir (Halvorsen vd., 2002). Diizenli ve dengeli bir diyetle alinacak antioksidan
bilesikler tarafindan viicudun endojen savunma sisteminin desteklenmesi gerekliligi
anlasilmistir. Bu sebeple son yillarda antioksidan alimini arttirmis olup; antioksidanlarla

zenginlestirilmis gidalar giderek 6nem kazanmistir.

Karnabahar, lahana, brokoli, turp, briiksel lahanasi gibi giinliik beslenmede yer
tutan pek cok sebzeyi kapsayan Brassicaceae ailesi, antioksidan igerikleri ve bol lifli
yapilar1 nedeniyle diizenli insan beslenmesinde ¢ok onemli tiirlerdir. Alabas bitkisi
(Brassica oleracea var. Gongylodes) de bu ailenin liyesi olup antioksidan aktivite

potansiyeli aragtirllmamis bir sebzedir.

Bu tez kapsaminda, iilkemizde son yillarda taninan ve giinliik beslenmede yeni
yer almaya baslayan alabas bitkisinin gdvde ve yapraklarinin ¢esitli metodlarla
antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve bu bitki ekstraktlarinin sentetik antioksidanlara

alternatif olabilecek dogal antioksidan kaynagi olup olamayacagi incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Canlilik ve Oksijen

Oksijen; hidrojen, karbon, azot ve kiikiirt ile birlikte organik maddelerin temel
elementidir. Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6nem

tastyan oksijen, tiim canlilar i¢in vazgecilmez bir elementtir (Url 2).

Tiim canli tiirleri, organik molekiillerin igindeki oksijene ihtiya¢ duyarlar fakat
ayn1 durum serbest haldeki molekiiler oksijen i¢in s6z konusu degildir. Aerobik canlilar,
yasamlarmi slirdirmek i¢in molekiiler oksijene bagimliyken, anaerobik canlilarin

molekiiler oksijene bagimliligt yoktur (url 2).

Aerobik canliligin devami i¢in havadaki molekiiler oksijen (O,) tiiketilir. Alinan
oksijenin % 90’indan fazlasi elektron transport zincirinde (solunum zinciri), % 5-10"u

da viicuttaki diger reaksiyonlarda kullanilir (Url 4).

2.1.1. Molekiiler oksijenin ozellikleri

Molekiiler oksijen (O,), her iki atomunda da paralel spinli iki ortaklanmamis

elektrona sahip oksijendir.

f0:0-|

o0 L)

Molekiiler O,

Molekiiler oksijen, serbest radikal tanimina gore bir biradikal olarak
degerlendirilir. Serbest radikallerle kolayca reaksiyona giren biradikal oksijen, radikal

olmayan maddelerle yavas reaksiyona girer.



Biradikal oksijenin elektrotlarindan biri, ters spin yonli bir orbitale gectiginde
singlet oksijen olusur. Singlet oksijenin eslenmemis elektronu yoktur bu nedenle radikal

olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Delta ve sigma olmak tizere iki sekli vardir.

H f+0:0-4
'A O, 's 0,
Singlet Oks’jen ('05)

L]
L]
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L]
L]
L[]

Organizmadaki Fe*" ve Cu” gibi metalleri iceren enzimler yardimiyla molekiiler
oksijen, biradikal olmanin 6zelligi dolayisiyla yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri

(ROT) olusturma egilimindedir (Url 4).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; dis orbitalinde bir veya birden fazla ortaklanmamis elektron
bulunduran atom ya da molekiillerdir. Bu tip atom ya da molekiiller ortaklanmamais
elektronlart dolayisiyla oldukca reaktiftirler. Bir protonu ve bir elektronu bulunan
hidrojen atomu en basit serbest radikaldir. Ortaklanmamis elektron, genel olarak atom

veya molekiiliin tist kismina konulan bir nokta ile gosterilir.

Di1s cevrede ve hiicre icinde, cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar sonucu siirekli

olarak serbest radikal yapimi vardir. Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelir;

a) Kovalent bagli bir molekiiliin, ortak elektronlarin her birinin ayr1 atomlarda

kalacak sekilde homolitik kirimasi ile

XYy —> X +Y°



b) Normal bir molekiiliin bir elektron kaybetmesi

X < 5, X7

veya kovalent bagi olusturan iki atomun bagdaki elektronlarinin ikisinin birden

ayni atomda kalarak heterolitik boliinme ile;
+
XY y X° +Y

c) Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile bir elektron transferi sonucu dis

orbitalinde eslesmemis elektron olusmasiyla.
0, + ¢ —> 0,

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde en sik elektron transferiyle meydana
gelir. Serbest radikaller, pozitif ytiklii, negatif yiiklii veya notral olabilir. Biyolojik
sistemlerde serbest oksijen molekiillerinin yam sira Cu®’, Fe’*, Mn®" gibi inorganik
molekiiller de vardir. Bunlar ortaklanmamis elektronlart oldugu halde serbest radikal
olarak kabul edilmez, fakat reaksiyonlar1 katalizleyerek serbest radikal olusumunda

onemli rol alirlar (Akkus, 2000).

2.2.1 Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Canli organizmalardaki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijenin indirgenme ara tiriinleri; bagimsiz, kisa 6miirlii, reaktif atom ve
molekiiller serbest oksijen radikalleri olarak tanimlanir. Serbest oksijen radikali
biyokimyasmin kilit molekiilleri; oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metal
iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk dordii ¢esitli reaksiyonlarda hidroksil
radikalini olusturur (Tiirkyilmaz, 2007).



Reaktif oksijen tiirleri (ROT), normal oksijen metabolizmasi esnasinda az
miktarda olusan siiperoksit radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OH-)’dir (Url 4). Oksijenin bir, iki veya ii¢ elektron ile reaksiyona girmesiyle sirasiyla
stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olusur (Tiirkyilmaz, 2007).

Bu olusumun reaksiyonu Sekil 2.1°de verilmistir.

i-:o::_'o_'-pzoz 1A02:C§::O::H

H0 H Ol H

Sekil 2.1. Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin olusumu
(Isbilir, 2008).

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin meydana geldigi serbest
radikal zincir reaksiyonlarimi baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (R’), peroksit radikalleri (ROQ), siilfenil radikalleri (RSO), tiyil peroksit
radikalleri (RSO, gibi gesitli diger serbest radikallerin olusumuna sebep olur(Akkus,
1995). Onemli reaktif oksijen tiirleri Tablo 2.1°de gériilmektedir. Baz1 radikal tiirleri

biraz daha ayrmtili incelenecektir.



Tablo 2.1. Baz1 6nemli reaktif oksijen tiirleri (Nehir El vd., 1999)

Serbest Radikaller

Hidroksil radikali OH-
Siiperoksit radikali 0;"

Nitrik oksit radikali NO-, NOy
Peroksil, alkoksil radikali RO, , RO
Triklorometil radikali ‘CClL
Hidrojen atomu radikali H-

Radikal olmayanlar

Hidrojen peroksit H,0,
Singlet oksijen '0,
Hipoklor asit HOCI
Ozon O3

2.2.1.1. Siiperoksit radikali (O,")

Stiperoksit radikali, neredeyse tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesiyle olusur. Cevredeki ve hiicredeki, enzimatik ve
nonenzimatik reaksiyonlarda en kolay olusan radikaldir. Milisaniyelik bir yar1 émre

sahiptir. Zay1f bir oksidan olmasina ragmen giiclii bir indirgendir.

Siiperoksit bir serbest radikal olsa da ¢ok toksik etkili degildir ve direkt olarak
zarar vermez, daha giiclii oksijen metabolitlerini agiga ¢ikararak etki gosterir. Asil
onemi; H,O; kaynagi olmasi ve geg¢is metal iyonlar1 rediiktan1 olmasindan gelmektedir

(Turkyilmaz, 2007; Url 3).

Stiperoksit radikali baglica dort tip mekanizma sonunda olusur (Halliwell ve

Gutteridge, 1990, Halliwell, 1994). Bunlar asagida siralanmistir.



a) Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller gibi indirgeyici 0&zellige sahip
biyomolekiiller, oksijene tek elektron verip, kendileri oksitlenirken siiperoksit radikali

olusumuna sebep olur.

b) Basta dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, enzimlerin katalitik etkisi

sirasinda siiperoksit radikali olusabilir.

¢) NAD-dehidrogenez ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilarindan oksijene,
elektron kacagi oldugu i¢in, mitokondrideki enerji metabolizmasinda tiiketilen oksijenin

% 1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir.

d) Aktive edilen fagositik I6kositler ¢ok miktarda siiperoksit iireterek fagosom
icine ve bulunduklar1 ortama verir. Bu radikal yapimi antibakteriyel etki i¢in gereklidir

fakat daha reaktif tiirlerin olusumunu da bagslatir.
Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan nitrikoksit (NO") ile birleserek

reaktif bir oksijen tlirevi olan peroksinitrit’i (ONOQO") meydana getirir. Bu sekilde nitrik
oksitin normal etkisi inhibe edilmis olur (Akkus, 2000).

0, + NO+ ———> ONOO

2.2.1.2. Hidrojen peroksit (H,O)

Hidrojen peroksit, , molekiiler oksijenin iki ya da siiperoksitin bir elektron
almas1 sonucu olusur. Biyolojik sistemlerde ise genellikle siiperoksit radikalinden

olusur.

02 + 2¢ + 2H+—> H202

0, + e + 20— 1,0,



H;0;’in yapisinda eslesmemis elektron bulunmadigi icin radikal degildir ve
toksisitesi diigiiktiir. Fakat hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilmesi ve uzun

Omiirlii olmasi toksisitesini arttirir (Halliwell ve Gutteridge, 1990, Halliwell, 1994).

Hidrojen peroksidin, serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirlerinden
biri sayilmasmnin sebebi; Fe** veya diger gecis metalleri vardiginda asagidaki Fenton
Reaksiyonu ile, siiperoksit varliginda ise Haber-Weiss Reaksiyonu ile hidroksil (OH-)
radikalini olusturmasidir (Halliwell vd., 2000).

) 0, + F' ——> 0, + Fe?'
2) H,0, + Fe?’——> OH™ +°'OH + Fe’' (Fenton reaksiyonu)

Net O, + H,O,—> 0O, + OH™ + *OH  (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.2.1.3. Hidroksil radikali (OH-)

Organizmada olusan en reaktif ve hasar verici serbest radikaldir ve hidrojen
peroksit tarafindan olusturulur. Yar1 6mrii ¢ok kisa olmasina ragmen yiiksek aktif
ozelliginden dolayr bulundugu hiicre boliimiinden uzaga gitmeden, olustugu yerde
hemen reaksiyona girer ve hiicresel elemanlara biiyiik zarar verir (Akkus, 1995,

Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Hidroksil radikali, ¢cogunlugu radikal olmayan biyolojik molekiillerle zincir
reaksiyonlart baglatabilir ve DNA yapisinda bulunan piirin ve pirimidin bazlar1 ile
reaksiyona girerek hasar olusturabilir.

Biyolojik sartlarda hidroksil radikali asagidaki yollarla olusabilir:

a) Iyonlastirici radyasyonun su molekiiliine etkisiyle

H—O—H ———> He + <OH
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b) Gecis metalleri varliginda Fenton, siiperoksit varliginda da Haber-Weiss
reaksiyonlart sonucu hidroksil radikali olusur.

¢) Ozona (Os)elektron transferiyle hidroksil radikali olusabilir.

d) Hidrojen peroksitin fotolizi ile olusur.

e) Radikal reaksiyonu sonucu olusan organik radikal ile H,O, tepkimeye girerek

hidroksil olusturulabilir.

R-SH +*OH ——> R-S*+ I,0

H, H,
—C — +°0H ——> —(C*— + H,0

Biyolojik sistemdeki bu gii¢lii radikal hemen hemen tiim makromolekiillerle
reaksiyon verebilir. Fakat dncelikli hedefi elektronca bol bilesiklerdir. Niikleik asit ve

proteinlerle ¢esitli tepkimeler verir.

2.2.1.4. Singlet oksijen ('O;)

Singlet oksijenin ortaklanmamis elektronu yoktur, radikal olmayan bir reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlarimin baslamasina sebep oldugu gibi,

serbest radikal reaksiyonlarinin sonucunda da meydana gelir. Oldukca reaktiftir.

Oksijen elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde bir
orbitale yer degistirmesiyle olusur. Delta ve sigma olmak tizere iki ¢esidi vardir (Akkus,

2000). Delta formu, sigma formuna gére daha uzun omiirliidiir.

Singlet oksijen organizmada baslica;

a) Pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla,

b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

c¢) Dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

d) Prostoglandin endoperoksit sentaz, myelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin

etkileri sirasinda olusabilir.
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2.2.1.5. Hipoklorik asit (HOCI)

Hipoklorik asit dokularda hasara yol agan ¢ok giiclii bir oksidandir. Bu yiizden
radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri arasinda yer almaktadir. HOCI fagositik

hiicreler tarafindan bakterileri 6ldiirmek amaciyla iiretilir (Murray vd., 1996).

HOCI miyeloperoksidaz (MP) enzimi tarafindan H,O, ve CI iyonunun
oksidasyonu sonucu firetilir. HOCl’den g¢esitli reaksiyonlar sonucu hidroksil radikali

olusabilir.

— + MP
H,0, + CI * H — > HOCl + HO

2.2.1.6. Nitrik oksit (NO-)

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide ¢ok 6nemli bir role sahip, suda ¢oziinebilen
bir serbest radikal gazidir. Vazodilator (damar genisletici) mesaji endotelyumdan diiz
kasa tasiyan bir enerji aktaricisi olarak, santral ve periferal sinirsel aktarimda ve
bagisiklikta aktif rol alir, parazitlerin 6ldiirmesinde kullanilir (Halliwell, 1994, Murray,
1996).

Nitrik oksit organizmada, L-arginin ve oksijenden nitrik oksit sentaz (NOS)

yardimiyla sentezlenir.

Hiicrede ve hiicre disinda tasinan NO- miktar1 ¢ok hassastir, ¢iinkii az miktardaki
NO* metabolizma i¢in faydaliyken fazlasi son derece tehlikelidir. Nitrikoksitin

stiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu, gii¢lii ve toksik oksidan olan peroksinitrit
radikali (ONOQ) olusur. Peroksinitrit’in yikim iirtinleri ise lipid peroksidasyonu, enzim
aktivitesinin azalmasi ve ateroskleroz gelismesi gibi olaylara sebep olur (Tiirkyilmaz,

2007).
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2.2.2. Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) kaynaklar

Normal metabolik siirecte hiicrede gergeklesen enzimatik reaksiyonlar sirasinda,
ara Uriin olarak serbest radikaller olusmaktadir. Eger bu serbest radikaller buradan sizar
ve kazara molekiiler oksijenle etkilesirse serbest oksijen radikalleri olusur. Baslica

reaktif oksijen tiirli kaynaklari; biyolojik ve hiicre i¢i olmak iizere iki tanedir.

2.2.2.1. Biyolojik kaynaklar

Biyolojik kaynaklarda ROT olusumu farkli sekillerde meydana gelir. Bunlar
sirastyla agiklanirsa;

-Solunumsal patlama: Organizmadaki enfeksiyonlara karsi ilk savunmay1
olusturur. Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller ve fagostik l06kositler,
savunma amaciyla mitokondri disinda oksijen tiiketiminde bir patlama gosterir. Bu
patlama esnasinda serbest radikaller olusur. Fagosite edilmis mikroorganizma
solunumsal patlama tiriinlerinin etkisiyle dldiiriiliirken, olusan oksidan iiriinler hiicrenin
antioksidan savunma diizeyini asarsa, normal konak hiicrelere de zarar verir ve ¢esitli

hastaliklarin patogenezinde rol oynar (Url 4). Sekil 2.2°de bu durum gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Fagositik solunumsal patlamada olusan reaktif oksijen tiirleri (Url 4)
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-Antikarsinojenik ilaglarin hasta hiicre iizerine etkisi sirasinda gerceklesen

reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller olusur.

-Radyasyon ve hava kirliligi, pestisitler, sigara dumani, ¢oziiciiler ve aromatik

hidrokarbonlar gibi ¢evresel etkenler serbest radikal olusumuna sebep olur.

-Alkol ve uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler serbest radikal artigina

sebep olur.

-Stres: Stres durumunda viicutta katekolamin artis1 olur. Katekolaminlerin

oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir (Akkus, 2000).

2.2.2.2. Hiicreici kaynaklar

Hiicre i¢i kaynaklarda da ROT larin olusum yollar ¢esitlidir:

-Genelde, solunum zinciri dedigimiz mitokondriyal elektron transport zincirinde

olan s1zint1, hiicredeki en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagidir.

-Toksik maddeler ile; Kendisi serbest radikal olan toksinler, serbest radikale
doniisen toksinler, metabolizmasi sonucu serbest radikal meydana getiren toksinler ve
antioksidan aktiviteyi diisiiren toksinler sebebiyle organizmada serbest radikal miktari

artabilir.

-Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal tiretimi ile;

membrana bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir (Url 2).

-Hayvan hiicrelerinde; askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri

gibi bazi bilesiklerin otooksidasyonu yoluyla; siiperoksit radikalinin olusur.
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-Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, aminoasit oksidaz gibi enzimlerin

gerceklestirdigi reaksiyonlar esnasinda; hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali olusur.

-Ozellikle demir ve bakir olmak iizere gecis metalleri, oksidorediiksiyon
reaksiyonlarinda gorev alirlar. Bu sebeple gec¢is metalleri, serbest radikal reaksiyonlari
icin bir katalizor gibi is goriir. Demir ve bakir, tiyollerden tiyil, H,O, ve O,”den OH-

radikali olusumunu katalizler.

-Reaktif oksijen tiirlerinin bir diger onemli kaynagi ise 20 karbonlu ¢oklu
doymamis bir yag asidi olan arasidonik asit metabolizmasidir. Fagositik hiicrelerin
uyarilmasiyla fosfolipaz ve proteinkinaz aktivite olur ve arasidonik asidin plazma
membraninda  serbestlesmesine neden  olur.  Arasidonik  asidin  enzimatik
oksidasyonunda ara iiriin olarak ¢esitli serbest radikaller meydana gelir. Arasidonik asit
metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik lipid peroksidasyonu” denir

(Akkus, 2000).

2.2.3. Serbest radikallerin metabolizmaya etkileri

Enflamasyon, radyasyon, yaslanma, asir1 oksijen basinci, ozon, azotdioksit,
kimyasal maddeler ve ilaglar gibi ¢esitli ¢evresel faktorler sebebiyle metabolizmadaki

serbest radikal {iretiminde artis olur.

Meydana gelen serbest radikalin fazlasi, hiicrenin savunma sistemi tarafindan
yok edilmediginde serbest radikaller diger molekiillerle reaksiyona girerek bir zincir
reaksiyonu baslatirlar. Bu reaksiyonun sonunda yeni serbest radikaller olugur. Serbest
radikaller giiclii reaktivitelerinden dolayi hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidrat
gibi 6nemli bilesiklerine etki eder. (Url 4). Serbest radikallerin metabolizmaya etkileri

Sekil 2.3’te sema halinde verilmistir.
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat vd., 2002)

Ozetle serbest radikallerin hiicre ve dokularda neden oldugu zararlar;
e DNA tahribati,
e Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi,
e Hiicre ortaminin tiyol/distilfit oraninin degismesi,
e Enzim aktiviteleri ve lipid metabolizmasindaki degisikler,
e Mukopolisakkaritlerin yikima,
e Protein tahribati,
e Lipid peroksidasyonu sonucu zarin yapi ve fonksiyonunun degismesi,
e Zar proteinlerinin tahribati ve tagima sisteminin bozulmasi,
e Steroid ve yas pigment denilen bazi maddelerin birikimi,
e Kollajen ve elastin gibi uzun oémiirlii bilesiklerde oksidasyon-rediiksiyon

olaylarinin bozulmasidir.
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2.2.3.1. Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

DNA ve niikleik asitler serbest radikallerden ¢ok kolay etkilenirler. Iyonize edici

radyasyonla meydana gelen serbest radikaller, hiicrede mutasyon ve 6liime sebep olur.

Singlet oksijen ve oOzellikle hidroksil radikali, deoksiriboz ve diger bazlarla
reaksiyona girerek, tek ve ¢ift zincir kirilmalarina, baz dizilim degisikliklerine ve baz
eksilmelerine neden olabilir. Ozellikle nétrofil kaynakli hidrojen peroksit,
membranlarda kolayca gegerek hiicre ¢ekirdegine ulasabilir ve ortamdaki metal iyonlari
ile etkileserek hidroksil radikali olusturabilir. Hidroksil radikali niikleik asitlerdeki
doymus karbon atomlarindan hidrojen atomu c¢ikarilmasi veya cift baglara katilma
tepkimeleri ile sonuglanan siireclerde rol alir. Biitiin bunlar hiicrede mutagenez,

karsinogenez, hiicre disfonksiyonu veya 6liime yol agar (Halliwell, 1994).

2.2.3.2. Serbest radikallerin lipidlere etkisi

Serbest radikaller tiim biyomolekiillerde tahribat yaratir, fakat serbest
radikallerden en ¢ok etkilenen biyomolekiiller lipidlerdir. Hiicre membraninin yapisinda
bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek, peroksidasyon {iriinleri olusturur. Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif yikimi “lipid peroksidasyonu” olarak bilinir ve ¢ok =zararlidir. Lipid
peroksidasyonunun zarari1 kendi kendini devam ettiren zincir seklinde ilerlemesinden

kaynaklanmaktadir. Bu reaksiyonun gergeklestirdigi hasarin geri doniisii yoktur.

Serbest radikalin yag asidinden bir hidrojen atomu koparmasiyla baglayan
peroksidasyon reaksiyonuna ‘“nonenzimatik lipid peroksidasyonu” denir. Bu

reaksiyonda en etkili serbest radikalin hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.

Bir hidrojenini kaybeden yag asidi, lipid radikali (L-) niteligi kazanir. Lipid

radikali kararsizdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil kendi i¢inde bir diizenleme
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gerceklestirir ve konjuge dienler olusur. Konjuge dienler molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek lipid peroksit radikalini (LOO-) olusturur. Bu radikaller membran yapisindaki
coklu doymamis yag asitleriyle etkilesime girerek, yeni lipid radikallerinin olusumuna
yol agar, bu sirada kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine

doniistir. Reaksiyon bu sekilde kendini katalizleyerek ve tekrarlayarak devam eder (Url

4).

Reaksiyon, lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin aldehit
ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile sona ermektedir. Bu aldehitler biyolojik
olarak ¢ok aktiftir, ya hiicre diizeyinde metabolize edilir ya da hiicrenin baska bir
bolgesine diffiize olup tahribat yaratirlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) olusur. Malondialdehit, lipid
peroksidasyonunun derecesiyle 1iyi korelasyon gosterdigi i¢in lipid peroksit

seviyelerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir.

LH+ R —> L* + RH
L*+ O, —> LOO* (lipid peroksit radikali)
LOO*+ LH —> LOOH + L*

LOOH —> LOO* : LO+* : aldehitler

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli reaksiyondur. Direkt olarak membran yapisina,
reaktif aldehitler iireterek de diger hiicrelere zarar verir. Bir¢cok hastaliga ve doku
hasarma sebep olur. Hiicre membraninin gegirgenligi ve mikroviskozitesi ciddi sekilde
etkilenir. Malondialdehitin gergeklestirdigi bazi reaksiyonlar hiicrede deformasyona ve
enzim aktivitesinin degismesine sebep olur. Lipid peroksidasyonunun neden oldugu

hasar dontistimsiizdiir (Onat vd., 2002).
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2.2.3.3. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler, serbest radikallerden ¢oklu doymamis yag asitlerine gore daha az
etkilenirler ve zincir reaksiyonun hizla ilerleme ihtimali daha diisiiktiir. Doymamis bag
ve kiikiirt iceren proteinlerin serbest radikallerle etkilesimi igerdigi aminoasitlere
baglidir. Triptofon, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi ¢ift bagl ya da
kiikiirtlii aminoasit iceren proteinler, serbest radikallerle daha kolay tepkimeye girerler,
kiikiirt radikalleri veya karbon merkezli radikaller olustururlar (Van Der Vliet vd,

1994).

Bu reaksiyonlar sonucu immiinglobiilin G ve albumin gibi ¢ok sayida kiikiirt
igeren proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 bozulur ve fonksiyonlarin1 yerine getiremez hale

gelirler.

HEM proteinleri de serbest radikallerden énemli dlgiide zarar goriir. Ozellikle
oksihemoglobinin O, " veya H,0, ile reaksiyonu sonucu methemoglobin meydana gelir

(Akkus, 2000).

2.2.3.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle meydana gelen tirlinler ¢esitli
patolojik siireclerde 6nemli rol oynar. Bu iirlinler monosakkaridlerin otooksidasyonu ve

sigara i¢cimiyle baglantili kronik hastaliklar gibi patolojik siireclerde 6nemli rol alir.

Okzoaldehitler, karbonhidratlara DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda c¢apraz baglar olusturma yetenegini kazandirir. Bu o6zelliklerinden dolay1

antimitotik etki gosterir, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar.

Bag dokunun o6nemli bir mukopolisakkariti olan hiyaluronik asit, sinoviyal
sivida da ¢ok bulunur ve enflamatuar eklem hastaliklarinda olusan ROT’larca

pargalanir. Ayni durum gozde katarakt olusumuna neden olur (Akkus , 2000).
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2.3. Oksidatif Stres

Organizmadaki normal metabolik reaksiyonlar esnasinda siirekli bir serbest
radikal tiretimi vardir. Bazen bu serbest radikaller sizma yapar ve tesadiifen oksijenle
etkileserek reaktif oksijen tiirlerini olustururlar. Meydana gelen ROT’lar antioksidan
savunma sistemleri tarafindan bertaraf edilirler, fakat bazen savunma sistemlerinin
ortadan kaldirabileceginden fazla ROT meydana gelir. Bu durum “oksidatif stres”e yol
acar. Oksidatif stres “organizmadaki oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar yoniine

kayarak, hiicre hasarina yol agmas1” seklinde tanimlanir (Halliwell,1994).

Vitamin E,
Enzymes,
Cell

Oksidatif Stres

Sekil 2.4. Oksidatif stres durumu (Url 4)

Oksidatif stresin, reaktif oksijen tiirlerinin gergeklestirdigi hiicre hasar1 sonucu;
iskemi, reperfiizyon, ateroskleroz, yaslanma, diabetes mellitus, ¢esitli kanser tiirleri,
romatoit artrit, Alzheimer ve katarakt gibi bircok hastaliga katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. Bu sebeple oksidadatif stres alanindaki ¢aligmalar yogunluk

kazanmustir.

Bir¢cok hastalikta serbest radikal {iretimin arttigi ve antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz oldugu gézlemlenmistir. Bu serbest radikal hastaliklar1 {i¢ grupta
toplanabilir:

1. Genetige bagli (Fanconi anemisi, bloom sendromu)

2. Cevresel bilesenler (is hastaliklari, zehirlenmeler, viriis ve bakteriyal

enfeksiyonlar)
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3. Hem genetik hem de cevresel (bronsial astim, diabetes mellitus, kanser,

kardiovaskiiler hastaliklar ve digerleri)

Ancak serbest radikallerin hastaliklar {izerindeki rolii incelenirken, serbest
radikallerin hastalifin sebebi mi, yoksa sonucu mu oldugu heniiz tam olarak

aydinlatilamamuigtir.

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek amaciyla bir¢ok savunma mekanizmasi vardir. Bunlara ‘“antioksidan
savunma sistemleri” ya da kisaca “antioksidanlar” denir. Bu bilesikler; lipidler,
proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi hedef molekiillerdeki hasari
engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir. Peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini tutarak lipid peroksidasyonunu
inhibe ederler. Antioksidanlar “endojen antioksidanlar” ve “eksojen antioksidanlar”
diye iki temel sinifa ayrilir. Enzimler, yagda ve suda ¢oziinen radikal tutucularin bazilari
ve metal iyonlarin1 baglayan proteinler endojen antioksidanlardir. Ilaclar, vitaminler ve

gidalarla alinanlar ise eksojen antioksidanlardir (Tiirkyilmaz, 2007).

2.4.1. Antioksidanlarin etki tipleri

Antioksidanlar; reaktif oksijen tiirlerini daha az toksik iirlinlere dontstiiriirler,
ROT’lan1 yakalayip notralize ederler veya radikal olusmasini onlerler veya olusan
radikalin yayilmasini engellerler. Bunlar1 yaparken dort ayri tipte etki ederler

(Turkyilmaz, 2007):

a) Toplayici etki (scavenging effect)
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b) Bastirici etki (quencher effect)
¢) Zincir kirici etki (chain breaking effect)
d) Onarici etki (repair effect)

a) Toplayic1 Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya
daha zayif yeni molekiile c¢evirme toplayier etkidir. Antioksidan enzimler,

trakeobrongiyal mukus ve kiigiik molekiiller bu tip etki gosterirler.

b) Bastiric1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiricr etkidir.

Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

¢) Zincir Kiria1 Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etki zincir Kkirier etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve

mineraller zincir kiric etki gosterirler.

d) Onaric1 Etki: Serbest radikallerin olusturduklart hasarin onarilmasi onarici
etkidir. Hiicredeki gesitli enzimatik tamir mekanizmalar1 onarici etki gosterir (Akkus,

2000).

2.4.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar cesitli sekilde siniflandirilabilirler. Baslica siniflandirma sekli
endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olarak smiflandirilmasidir. Bunun
haricinde serbest radikalin meydana gelisini dnleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale
getirenler ya da enzimler veya enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilir. Fakat

endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar seklindeki siniflandirma hepsini

kapsamaktadir (Akkus, 2000).
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2.4.2.1. Endojen antioksidanlar

Organizmada dogal olarak bulunan antioksidanlardir. Enzim olanlar ve suda
veya yagda c¢oziinen radikal tutucular, hormonlar gibi enzim olmayanlar seklinde ikiye
ayrilir.

2.4.2.1.1. Enzimler

Siiperoksit Dismutaz (SOD): SOD, serbest radikallerin organizmada ilk
karsilastiklar1 enzimdir. Siperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

doniigiimiinii katalizler (Halliwell, 1994).

207 + 2nt —2— w0, + 0,

Fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit radikalinin
zararli etkilerinden korumaktir. Fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde
oldiirtilmesinde de rol oynayan SOD, H,0, iirettigi i¢in H,O, uzaklastirict enzimlerle

birlikte ¢alisir.

Katalaz (CAT): Bulundugu hiicre tipine gore konsantrasyonu degisen katalaz
yapisinda 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir (Murray vd., 1996).

Hidrojen peroksitin, su ve oksijene yikilimini katalizler.

2H202 katalaz > 2H20 i 02

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Hiicrede bulunan hidrojen peroksidin
detoksifikasyonundan asil sorumlu olan enzimdir. Lipid peroksidasyonunun baglamasini

ve gelismesini engeller. Selenyum bagimli ve bagimsiz olmak {izere iki ¢esidi vardir.

2G-SH + 0, —2 Py GSSG + 2H,0

GSH-P
2G-SH + ROOH ——> GSSG + ROH + H,O
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Reaksiyonlar sonucunda oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusur. Aktivite
gosterebilmesi i¢in yeniden indirgenmis sekline donmelidir, aksi halde GSSG artis1

oksidatif stresi isaret eder (Seven ve Candan, 1996).

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red): Sitozol ve mitokondride bulunur. GSH-Px’in
katalizledigi, hidroperoksitlerin indirgenmesi sirasinda olusan okside glutatyon (GSSQG)
NADPH varliginda tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii katalize eder.

+
GSSG + NADPH + }J ——— 2G-SH + NADP

Glutatyon S-Transferazlar (GST): Her biri iki alt birimden olugsmus bir enzim
ailesidir. Yabanci maddelerin doniisimii  veya detoksifikasyonu gibi ¢esitli

fonksiyonlara sahiptir.

GST antioksidan olarak, aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri gibi lipid

peroksitlerine kars1 selenyum—bagimsiz GSH-Px aktivitesini gosterir (Akkus, 1995).

GST
ROOH + 2G-SH———>  GSSG + ROH + I,0
F 2+ F 3+
20, H,0, —~* » OH-
2 GSH NADP+
Katalaz GSH-R, GSH-Red G6-PD

GSSG

HZO + 02 NADPH

H+

Sekil 2.5. Oksidatif strese kars1 enzimatik savunma mekanizmalar1 (Url 4)

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimidir ve

stiperoksidi detoksifiye eder.
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2.4.2.1.2. Enzim olmayanlar

Melatonin: Uyku, iireme, aydinlik-karanlik dongiisiiniin diizenlenmesi gibi ¢ok
sayida biyolojik fonksiyonu olan melatonin hormonu hem suda hem yagda ¢6ziinebilen,

genis bir aktivite alanina sahip ¢ok gii¢lii bir antioksidandir.

Hidroksil, hidrojen peroksit, siiperoksit, nitrik oksit gibi serbest radikalleri

detoksifiye eder (Yazici ve Kdse, 2004).

H5CO

Melatonin

Bilirubin: Suda ¢o6ziinebilen bilirubin, HEM metabolizmasinin son iirlinlerinden
biridir. Organizma i¢in 6nemli bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikalini

toplar, lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Seven ve Candan, 1996).

Glutatyon: Karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bu
tripeptit, suda ¢oziinebilen 6nemli bir antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan korur. Hemoglobinin oksitlenerek

methemoglobine doniisiimiinii engeller.

Urik Asit: Siiperoksit, peroksit radikalleri, hidroksil ve singlet oksijeni
giderirken, lipid radikalleri tizerinde etkisi yoktur (Akkus, 1994).

Metal iyonlarim1 baglayan proteinler: Gegis metalleri oksidatif hasar1 dolayl

olarak hizlandirir, bu nedenle proteinlerce baglanmalidirlar.

Ferritin dokudaki, Laktoferrin ve transferin ise dolasimdaki demiri baglar.
Albiimin hem bakir1 baglar hem de HOCI ve lipid peroksitlerinin giderilmesinde

etkilidir. Seruloplazmin ise plazmadaki bakir1 baglar, ayrica Fe’”yi Fe'"’e
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yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve dolayisiyla hidroksil readikali olusumunu

inhibe eder (Url 4).

2.4.2.2. Eksojen antioksidanlar

Metabolizmada dogal olarak iiretilmeyen bu antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve

gidalardaki antioksidanlar olmak tizere ii¢ gruba ayrilabilir.

2.4.2.2.1. Vitaminler

a-tokoferol (E Vitamini): Yagda ¢oOziinen bir madde olan o-tokoferol E
vitamini ailesinin ana bilesenidir. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan c¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikallerden koruyan ilk savunma hattidir. Yapisindaki
fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka, aktif bolgesini olusturur ve antioksidan

aktivite gostermesini saglar.

CH,
H
O C|)H
CH,CH,CH CH;CH
HsC OCH 2LHLLRp A 3
CH, 8
a-tokoferol

Vitamin E siliperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit
radikallerini ve diger radikalleri indirger. Zincir kirict bir antioksidandir ve lipid
peroksidasyon reaksiyonunu sonlandirabilir.

Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan Once askorbik asit ve

glutatyon tarafindan yeniden indirgenerek dogal sekline dontistir.
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a-tokoferol ve glutatyon peroksidazin serbest radikaller iizerinde birbirini
tamamlayici etkisi vardir. Glutatyon peroksidaz meydana gelmis peroksitleri giderirken,

vitamin E peroksit olusumunu engeller (Seven ve Candan, 1996, Akkus, 1993).

Askorbik Asit (Vitamin C): Suda ¢dziinebilen bir vitamin olan askorbik asit,
ozellikle yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Kolayca
bozunabilen bir bilesiktir. Organizmada bir¢cok bilesik i¢in indirgeyici gorevi gorir.

Giclii bir indirgeyici oldugu i¢in giiglii bir antioksidandir.

0] 0]
HO j”* 0
| O ~——‘4\ o)
HO 2 H+ 0]
HO OH HO OH
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Askorbik asit; hidrojen peroksit, stliperoksit, hidroksil, hipoklorit, peroksil
radikallerini ve singlet oksijeni tutar. Peroksidasyonunun baslamasini engeller. o-

tokoferoliin yeniden indirgenmesinde gorevlidir.

Askorbik asit yiliksek konsantrasyonlarda antioksidan etki gosterirken, diisiik
konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterebilir, demiri indirgeyerek Fenton
reaksiyonunu baslatabilir. Fakat bu ¢ok nadir rastlanan bir durumdur (Akkus, 1995,
Halliwell, 1994).

Karotenoidler: Bitkilerde yaygin olarak bulunup, yagda ¢6ziinebilen bu

bilesikler dogal renk pigmentleridir. En bilineni A vitamini 6nciisii olan B-karotendir.

B-karoten
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B-karoten; singlet oksijen basta olmak iizere peroksit radikalleri ve siiperoksit
radikallerini giderir. Reaktif azot tiirlerini gidermede Vitamin E ve vitamin C ile sinerjik

etki gosterir (Akkus, 2000).

2.4.2.2.2. flaclar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol), NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler), Rekombinant siiperoksit dismutaz, Trolox-C
(Vitamin E anologu) gibi antioksidanlar ila¢ olarak kullanilirlar. Bunlardan bagka,
GSH-Px aktivitesini arttiran Ebselen ve basta katalaz olmak {izere antioksidan enzimleri
aktive eden sitokinler, endojen antioksidanlar1 aktive eden ilaglar simifindandir. Kan
kolesteroliinii  diistirmede kullanilan probukol’un lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu kirici etkisi vardir. Albiimin ve mannitol gibi nonenzimatik radikal
toplayicilar, hidroksil radikaline karsi aktivite gosterirler. Demir selatorleri, serbest
demiri baglayarak Fenton reaksiyonunu ve dolayisiyla hidroksil radikali olusumunu
engeller. Bir demir redoks dongiisii inhibitérii olan desferroksomin ise serbest Fe''*i

baglar (www.mustafaltinisik.org).

2.4.2.2.3. Gidalardaki antioksidanlar

Organizmada dogal olarak bulunan antioksidanlarin yaninda beslenmemizde
gidalardan aldigimiz antioksidanlar maddeler de vardir. Antioksidan bilesikler gidalarda
ya dogal olarak ya da sentetik antioksidanlarin gida katki maddesi olarak eklenmesiyle

bulunur.

Tiikettigimiz taze sebze ve meyvelerin bizi c¢esitli hastaliklardan korudugu

bilinmektedir. Bu koruyuculuk; askorbik asit, a-tokoferol, B-karotenoidler, glutatyon,
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fitosteroller, kumarinler, flavonoidler ve likopen gibi antioksidan Ozellik gosteren

bilesikler sebebiyle ger¢eklesmektedir.

Likopen: Karotenoidler arasinda en giiclii singlet oksijen (‘O,) tutucudur.

Likopen bir¢ok sebze ve meyveye kirmizi rengi veren maddedir.

Flavonoidler: Bitkilerin sari-beyaz pigmenti olan flavonoidler polifenolik
bilesiklerdir. Halka yapilarina gore flavanoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyoninler,
katesinler ve izoflavonoidler seklinde siniflandirilirlar (Bilaloglu ve Harmandar, 2000).
Antioksidan etkinlikleri, icerdikleri —OH grubu sayist ile orantilidir. Siiperoksit, lipid
alkoksil, lipid peroksil ve nitrik oksit radikallerinin giderilmesinde, Fe ve Cu selatlama

gibi reaksiyonlarda etkinlik gosterirler (Miller ve Ruiz-Larrea, 2002).

Gidalara sentetik antioksidanlarin  eklenmesinin  sebebi ise; gidalarin
korunmasidir (Finley ve Given, 1986). Bu amagla gidalara biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), propil gallatlar (PG), tert-
biitil hidrosikinon (TBHQ), sodyum benzoat gibi sentetik antioksidanlar eklenir.

OH OH
(H3C)sC C(CH3)3
X CHs
[

P CHg3

CHs OCHs

BHT BHA
(3,5-di-tert biitil-4-hidroksitoluen) (tert-biitil-4-metoksifenol)

Bu sentetik antioksidanlar gidalara; lipid peroksidasyonunu engellemek veya
azaltmak, toksik oksidasyon iiriinlerinin olusumunu engellemek, besin kalitesini

siirdiirmek, raf dmriinii uzatmak amaciyla eklenir.
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2.5.Tiikettigimiz Besinler ve Antioksidanlar

Gidalarla alinan antioksidanlarin, insan sagligi ve yasam kalitesi lizerindeki
olumlu etkisi anlasildigindan beri gerek halkin, gerek uzmanlarin bu konudaki ilgi ve
merak1 sebebiyle tiiketilen gidalarin antioksidan kapasitesi lizerindeki arastirmalar artig

gostermistir.

Bu calismalarda bildirildigi iizere; yapilan 200’iin lizerindeki aragtirmada taze
meyve ve sebze tliketiminin akciger, pankreas, mide, yemek borusu, girtlak, yutak,
kolon kanserlerinde koruyucu etki gosterdigi gorilmiistiir. Bu sebze ve meyveler
arasinda One ¢ikanlar; sogan, sarimsak, pirasa, havug, brokoli, briiksel lahanasi, lahana,
karnabahar ve domatestir. Baska bir caligmada ise yiiksek likopen igerigi sebebiyle

domatesin kanserle iliskisi incelenmistir (Isbilir, 2008).

Bunlar haricinde yine {lizim, nar, elma, {iziimsii meyveler, adagayi, biberiye,
kekik, brokoli, domates, sogan, sarimsak, havug, 1spanak, karnabahar, lahana, kereviz,
cay, yesil cay, sarap, siyah iiziim suyu gibi ¢esitli meyve, sebze ve iceceklerde yapilan
incelemeler sonucunda o6zellikle flavonoid agirlikli olarak igerdikleri fitonutrientlerin
antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu goriilmistiir. Baharatlar bitki siniflar1 i¢inde
antioksidan 6zellikleri en ¢ok kabul edilmis smiftir. Birgogunun antioksidan 6zellik
gosteren bilesikleri izole edilmistir. Biberiye, adagayi, kekik, mercankdki, zencefil
ekstraktlarinin misir, balik, zeytin, findik, aygicegi, soya yaglari tizerindeki oksidasyon

stabilitesi incelenmis ve etkili oldugu bildirilmistir (Isbilir, 2008).

Dogal ve bitkisel kaynaklarda yeni antioksidan arayisi devam etmektedir. Bu
kaynaklarin ucuz, yenilebilir ve bol bulunur olmasi énemlidir. Bu sebeple tarimsal ve
endistriyel atiklar dikkat ¢ekmis ve patates kabugu atiklari, iizim kabugu, {iziim
cekirdegi, zeytin kiispesi, havug pulpu atig1, yesil ¢cay yapraklari, soya fasulyesi melasi,
narenciye c¢ekirdegi ve kabuklari iizerinde cesitli incelemeler yapilmis ve bazilarinin

polifenolik bilesikleri tanimlanmaistir.
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Taze sebze ve meyvelerde bulunan dogal antioksidan maddelerin basta kanser
olmak iizere, diyabet, obezite, katarakt ve kardiovaskiiler hastaliklar {izerinde koruyucu
etkisi oldugu kanitlanmistir. Bu sebeple viicudun endojen antioksidan savunma
sisteminin, beslenme yoluyla alinan antioksidan bilesiklerle desteklenmesi gerektigi

belirtilmistir (Isbilir, 2008).

Bu tez kapsaminda, son yillarda taninmaya baglayan alabas bitkisinin
yapraklariin ve gévdesinin in vitro kosullarda antioksidan aktivitesi ¢esitli metodlarla
incelenmis ve alabas bitkisi beslenmemizde dogal bir antioksidan kaynagi olup

olamayacagi yoniinden degerlendirilmistir.

2.5.1. Antioksidan aktivite tayin metodlar1

Gidalarin bilesiminin kompleks olusu, gida antioksidanlarinin ¢oklu fonksiyon
gostermesi ve sinerjistik etkilesimleri sebebiyle, gida bilesenlerinin 6zel olarak
ayrilmasi ve ¢alisilmasi pahali ve zordur. Bu nedenle antioksidan aktivite bir biitiin
olarak incelenir. Aktivite 6l¢limii i¢in ¢ok ¢esitli metodlar vardir, ancak fazla cesit goriis
ayriliklarin da beraberinde getirmistir. Olgiim yapilirken farkli oksidasyon sartlarinda
farkli oksidasyon iirlinlerini 6lgmek i¢in birden fazla metod kullanilmalidir (Frankel ve

Meyer, 2000).

Toplam antioksidan aktiviteyi Olgmek igin gelistirilmis c¢esitli metodlardan

bazilari;

¢ Trolox ekivalenti antioksidan kapasite (TEAC)

e Toplam radikal tutma parometresi (TRAP)

e Demir (IIT) iyonu indirgeme giicii (FRAP)

¢ Oksijen radikalini absorblama kapasitesi (ORAC)’dir (Frankel ve Meyer 2000).
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Antioksidan aktivite tayin metodlari, kimyasal reaksiyonlarina goére iki gruba

ayrilirlar:

Birincisi; hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan metodlar ve ikincisi; bir

tek elektron transferine (ET) dayanan metodlardir. Bu temellere dayanan metodlarin

hedefi; koruyucu antioksidan kapasitesi yerine, oksidan giderici kapasiteyi 6l¢gmektir.

Tablo 2.2’de bu metodlar 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. In vitro kosullarda uygulanan
2008).

antioksidan aktivite tayin metodlar1 (Isbilir,

HAT-temelli metodlar

ROO*+ AH —— ROOH + A~
ROO*+ LH —— ROOH + L*

Oksijen radikalini absorblama kapasitesi
(ORAC)

Linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu
(TRAP)

LDL oksidasyonunun inhibisyonu (TRAP)

Crocin agartma metodu

ET-temelli metodlar

M" + ¢ (AH'den) ———— AH* + M™D

Trolox ekivalenti antioksidan kapasite
(TEAC)

Fe(III) iyonu indirgeme giicii (FRAP)
DPPH radikali giderme aktivitesi

FCR ile toplam fenolik bilesik tayini

Diger metodlar

Tiyobarbitiirikasit ile oksidasyon
iirlinlerinin tayini (TBARS)

Peroksit degeri (POV)

Ransimat metodu

Cesitli  serbest  radikalleri  yakalama

metodlari
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2.5.1.1. HAT-temelli metodlar

Temel olarak hidrojen atomu transferine dayanan bu metodlarda, ilk olarak bir
radikal baslatic1 kullanilarak, peroksil radikali (ROO-) {iretilir. Reaksiyon ortamindaki
antioksidan ve substrat, radikaller i¢in yarisir. ROO- tercihen, antioksidandan bir
hidrojen atomu alir. Sonug¢ olarak peroksil radikali ve hedef molekiiliin arasindaki

reaksiyon geciktirilir veya inhibe edilir (Ou vd., 2002, Huong vd., 2005)

2.5.1.2. ET-temelli metodlar

Bu metodlarin temeli elektron transferine dayamr. Fe’', ABTS-" gibi bir
oksidanin antioksidan1 yiikseltgemesiyle, antioksidandan oksidana bir elektron transferi
gerceklesir. Bu transfer oksidanin renginin degismesine sebep olur. UV/VIS ile
absorban  degisimi  Ol¢iiliir.  Absorbanstaki  degisim  derecesi, antioksidan
konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve antioksidan maddenin indirgeyici kapasitesinin

tayininde kullanilir (Huong vd. 2005).

2.5.1.3. Lipid oksidasyon markerlerini dl¢cen metodlar

Lipid oksidasyonu dlgiimleri i¢in en ¢ok kullanilan indikatorler; reaksiyon
ortamindaki oksijen, yag asitleri gibi reaktanlarin kaybi, hidroperoksitler, aldehitler,
ketonlar, asitler gibi primer ve sekonder oksidasyon iiriinlerinin olusumunun tayin
edilmesidir. Bu amagla en c¢ok kullanilan metodlar; peroksit degeri (POV),
tiyobarbiitirik asit reaktif tiirlerinin (TBARS) tayini ve kisa zincirli yag asitlerinden

kaynaklanan iletkenligin (Ransimat) 6l¢timiidiir (Pon vd., 2007).
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2.5.1.4. Diger ROT giderici kapasiteleri 6lcen metodlar

Insan viicudunda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinden -OH, 102 ve ONOO™1
gidermek i¢in herhangi bir enzimatik faaliyet bilinmemektedir. Bu sebepler oksidan
giderici kapasiteleri Olciilen 6rneklerde uygulanan metodun reaktif oksijen tiirlerini de
icermesi gerekmektedir. In vitro kosullarda c¢esitli radikal tiretici sistemler kullanilarak
antioksidanlarin serbest radikal tuzaklama yetenekleri ol¢iiliir. Bu 6l¢iim i¢in kullanilan
metodlar; O, radikali giderme kapasitesi tayini, -OH radikali giderme kapasitesi tayini

ve peroksinitrit (ONOQ") giderici kapasitenin tayinidir.

2.6. Alabas (Brassica oleracea var. Gongylodes)

Brassicaceae ailesinden olan alabas, toprak iizerinde olusan siskin govdesi ile
sebze olarak tiiketilmektedir. Lahana grubu sebzelerden olan alabasi, lahana grubu
sebzelerden ayiran Ozelligi, sebze olarak degerlendirilen gdvdesinin depo haline

gelmesidir (Url 1).

Sekil 2.6’da gorildiigii gibi, alabasta gévdenin rengi agik yesil veya maviye
calan eflatun olabilir. Yapraklar yumrunun iist kismindan ¢ikar. Yaprak saplar1 diger
lahana grubu sebzelerinden uzun olsa da yaprak ayasi daha kiigiiktiir. Cigeklenme ve

meyve Ozellikleri ise digerleriyle aynidir (Url 5).

Sekil 2.6. Alabas Bitkisi
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Alabas her toprakta yetisebilir ama optimum 22° C sicaklik ister. Ulkemizde
Dogu Anadolu Bdlgesi’nde yetistiriciligi yapilmaktadir. Fakat tiretim alan1 ve miktari
cok diisiik oldugundan ekonomik anlamda tiretilip tiikketilmektedir. Tiirkiye’de tiikketimi
cok olmasa da Ingiltere, Almanya, Belcika, ve Hollanda’da bolca tiiketilmektedir.
Anavataninin Bat1 Avrupa iilkeleri oldugu diisiiniilmektedir (Esiyok., 2005).

Icerisinde bulundurdugu pB-karoten, folik asit, C vitamini, A vitamini gibi
maddelerle astim, kanser, katarakt, yiiksek tansiyon ve sinir sistemi hastaliklarinda etkili

oldugu diisiiniilmektedir (Halk Gazetesi, 20006).

Zengin C vitamini ve potasyum igerigi, az kalorili, bol lifli yapisi ile diyette
onemli oldugu diisiiniilen alabasin, iireticiler i¢in alternatif bir gecim kaynagi

olabilecegi de zannedilmektedir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Ornegi
Deneylerde kullanilan alabas (Brassica oleracea var. Gongylodes) bitkisinin

tohumlar1 T.U. Havsa Meslek Yiiksek Okulu Seracilik Programi’nin serasma ekilerek

yetistirildi. Temizlenen gévde ve yapraklar taze haliyle kullanildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma, Merck,

Aldrich ve Riedel de Haen firmalarindan satin alinmistir.

Deneylerde; rondo (Tefal 400W), analitik terazi (Gec Avery), ¢alkalamali su
banyosu (Clifton termostatlt 100-400 rpm), rotary-evaporator (Buchi R-200), inkiibator
(EnoLab MB-80), vortex (Fisons), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pH metre
(WTW pH 330i), liyofilizatér (Armfield FT 33), 1sitict ve manyetik karistirict (Chiltern
HS31) dagitict ve mikro pipetler (Eppendorf) kullanilmigtir.

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Cozeltiler

Folin-Ciocalteu Reaktifi: Firmadan satin alindig1 sekilde kullanildi.

% 2’lik Na,COs: 2 gr Na,CO; tartilip destile suda ¢oziildii ve destile su ile

balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.
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1 mM DPPH: 0,01972 gr DPPH tartilarak etanolde ¢6ziildii ve balon jojede

etanolle 50 mI’ye tamamlandi.

0,1 mM DPPH: ImM’lik DPPH c¢o6zeltisinden 25 ml alinarak balon jojede

etanolle 250 ml’ye tamamlandi.

0,2 M Fosfat Tamponu (pH=6,6): 13,609 gr K,HPO4.2H,O ve 17,80 gr
Na,HPO4.2H,0O tartilip destile suda ¢oziildii ve her ikisi de ayri ayr1 500 ml’ye

tamamlandi. Bu iki ¢6zelti pH=6.6 olacak sekilde karistirilarak, tampon hazirlandi

% 1 K3Fe(CN)g: 1 gr KsFe(CN)g tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede

100 ml’ye tamamlandi.

% 10’lik TCA: 10 gr TCA tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100

ml’ye tamamlandi.

% T’lik FeClz: 1 gr FeCl; tartilarak destile suda ¢oziildii ve 100 ml’ye

tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu: 1,9337 gr Tris tartilip destile suda ¢oziildii. pH=8 olana
kadar 1 M’lik HCI ¢ozeltisi eklendi. pH=8 olunca destile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

1 M’hik HCI: 4,13 ml % 37’lik HCI alinarak destile su ile balon jojede 50 ml’ye

tamamlandi.

156 pM NBT cozeltisi: 0,0255 gr NBT tartilarak Tris-HCI tamponunda ¢oziildi

ve balon jojede 200 ml’ye tamamlandi.

468 nM NADH c¢ozeltisi: 0,0694 gr NADH tartilarak Tris-HCl tamponunda

¢oziildii ve balon jojede 200 ml’ye tamamlandi.
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60 nM PMS: 0,0018 gr PMS tartilarak Tris-HCI tamponunda ¢6ziildii ve balon

jojede 100 ml’ye tamamlandi.

2 mM FeCl,: 0,0254 gr FeCl, tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede

100 mI’ye tamamlandi.

5 mM Ferrozin: 0,12 gr Ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede

50 ml’ye tamamlanda.

B-Karoten ¢ozeltisi: 1 mg -Karoten tartildi ve 4 ml kloroformda ¢oziildii.

3.2. Metod

3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Taze alabag bitkisinin gévde ve yapraklari rondoda ayr1 ayr1 6giitiildiikten sonra

etanol, metanol, aseton ve su ekstratlar1 elde edildi.

Etanol, metanol ve aseton ekstratlar1 icin govde ve yaprak 6rneklerinden 50°ser
gr tartilarak, 500 ml etanol, metanol ve asetonla ayr1 ayr1 ekstrakte edildi.
Ekstraksiyonlarin her biri 30° C’de 400 rpm’de ve 200 ml, 200 ml, 100 ml olmak {izere
3 asamali olarak toplamda 5 saatte gercgeklestirildi. Siizge¢ kagidindan siiziildii ve

¢oziiciileri evaporatorde 40° C’de uguruldu.

Su ekstratlar1 i¢in gévde ve yaprak orneklerinden 15’er gr tartilarak iizerine 150
ml kaynayan su eklendi, 15 dk boyunca manyetik balikla karistirilarak ekstraksiyon
yapildi. Ekstraktlar siizge¢ kagidindan stiziildii ve siiziintii liyofilize edildi.

Bitki ekstratlarinin verim hesabi igin tartimlari alind1 ve karanlikta +4° C’de

saklandi.
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Deneylerde calisilan konsantrasyonlari hazirlamak iizere; bitki ekstraklar: destile
su ile 1000 mg/ml olacak sekilde ¢oziildii. Daha diisiik konsantrasyonlu numuneler ise,

bu stok ¢ozeltiden seyretilerek kullanildi.

3.2.2. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Alabag govde ve yaprak ekstraktlarindaki toplam ¢oziinebilen fenolik maddeler
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi (Singleton ve Rassi 1965). Folin-
Ciocalteu Reaktifi fosfotungistik (H;PW1,049) ve fosfomolibdik (H3PMo,,040) asitlerin
karisimidir ve bu asitler fenol oksidasyonu esnasinda mavi renkli bilesiklere indirgenir.
Renk degisimi polifenolik bilesiklerin miktar1 ile orantilidir. Yiiksek absorbans, yiiksek
polifenolik bilesik igerigini gosterir. Polifenolik miktar1 genellikle gallik asit veya

katesol ekivalenti olarak ifade edilir.

100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan alabag gévde
ve yaprak ekstraktlar1 ve gallik asit ¢ozeltilerinden 0,1 ml alind1 ve hacimler destile su
ile 4,6 ml’ye tamamlandi. Uzerine 0,1 ml FCR katild1. 3 dakika bekletildikten sonra 0,3
ml % 2’lik Na,COj; ¢ozeltisi eklenerek 2 saat boyunca oda kosullarinda, ¢alkamali su
banyosunda 250 rpm’de tutuldu. 2 saat sonunda 760 nm’de absorbanslar okundu. Kor

deneme Ornek yerine destile su ile hazirlandi.

Gallik asit i¢in ¢izilen absorbans-konsantrasyon standart grafiginin
denkleminden, orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 pg gallik asit (ug GAE/g
ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.
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3.2.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Alabas govde ve yaprak ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitesinin
deneyi 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali kullanilarak Blois’in metoduna gore
yapild1 (Blois, 1958). Metod; bitki ekstraktlarinin, bir proton veya elektron vererek mor
renkli DPPH c¢dozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Reaksiyon karigimindaki

absorbans diismesi, yiiksek serbest radikal giderme aktivitesini gosterir.

100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml olarak hazirlanan alabas gdvde ve yaprak
ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1 ml’sine, etanolde ¢oziinmiis 0,1 mM DPPH
¢Ozeltisinden 4 ml eklendi ve vortekslendi. Karanlikta ve oda kosullarinda 30 dk.
bekletildikten sonra absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol numunesi; 6rnek yerine 1 ml etanol

ile calisildi.

% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = --ontrolin Absorbansi —Ornek Absorbanst

Kontrol Absorbansi

Yukaridaki formiille % aktivite hesaplandiktan sonra % aktivite-konsantrasyon
grafigi cizildi, grafik yardimiyla DPPH’in % 50’sinin inhibisyonunu saglayan ekstrakt
ve standart madde konsantrasyonu olan ECsy degerlei bulundu ve sonuglar ECsy=pg/mg

olarak verildi.

3.2.4. Demir (IT) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Alabas govde ve yaprak ekstraktlarmin Fe*" iyonlarini selatlama aktivitesi Dinis
ve arkadaslarinin metoduna gore tayin edildi (Dinis vd., 1994). Bu yodntem Fe**
iyonlarmi baglamak i¢in, giiclii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile ortamda
bulunan metal baglayic1 bilesiklerin yarismasina dayanir. Ornegin selatlama giicii ne

kadar yiiksekse kirmizi renkli Fe*/ferrozin kompleksinin olusumu o derece engellenir.
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100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan alabag gévde
ve yaprak ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1 ml’sine 3,7 ml deiyonize su ve 100 ul 2
mM FeCl, ¢ozeltisi eklendi. Oda kosullarinda 30 dk’lik inkiibasyonun ardindan 200 pl 5
mM ferrozin ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. 10 dk daha bekletildikten sonra 562
nm’de absorbans 6l¢iildii. Kér deneme 6rnek yerine deiyonize su kullanilarak yapildi.

% selatlama aktivitesi agagidaki formiile gore hesaplandi.

% Selatlama Aktivitesi =1- 562 nmde Omek Absorbanst x 100

562 nmde Kontrol Absorbansi

3.2.5. B-Karoten Agartma Yontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanan B-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi. Bu yontem, inhibisyon sonucu [-karotenin renginin agilmasi

esasina dayanir. Yiikselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru orantilidir.

1 mg B-karoten 4 ml kloroformda ¢6ziildii. Bu ¢ozeltinin 1 ml’si alinarak tizerine
200 ml Tween 40 ve 20 pl linoleik asit eklenip karistirildi. Kloroform vakum altinda
reaksiyon ortamindan uzaklastirildiktan sonra karisim balon jojede destile su ile 50

ml’ye tamamlandi.

100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan alabag gévde
ve yaprak ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 750 pl’sine 3 ml reaktif eklendi ve 490
nm’de baslangic absorbanslar1 6l¢iildii. Daha sonra 50°C’de 180 dk inkiibe edildi ve son
absorbanslart 490 nm’de Ol¢iildii. Kor deneme i¢in B-karotensiz reaktif kullanildi. %

Total antioksidan aktivitesi, asagidaki formiile gore hesaplandi (Jayaprakasha, 2001).
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a = (.dk’da olgiilen absorbans,
b = inkiibasyon sonunda 6l¢iilen absorbans,
t = inkiibasyon stiresi

R —R.
% Aktivite = —kontrol _—_“drmek 100

kontrol

3.2.6. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi tayini Nishimiki ve arkadaslarmin
metoduna gore tayin edildi (Nishimiki vd., 1972). Bu metod NADH/PMS/O, sistemi ile
tiretilen stliperoksit radikalinin, sar1 renkli NBT’yi mavi-mor renkli formazan tiirevine
indirgemesi esasina dayanir. Eger reaksiyon ortaminda siiperoksit radikali giderme

aktivitesi olan bilesikler varsa, diislik absorbans degerleri elde edilir.

1 ml 156 uM NBT (Tris-HCI tamponunda, pH=8) ve 1 ml 468 uM NADH (Tris-
HCl tamponunda, pH=8) ¢ozeltilerine, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlanmis alabas gdvde ve yaprak ekstraktlarinin ve standart
cozeltilerin 1 ml’si eklendi. Reaksiyon karistmina 100 pl 60 uM PMS (Tris-HCI
tamponunda, pH=8) eklendikten sonra 25°C’de 5 dk bekletildi. 560 nm’de absorbanslari
okundu. Kor deneme, bitki ornegi yerine destile su konularak yapildi. % siiperoksit

radikali giderebilme aktivitesi agagidaki formiile gére hesaplandi.

560 nmde Kontrol Absorbansi - 560 nmde Ornek Absorbansi X

% Sitiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi =
560 nmde Kontrol Absorbansi

100
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3.2.7. indirgeme Kapasitesi Tayini

Indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu,1986).
Indirgeme kapasitesi; reaksiyon ortamindaki indirgen maddenin Fe’" iyonlarim Fe*"
iyonlarina indirgemesi ve ortama FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki
kompleksin absorbansinin o6l¢iilmesine dayanir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek

indirgeme kapasitesini gosterir.

100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan alabas gévde
ve yaprak ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1 ml’sine 2,5 ml fosfat tamponu (0,2 M
pH=6,6) ve 2,5 ml % I’lik KsFe(CN)e cozeltisi eklendi. Reaksiyon karigimlart 20 dk.
boyunca 50°C’de inkiibe edildi. 20 dk. sonunda karisimdan 2,5 ml alinarak iizerine 2,5
ml destile su ve 0,5 ml % I’lik FeCl; ¢ozeltisi eklendi. 700 nm’de absorbanslari
okundu. Kor deneme; bitki 6rnegi yerine tamponla yapildi. Deney sonucu absorbans-

konsatrasyon grafigi cizilerek degerlendirildi.

3.2.8. Degerlendirme

Tim deneyler birbirine paralel ii¢ 6l¢iim seklinde yapildi. Grafikler GraphPad
Prism 5 Demo programi kullanilarak cizildi. Hata g¢ubuklar1 grafiklerin iizerinde

belirtildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Alabas bitkisinin gévde ve yapraklari taze olarak ev tipi rondo ile 6gitiildiikten
sonra su, aseton, etanol, metanol kullanilarak dort farkli ¢oziicii ile ekstrakte edildi.
Cesitli metodlarla, tiim ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri incelendi. Ekstraksiyonlar
sonunda, orneklerden ekstrakte edilebilen bilesiklerin yiizde veriminin % 3,085 ile %
8,619 araliginda degistigi goriildii. Orneklerin ekstraksiyon verimleri Tablo 4.1°de
verildi. Tablo 4.1’de goriildiigli gibi; en yliksek ekstraksiyon verimi % 8,619 ile

gbvdenin ve %8,229ile yapragin metanol ekstraktlarindan elde edilmistir.

Tablo 4.1. Yaprak ve govde ekstraktlarinin ¢esitli ¢oziiciilerdeki % ekstraksiyon verimi

Cesitli Coziiciilerdeki % Verim

Etanol Metanol Aseton Su
Yaprak 5,556 8,229 3,194 3,05
Govde 7,979 8,619 4,301 3,185

Bu alabas govde ve yaprak ekstraktlar1 destile su ile 1000 mg/ml olacak sekilde
¢cOziildii. Daha disiik konsantrasyonlu ornekler, bu stok ¢ozeltiden seyretilerek
hazirlandi. Folin-Ciocalteu raktifi (FCR) ile toplam fenolik madde icerigi, DPPH
serbest radikali giderme aktivitesi, indirgeme giicii, metal iyonlarin1 selatlama
kapasitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi ve B-Karoten agartma yontemi ile tim

ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri tayin edildi.

4.1. FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Bitki ekstraktlarindaki toplam ¢oziinebilen fenolik maddeler Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ile tayin edildi. Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart grafik (Sekil
4.1) yardimiyla, alabas govde ve yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar

mg gallik asit (mg GAE/g taze ekstrakt) esdegeri olarak hesaplandi.
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Standart grafik denklemi yardimiyla mg gallik asit esdegeri olarak toplam
fenolik madde miktarlarinin; yaprak i¢in 16,473-27,582 mg/gr, gévde i¢in 7,323—-8,303
mg/gr arasinda degistigi belirlendi.
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Sekil.4.1. Gallik asit standart grafigi

Tim ekstraktlarin, gallik asit esdegeri olan fenolik madde miktarlarina ait

degerler Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 4.2. Bitki ekstraktlarinin gallik asit esdegeri olan fenolik madde igerikleri
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Sekil 4.2°de goriildiigii iizere; yaprak ve govdenin fenolik madde iceriginde
belirgin bir fark vardir. Alabas yapraklarmmin fenolik madde igerigi gdvdeninkinden
yaklagik li¢ kat daha yiiksek olarak belirlendi. Yaprak ekstraktlarinin fenolik madde
iceriginin  ekstraksiyonda  kullanilan  ¢oziici  acisindan  karsilastirildiginda

aseton>etanol>su>metanol seklinde azaldig1 goriilmektedir.

4.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Dogal antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitesini Olgmek igin
kullanilan radikallerden biri de DPPH radikalidir. Alabas govde ve yaprak
ekstraktlarinin serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali kullanilarak tayin edildi.
Standart madde olarak C vitamini, E vitamini, BHA ve BHT kullanildi.

Ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon-%

inhibisyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Yaprak ekstraktlarinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 4.4. Govde ekstraktlarinin DPPH radikali giderme aktivitesi

Sekil 4.3 ve 4.4 incelendiginde; DPPH radikali giderme aktivitesi bakimindan
alabas yaprak ekstraktlarinin, govde ekstraktlarindan daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi.

Alabas yaprak ve govde ekstraktlarinin artan konsantrasyonlari ile dogru orantili
olarak DPPH radikali giderme aktivitelerinin arttig1 gozlendi. Alabas govdesinden elde
edilen tiim ekstraktlar ile yapragin su ekstraktinin % inhibisyon degerleri standartlara
gore bir miktar diisiik bulunmus ve antiradikalik aktivite yoniinden zayif olarak kabul

edilmistir.

Alabag yapragmin etanol, metanol ve aseton ekstraktlarinin % inhibisyon
degerleri yukarida belirtilen ekstraktlara gére oldukga yiiksektir. 750 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda radikal giderme aktivitesi yoniinden standartlarla karsilastirilabilir
yukseklikte degerler elde edilmistir. Alabas yapraginin aseton, etanol, metanol
ekstraktlarinin 750 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda sirasiyla % 54.3, % 52.4 ve % 43.6
radikal giderme aktiviteleri gézlenirken 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla

% 68.3, % 67.5 ve % 58.3 aktivite gdzlenmistir.



47

ECsy degeri; reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yakalanmasi
icin gereken antioksidan konsantrasyonudur ve diisiik ECso degeri yiiksek radikal
giderme aktivitesini  goOstergesidir.  Alabas ekstraktlarinin  radikal giderme
aktivitelerinden ¢izilen % inhibisyon-konsantrasyon grafikleri yardimiyla ECsy degerleri

belirlendi ve Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Alabas ekstraktlarinin ECsy degerleri tablosu

ECsy Degerleri (ng/ml)
Etanol | Metanol | Aseton Su
Yaprak 11,11 12,94 9,04 20,50
Govde 16,69 21,93 17,57 228,3
C Vitamini 0,065
E Vitamini | 0,156
BHA 0,019
BHT 0,061

Tablo 4.2’de goriildiigii gibi tiim ekstraktlar i¢inde en diisiik ECsy degerini

yapragin aseton ekstrakti, en yliksek degeri ise gdvdenin su ekstrakt: vermistir.

4.3. Demir (II) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Bu denemede sonuglar; ¢ozeltide bulunan Fe®* iyonlarimi baglayabilme
acisindan alabag bitkisinin yaprak ve gdvde ekstraktlar ile ferrozinin yarigsmasina gore
degerlendirildi. Standart olarak EDTA ve BHA kullanildi. Her iki bitki 6rneginin metal
selatlama kapasitesini gosteren konsantrasyon -% inhibisyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.5

ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Yaprak ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi
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Sekil 4.6. Govde ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi

Sekil 4.5 ve 4.6’ya gore; alabas bitkisinin yaprak ve govde ekstraktlari
karsilastirildiklarinda  yaprak ekstraktinin  govdeden daha yiiksek Fe?™ iyonlarini
selatlama aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir. Yapragin su ekstrakt1 yaklasik % 80 aktivite
ile tiim ekstraktlar arasinda en iyi Fe** iyonlarini selatlama aktivitesi gosterirken; diger
tim ekstraktlarm % 30-40 civarinda Fe*" iyonlarmi selatlama aktivitesi gosterdigi

belirlenmistir.
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Tiim ekstraktlarin sahip oldugu metal selatlama aktivitesi “EDTA esdeger mg/g

taze bitki” cinsinden hesaplandi ve elde edilen verilerden grafik olusturuldu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Alabas gévde ve yaprak ekstraktlarinin EDTA esdegeri olarak metal

selatlama kapasitesi

Yapragin su ekstrakti hari¢ diger ekstraktlarn hicbirinin Fe®" iyonlarini
selatlama kapasitesinin EDTA ile karsilastirilabilir diizeyde olmadigi goriildii. EDTA
calisilan en diisiik konsatrasyonu 100 pg/ml’da bile % 99 selatlama aktivitesi gosterdi.

4.4. p-Karoten Agartma Yontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

Alabag bitkisinin gévde ve yaprak ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite
tayini, P-karotenin renginin ag¢ilmasimna dayanan [-karoten-linoleik asit yOntemiyle
calisildi. Standart madde olarak E vitamini ve BHT kullanildi. Elde edilen verilerden
konsantrasyon -% inhibisyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Yaprak ekstraktlarinin. B-karoten agartma yontemi ile antioksidan

aktivitesi
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Sekil 4.9. Govde ekstraktlarinin p-karoten agartma yontemi ile toplam

antioksidan aktivitesi

Sekil 4.8 incelendiginde alabas yaprak ekstraktlarinin f-karoten agartma
yontemi ile gergeklestirilen antioksidan aktivite tayininde tiim ekstraktlarin
aktivitesinde konsantrasyon arttikca artig gézlenmistir. Yapragin etanol, metanol, aseton

ekstraktlart % 1545 arasinda degisen aktivite degerleriyle birbirine ¢ok yakin sonuglar
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verirken; su ekstrakti ise % 45-85 arasinda antioksidan aktivite gostermistir. Su
ekstraktinin 750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, standart olarak kullanilan E

vitamininden daha yiiksek aktivite gosterdigi gorilmiistiir.

Sekil 4.9’te goriildiigli gibi; alabas gdvde ekstraktlarindan hig birinin B-Karoten
agartma yoOntemi ile yapilan antioksidan aktivite tayininde aktivite gostermedigi

belirlendi.

4.5. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Alabagin govde ve yaprak ekstraktlarinin siliperoksit radikali giderme
aktivitesinin tayini i¢in in vitro kosullarda PMS/NADH/O, sisteminde siiperoksit
radikali olusturuldu. Ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme kapasiteleri belirlendi.
Standart madde olarak BHA kullanildi. Siiperoksit radikali giderme aktivitesini gosteren

konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Yaprak ekstraktlarinin stiperoksit radikali giderme aktivitesi
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Sekil. 4.11. Govde ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de goriildiigii gibi; alabas yaprak ekstraktlarmin
govdeye gore daha iyi siliperoksit radikali giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi.
Yapragin su ekstrakti yaklasik % 70 gibi yiiksek aktivite gosterirken, govde su
ekstraktinin aktivitesi ise yaklasik % 40 civarindadir. Ayrica yapragin metanol, etanol
ve aseton ekstraktlar1 % 20-45 arasinda inhibisyon gosterirken bu deger govdede aseton

ve etanol ekstraktlar1 i¢in maksimum % 25°tir, metanol ekstrakti ise aktivite

gostermemistir.

4.6. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Fe’* iyonlarmin indirgenmesi, bir bilesigin elektron verebilme yetenegini
gosterir ve bu reaksiyon bilesigin antioksidan aktivite gosterebilmesi i¢in 6énemli bir
mekanizmasi olup, diger antioksidan o6zellikler ile de yakindan iligkilidir. Alabas gévde
ve yapraklarindan elde edilen ekstraktlarm ortamdaki Fe'"*ii indirgeme kapasitesini
tayin etmek iizere degisen ekstrakt ve standart konsantrasyonlarinda calisildi ve olusan

komplekslerin absorbanslar1 700 nm’de 6l¢iildii. Standart olarak C vitamini, E vitamini,
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BHA ve BHT kullanildi ve her bir ekstrakt i¢in konsantrasyon-absorbans grafikleri
cizildi (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Yaprak ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi
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Sekil 4.13. Govde ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi
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Sekil 4.12 ve Sekil 4.13°da goriildiigli gibi alabag bitkisinin yaprak ve govde
ekstraktlarnin Fe’"ii indirgeme kapasitesinin, standartlarla karsilastinldiginda, ¢ok

ylksek olmadig1 gozlendi.

Alabag yaprak ve govde ekstraktlari kendi aralarinda karsilastirildiginda ise

Fe’"ii indirgeme kapasitelerinin yakin oldugu gozlendi.

Govde ve yapragin metanol ve etanol ekstraktlari neredeyse esit degerler
verirken; yapragin aseton ve su ekstraktlarinin gévdeninkilerinden daha yiiksek Fe’™ii
indirgeme kapasitesi gosterdigi gdzlendi.

3+

Standartlarin  aktiviteleriyle karsilastirildiginda; tiim ekstraktlarin  Fe” i

indirgeme kapasitesi oldukca diisiik diizeyde oldugu goriildii.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez kapsaminda alabas bitkisinin (Brassica oleracea var. Gongylodes)
yenilebilir kisimlar1 olan yaprak ve goévdesinden elde edilen su, metanol, etanol ve

aseton ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ¢esitli metodlarla incelenmistir.

Calismaya baslamadan once yapilan kaynak ve literatiir arastirmasi1 sonucunda
alabas bitkisiyle yapilmis antioksidan aktivite ¢alismasina rastlanmamistir. Alabas ile
yapilan arastirmalar incelendiginde; besin igeriginin belirlenmesi, glikozinat ve ugucu
aromatik bilesiklerin ve bu ugucu bilesenlerinin kiikiirt ve azot iceriginin belirlenmesi
ve yetisme kosullart ile ilgili ¢aligmalarla sinirli oldugu goriilmiistiir (Macleod, 1989,

Fischer, 1991, Tayefi, 2008).

Gida endiistrisinde lipid oksidasyonunu engellemek veya azaltmak, toksik
oksidasyon triinlerinin olusmasini1 engellemek, besinsel kaliteyi siirdiirmek ve gidanin
raf Omriinli uzatmak amaciyla antioksidan kullanimi gereklidir (Finley ve Given, 1986).
Bu gereklilik sebebiyle gida endiistrisinde; yaglarda ve yagca zengin diger gidalarda
biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), propil
gallatlar (PG), tert-biitil hidroksianisol (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar yillardan
beri kullanilmaktadir. Bu antioksidanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda sentetik
antioksidanlarin toksititesi ve karsinojenik 6zellikleri oldugu ongoriilmektedir. Ayrica
giiniimiizde toplumun gelir diizeyi yiikseldik¢e ve beslenme konusundaki biling arttikca

sentetik {irtinlere stipheyle bakilir olmus ve dogal iiriinler tercih edilmeye baslanmistir.

Arastirmacilar ve gida bilimcileri insan sagligi acisindan potansiyel toksik
olabilen sentetik antioksidanlarin yerine gegebilecek “dogal antioksidanlar” arastirmaya
yonelmislerdir. Bu yonelimde yeryiiziindeki genis dagilimi sebebiyle bitkisel kaynaklar
calisma sebebi olmakta ve bu kaynaklardan elde edilecek dogal antioksidanlarin sentetik
antioksidanlar yerine gidalara ilave edilmesi hedeflenmektedir. Ozellikle kanser ve

beslenme arasindaki iliski dikkate alindiinda, antioksidan aktiviteye sahip bitkisel
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kaynaklarin direk tiiketimi veya bu materyallerden elde edilecek ekstraktlarin yemeklik

yaglarda ve diger gida maddelerinde koruyucu olarak kullanim1 6nem kazanmaktadir.

Brassicaceae ailesi antioksidan igerigi bakimindan, dengeli insan beslenmesinde
yer alan ¢ok énemli bir ailedir. Ulkemizde son zamanlarda taninan ve bu aileye mensup
olan Alabas bitkisi (Brassica oleracea var. Gongylodes) antioksidan aktivite potansiyeli

arastirilmamis bir bitki olmasi sebebiyle tez konusu olarak se¢ilmistir.

Deneylerde alabasg bitkisinin besin olarak tiiketilebilen yaprak ve govde kisimlari
kullanilmistir. Calisma siiresince yaprak ve govdeden elde edilen etanol, metanol,
aseton ve su ekstraktlarinin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, toplam fenolik
madde miktari, indirgeme kapasitesi, metal iyonlarni selatlama aktivitesi, siiperoksit
radikali giderme aktivitesi, P-karoten agartma metoduyla antioksidan aktivite
tayinleriyle antioksidan kapasiteleri detayli olarak incelenmis ve sonuglar hem bitki
kisimlarinin kendi arasinda hem de Brassicaceae ailesi verileri ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.

Yaprak ve govdeden ekstrakt kati: sivi oran1 1: 10 olacak sekilde destile su ile
15 dk. kaynatilarak; etanol; metanol ve aseton ile 5 saat boyunca g¢alkalamali su
banyosunda, oda kosullarinda ekstrakte edilerek yapilmistir. Arastirmalarda en cok
kullanilan ekstraksiyon yontemleri; su, metanol, etanol, aseton, petrol eteri, etil asetat,
kloroform, diklorometan gibi ¢oziiciiler veya ¢dziicii karisimlart ile homojenizer
kullanarak, oda kosullarinda bekleterek, ¢oziicii ile kaynatarak ve Soxhlet ekstraksiyonu
ile ekstrakt elde edilmesidir. (Nakiboglu vd. 2007, su vd. , 2007, Silva vd., 2007,
Tawaha vd., 2007). Bu calismada, ekstraksiyon i¢in yliksek polariteye ve diger
coziiciilere gore diisiik toksisiteye sahip, ekonomik olarak uygun ve kolay elde edilebilir

coziicliler tercih edilmistir.

Farkli yontemler ve farkli polariteye sahip ¢oziiciilerle yapilan arastirmalarda %
ekstrakt miktarlar1 lizerinde polar ¢oziiciilerin apolar ¢oziiciilerden daha etkili oldugu
gdriilmiistiir (Hayouni vd., 2007, Ozcan vd., 2007). Bizim ¢alismamizdaki ekstraksiyon

verimi verileri ise ¢oziiciilere gore metanol>etanol>aseton>su seklindedir (Tablo 4.1).
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Fenolik bilesikler bitkiler aleminin 6nemli dogal bilesenleridir ve son yillarda
gidalardaki fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin incelenmesi giderek Onem
kazanmaktadir (Nehir El vd., 1999). Calismamizda alabas yaprak ve govde
ekstraktlarindaki toplam fenoliklerin miktar1 FCR ile tayin edilerek ekstraktlardaki
miktarlar genel standart olarak kabul edilen gallik asit cinsinden hesaplandi. Toplam
fenolik madde miktarlarinin; yaprak i¢in 16,473 — 27,582 mg/gr, gévde i¢in 7,323 —

8,303 mg/gr arasinda degistigi gozlendi.

Alabag bitkisinin dahil oldugu Brassicaceae ailesinin diger iiyeleri ile yapilan
fenolik bilesik tayini caligmalarda; sekiz ayri tiirdeki taze brokolinin metanol
ekstraktlariin fenolik madde igerigi 19,60 — 41,40 GAE mg/gr araliginda oldugu (Kaur
vd., 2006), beyaz lahana ve Cin lahanasinin su ekstraktlar1 sirasiyla 623,3 , 543,3 GAE
ug/gr (Roy vd., 2006), brokoli, karnabahar, ¢in lahanas1 ve beyaz lahananin taze ve
yenilebilir kisimlariyla yapilan bagka bir ¢aligmada ise ayni sira ile 82,2+8,8, 27,8+1,5,
118,9+12,5, 15,3+2,1 GAE mg/100gr bitki (Podsedek, 2007)), kale (siis lahanasi) ile
yapilan bir calismada da taze bitki Orne§inin metanol ekstraktinin fenolik bilesik
iceriginin % 16-67 mg/gr arasinda oldugu (Ayaz vd., 2008), seklinde sonuglara

rastlanmustir.

Brassicaceae sebzelerindeki en Onemli antioksidanlarin, toplam antioksidan
kapasitesinin % 80’ini kapsayan fenolik bilesikler ve C vitamini oldugu bildirilmektedir
(Kusznierewicz vd., 2008). Bitkilerdeki polifenol icerigi bitki tiirii, tarim siireci, iklim
sartlar1, 151k, hasat zamani ve depolama gibi pek cok dis etki sebebiyle degisebilir
(Heimler vd., 2007). Ekstraksiyon kosullari, slireci ve ¢oziicii 6zellikleri de fenolik

madde igerigi lizerinde etkilidir.

Calismamizda alabas govde ve yapraklarinin serbest radikal giderme aktivitesi,
antioksidan aktivite deneylerinde siklikla kullanilan bir indikatér olan (Wojdylo vd.,
2007, Chen vd., 2007) DPPH radikali ile gerceklestirildi. Mor renge sahip DPPH
cozeltisi, bir antioksidan ile etkilestiginde yapist degisir ve rengi sartya doner. Renk
degisikliginin derecesi antioksidan konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Alabas yaprak

ve govde ekstraktlarinin DPPH radikalini giderme kapasiteleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de
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goriildiigi iizere; yaprak ekstraktlari, govde ekstraktlarindan daha yiiksek serbest radikal
giderme aktivite gostermistir. Alabas yapraginin aseton, etanol, metanol ekstraktlarinin
750 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda sirastyla % 54.3, % 52.4 ve % 43.6 radikal giderme
aktiviteleri gozlenirken 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla % 68.3, % 67.5

ve % 58.3 aktivite gdzlenmistir.

Ailenin diger lyeleriyle de DPPH radikali giderme aktivitesi caligmalari
gerceklestirilmistir. Ingiltere, Almanya, Belgika ve Polonya’da yetismis beyaz
lahanalarla yapilan bir ¢aligmada, taze lahananin metanol ekstraktlarinin DPPH radikali
giderme aktivitesi 3.31 — 5.42 umol/g arasinda bulunmustur (Kusznierewicz vd., 2008).
Liyofilize edilmis taze beyaz lahana ve Cin lahanasimin DPPH radikali giderme
aktivitesinin sirasiyla % 32 ve % 8 oldugu goriilmiistiir (Roy vd., 2006). Taze halde
metanol ekstrakti alinmig sekiz ayn tiir brokolinin DPPH radikali giderme aktiviteleri %
57.78 — 70.12 arasinda degisiklik gostermistir (Kaur vd., 2006). Taze brokoli yaprak ve
gbvdesi ile yapilan bagka bir calismada metanol ekstraktlart % 43’ten biiylik degerler
verirken, aseton ekstraktlari hi¢ aktivite gostermemistir (Guo vd., 2001). Kale (siis
lahanasi) 1ile yapilan bir ¢alismada taze bitkinin metanol ekstraktinin tiim
fraksiyonlarinin DPPH radikali giderme aktivitesi gosterdigi ama hepsinin standarttan
diisiik oldugu bildirilmistir (Ayaz vd., 2008). ECs, degerlerinin dikkate alindigi bir
calismada Brassicaceae ailesinde en diisiik ECso brokoli ve Italyan siis lahanasinin

gosterdigi bildirilmistir (Heimler vd., 2006).

Alabag bitkisi aile ile kiyaslandiginda yaprak ekstraktlarinin iyi seviyede, govde
ekstraktlariin ise bir miktar diisiik seviyede DPPH radikali giderme aktivite gosterdigi

gozlendi.

Bitki ekstraktlarinin Fe?* iyonlarim selatlama aktivitesi deneyinde sonuglar;
¢ozeltide bulunan Fe*" iyonlarim baglayabilmek icin alabas bitkisinin yaprak ve govde

ekstraktlari ile ferrozinin yarigmasina gore degerlendirildi.

Alabag bitkisinin yaprak ve govde ekstraktlar1 kiyaslandiklarinda yaprak

ekstraktinin  gévdeden daha yiiksek Fe®" iyonlarmi selatlama aktivitesi gosterdigi
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goriilmiistiir. Yapragin su ekstrakt1 yaklasik % 80 aktivite ile tiim ekstraktlar arasinda en

iyi Fe*" iyonlarini selatlama aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Brassicaceae ailesinin Fe*" iyonlarmi selatlama kapasitesine iliskin elde edilen
kisitlt literatiirlere gore; karnabaharin metal selatlama kapasitesinde etkili sonuglar
verdigi (Koksal vd., 2008), taze brokoli yaprak ve gdvdesinin metanol, su ve aseton
ekstraktlarinin selatlama kapasitesine bakildiginda metanol ve su ekstraktlarinin, aseton
ekstraktina gore daha ytiksek selatlama kapasitesine sahip oldugu (Guo vd., 2001), siis
lahanas1 ve kirmizi lahananin da i¢inde bulundugu bir grup bitki ile yapilan ¢alismada
en yiiksek selatlama kapasitesini siis lahanasi ve kirmizi lahananin gosterdigi (Wold vd.,

2006) verilerine ulagilmistir.

B-karoten agartma yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite yoniinden
alabas yaprak ve govde ekstraktlarini inceledigimizde, degisen konsantrasyonlarda
yapragin su ekstrakti ise % 45-85 arasinda toplam antioksidan aktivite gdstermistir.
Yaprak ekstraktlarinin etanol, metanol, aseton ekstraktlart % 1545 arasinda degisen
aktivite degerleriyle birbirine ¢ok yakin sonucglar verirken, govde ekstraktlarmin hig

birinin aktivite gostermedigi goriilmustiir.

Yapilan benzer caligmalarda; sekiz ayrn tiirde taze brokolinin metanol
ekstraktlarinin % 47.23-65.34 arasinda degerler verdigi (Kaur vd., 2007); taze halde
Briiksel lahanasi, lahana ve karnabaharin etanol ve su ekstraktlarinin beta karoten
agartma testi ile yapilan toplam antioksidan aktivite deneyinde sonuglarin etanol
ekstraktlar i¢in aym sirayla % 72.5, 68.5, 47.8, 13.5; su ekstraktlar i¢in % 78.4, 73.8,
69.3, 19.5 oldugu bulunmustur (Kaur ve Kapoor, 2002). Taze haldeki siis lahanasi,
lahana ve bataklik lahanasinin etanol ekstraktlari sirasiyla % 50.2, 59.3, 60.3 inhibisyon

oranlar1 gostermistir (Ismail vd., 2004).

Yaprak ve govde ekstraktlarmin g¢esitli konsantrasyonlarinin siiperoksit
radikali giderme aktivitesine ait grafik Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir. Alabas
yaprak ekstraktlarinin govde ekstraktlarina gore daha iyi siiperoksit radikali giderme
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Yapragin su ekstrakti yaklasik % 70 gibi yiiksek

aktivite gosterirken, gdvde su ekstraktinin aktivitesi ise yaklasik % 40 civarindadir.
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Bu c¢alisma kapsaminda yapilan, Brassicaceae ailesinin diger {iyelerinin
stiperoksit radikali giderme aktivitesine iligkin literatiir taramasinda ulasilabilinen tek
veri; karnabaharin su ve etanol ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi

deneyinde etkili sonuglar vermis oldugudur (Kdksal vd., 2008).

indirgeme Kkapasitesi tayininde alabas yaprak ve gévde ekstraktlarinin Fe™’ii
Fe™’ye indirgeyebilmesi incelendi. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron
transfer edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel antioksidan aktivitesinin onemli bir

gostergesi olarak kabul edilir.

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 incelendiginde alabas bitkisinin yaprak ve govde
ekstraktlarnin Fe*"ii indirgeme kapasitesinin, alabas yaprak ve gévde ekstraktlar:
karsilagtirildiginda yakin oldugu gozlendi. Standartlarla karsilastirdigimizda ise

ekstraktlarin aktivitesinin ¢ok yliksek olmadigi gozlendi.

Aileyle ilgili indirgeme giicii kapasitesi caligmalart incelendiginde; taze
brokolinin gévde ve yapraklarinin metanol, su ve aseton ekstraktlariyla yapilan bir
calismada, metanol ve su ekstraktlarinin E vitaminine yakin indirgeme giicii kapasitesi
gosterdigi belirtilmistir (Guo vd., 2001). Karnabaharin indirgeme giicli deneylerinde
etkili sonuglar verdigi (Koksal vd., 2008), kurutulmus beyaz lahana yapraginin etanol
ekstraktinin ise diisiik indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir (Shyamala vd.,

2004).

Brassicaceae ailesi, antioksidan 6zellik gosteren bilesikler agisindan zengin bir
ailedir. Yiiksek polifenolik madde ve yiiksek C vitamini igerigine sahiptir. Antioksidan
aktivitenin polifenol ve C vitamini igerigiyle dogru orantili oldugu diigiiniilmektedir.
Yapilan literatiir arastirmasina gore aileden en yiiksek antioksidan aktiviteyi siis
lahanas1 ve en diisiik aktiviteyi ise ise karnabahar gostermektedir (Sikora vd., 2008).
Bunun sebebinin karnabaharin yesil kisimlart ile yenilebilen beyaz kisimlar1 arasindaki

farklilik olabilecegi diisiiniilmektedir (Heimler vd., 2006).
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Tez kapsaminda sonug olarak; alabas bitkisinin yaprak kisminin antioksidan
aktivitesinin govde kismindan daha iyi oldugu goriilmistir. Alabas bitkisinin
antioksidan aktivitesi Brassicaceae aile i¢cinde diger iiyelerle kiyaslanacak olursa; alabag
govde ve yapraklar siis lahanasindan diisiik, karnabahardan yiiksek antioksidan aktivite
gostermistir. Bu ¢aligma ile elde edilen veriler; son yillarda giinliik beslenmemizde yeni
yeni yer almaya baglayan bu bitkinin 6zellikle yapraklarinin taze formda 6rnegin salata
olarak tiiketiminin antioksidan savunma sistemimizin serbest radikallerle miicadelesine

katki verici olacagini gostermektedir
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