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OZET

Bu calismada, zencefil (Zingiber officinale) ve zerdecal (Curcuma longa)
baharatlarinin antioksidan aktiviteleri ¢esitli metodlarla incelenmistir. Bu amagla kuru
baharatlar  ogiitiildiikten sonra etanol ve metanol ¢dozicileri kullanilarak
ekstraksiyonlari yapildi. Her bir ekstraktin Folin-Ciocalteu ayiraci ile toplam fenolik
madde igerigi, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, ferrik tiyosiyanat (FTC)
metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi, metal iyonlarini
selatlama kapasitesi, sliperoksit radikali giderme aktivitesi, toplam flavonoid igerigi
tayini, indirgeme kapasitesi ve ABTS radikali giderme aktivitesi tayin edilmistir. Elde
edilen sonuglar a-tokoferol, askorbik asit, trolox, BHT ve BHA standart maddeleriyle
kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Etanol ve metanol ¢oziiciileriyle gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda;
her iki baharatin da ekstrakte edilebilen madde miktarlar1 41.88-52.03 mg/g arasinda
kurutulmus ekstrakt bulundu. En yiiksek ekstraksiyon verimleri etanol ekstraktlarinda
gozlendi.

Toplam fenolik madde tayini sonucunda, ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlarmin gallik asit esdegeri olarak 400.2+10.1-551.1+12.5 mg/g araliginda,
pirokatesol esdegeri olarak 364.3+4.6-502.6+11.3 mg/g araliginda degistigi belirlendi.
En yiiksek miktarlar zerdecal ekstraktlarinda tayin edildi.

Serbest radikal giderme aktivitesinden elde edilen verilere gore; zencefilin
etanol ekstrakti ile zerdegalin etanol ekstraktlarmin standart maddelerle
karsilagtirilabilir diizeyde DPPH giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi.

Baharat ekstraktlarimin  toplam  antioksidan  aktivitesi; linoleik  asit
emiilsiyonunda degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore zencefil-etanol, zencefil-
metanol, zerdecal-etanol, zerdecal-metanol 150 pg/mL konsantrasyonunda olan
ekstraktlar etkili ve yiiksek oranlarda antioksidan aktivite gosterdiler.

H,O, giderme aktivitesi denemesinde; ekstraktlarin  50-250 pg/mL
konsantrasyonlarinda aktiviteleri tayin edildi. En yiikksek H,O, giderme aktivitesi

zencefil-etanol ekstraktinda belirlendi.
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Metal selatlama aktivitesi tayininde; Fe?* ¢ozeltisi kullamldi, sonuglar EDTA
cozeltisi ile kiyaslandi. Zencefil ekstraktlari, zerdegal ekstraktlarina gore daha yiiksek
metal gelatlama aktivitesi gosterdi.

Siiperoksit radikali giderme aktivitesinde; PMS/NADH/O, sisteminde O,*
radikali olusturuldu ve ekstraktlarin bu radikali giderebilme kapasiteleri incelendi.
Caligilan ekstraktlarin hepsinde aktivite gézlendi.

Toplam flavonoid igeriginin tayini; toplam fenolik madde tayini gibi belirlendi.
50-250 pg/mL konsantrasyonu arasinda bulunan degerler gallik asit ve pirokatesol
esdegeri olarak hesaplandi. Ekstraktlarin toplam flavonoid igeriklerinin gallik asit
esdegeri olarak; 318.9+4.7-360.9+5.8 mg/g araliginda, pirokatesol esdegeri olarak;
268.2+£3.1-303.2+4.1 mg/g araliginda degistigi belirlendi. En yliksek miktarlar
zerdecal ekstraktlarinda tayin edildi.

Indirgeme kapasitesi tayininde; her bir baharat ekstraktimn aktivitesi
standartlarla kiyaslandiginda standartlardan daha diisiik aktiviteye sahip oldugu
gozlendi. Indirgeme kapasitesi yetenekleri zerdecal>zencefil seklinde siralama
gosterdi.

ABTS radikali giderme aktivitesi tayininde; zerdegal, zencefilden daha yiiksek
oranda radikal giderme etkisi gosterdi.

Anahtar kelimeler: Zingiber officinale, Curcuma longa, flavonoid madde,
ROT, fenolik madde.



ABSTRACT

This study, the antioxidant activities of ginger (Zingiber officinale) and
turmeric (Curcuma longa) spices were investigated by using different methods. For
this purpose, after the dry spices were ground to fine powder, their extractions were
done by ethanol and methanol 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, total
antioxidant activity by using ferric thiocyanate (FTC) method, H,O, free radical
scavenging activity, metal chelating capacity, superoxide anion scavenging activity,
total flavonoid compound contents, reducing power and ABTS radical scavenging
activity assay. The obtained results were compared by using a-tocopherol, ascorbic
acid, trolox, BHT and BHA as standard.

The extractable compound of all studied spices; were found in the range of
41.88-52.03 mg/g dried extract at the and of the extractions carried out by ethanol and
methanol as solvent. The best extraction yield was observed in ethanol extracts.

In the total phenolic compound assay; total phenolic compound amounts of
extracts were determined to be 400.2+10.1-551.1+12.5 mg/g as gallic acid equivalent;
364.3+4.6-502.6+11.3 mg/g as pyrocatechol equivalent. The highest amounts were
found in the turmeric extracts.

According to obtained results from the assay of free radical scavenging
activity; the ethanol extract of turmeric and ginger showed DPPH scavenging activity,
which is comparable with standard compounds.

Total antioxidant activities of spice extracts; were assayed by using linoleic
acid emulsion. According to obtained results; all of extracts exhibited effective and
high antioxidant activity except of ethanol and methanol of ginger and turmeric at 150
pg/mL concentration.

In the H,O, scavenging activity assay; the scavenging activities of extracts
determined at concentrations of 50-250 pg/mL. The high H,O, scavenging effects

were observed the ethanol extract of ginger.
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Metal chelating effect of samples; were carried out by using Fe?* solution, and
the results were compared with EDTA. Ginger extracts showed the higher chelating
activity Fe®" ions than the turmeric extracts.

For measurement of superoxide anion scavenging activity; O,* radical was
generated by PMS/NADH/O; system, and the abilities of all extracts to scavenge O,*
activity were determined. It was observed the activity only in the ethanol and methanol
extracts.

Determination of total flavonoid contents; were determined as total phenolic
determination. 50-250 ug/mL concentrations of extracts were determined as gallic acid
equivalent and pyrocatechol equivalent. In the total flavonoid compound assay, total
flavonoid compound amounts of extracts were determined to be 318.9+4.7-360.9+5.8
mg/g as gallic acid equivalent; 268.2+3.1-303.2+4.1 mg/g as pyrocatechol equivalent.
The highest amounts were found in the turmeric extracts.

When the reductive capabilities of each one spice samples; were compared to
reference compounds, it was observed they haven’t high activities. The reducing
capacity of all extracts followed the order: turmeric>ginger.

ABTS radical scavenging activity assay; according to obtained results, turmeric
extracts showed the higher radical cation than the ginger extracts.

Key words: Zingiber officinale, Curcuma longa, flavonoid compound, ROS,

phenolic compound.
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1. GIRIS

Oksijen molekiilii, canlilar igin hayati nemi olan bir molekiildiir. Yasamimizi
siirdiirmek i¢in havanin molekiiler oksijenini (O;) tiikettigimizi biliyoruz. Toplam
oksijen tliketimimizin %90'indan fazlasindan elektron transport zinciri (solunum
zinciri), %5-10'undan da diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur. Elektron
transport zincirinde molekiiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve aminoasitlerin
karbon iskeleti) tiireyen NADH ve FADH,'den elektronlar1 ve hidrojenleri alarak suya
indirgenir. Bu yolda oksijen molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici giicii, ATP' nin yiiksek
enerjili fosfat bagi haline dontigtiirtliir.

Biyolojik sistemlerde serbest radikal reaksiyonlari 6nemli bir yer tutar. Serbest
radikaller; son yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan,
kimyasal olarak ¢ok aktif ve zararli molekiillerdir. Serbest radikaller; radikal olmayan
bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya
molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Bu bilesikler organizmada normal
metabolik yollarin isleyisi sirasinda olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de
olusmaktadir. Cok kisa yagsam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok
reaktif olan serbest radikaller, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi
gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin fonksiyonlarin1 yitirmesine neden
olmaktadir (Inglett vd., 2011).

Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle hiicrelerde ve dokularda pek ¢ok
zarara yol acarlar. Oksijenli yasamla birlikte oksijen kaynakli radikaller olusumu
artmis ve oksidatif hasari engelleyici antioksidan savunma sistemleri gelismistir.
Saglikli kisilerde serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge
vardir. Radikal iiretiminin asir1 artmasi ve antioksidanlarin azalmasi oksidatif strese
neden olur. Son yillardaki arastirmalara gore; serbest radikaller inflamasyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kanser, diyabet, gut, bobrek
hastaliklari, solunum sistemi hastaliklar1 ve sindirim sistemi hastaliklarinda rol alir.
Serbest radikallerin dogrudan olgiimii i¢in ESR, Kemiliiminesans ve Enzimsel

yontemler kullanilmakta, bu yontemler deneysel modellerde ve kontrollii sistemlerde



iyi sonu¢ vermektedir. Serbest radikallerin dogrudan Ol¢limiiniin zorlugu,
arastirmacilari lipid, protein ve niikleik asitlerde oksidatif stresin neden oldugu hasar
sonras1 ortaya ¢ikan iiriinlerin 6l¢limiine yoneltmistir. Antioksidan savunma sisteminin
Olclimii icin de gesitli yontemler gelistirilmistir (Deng vd., 2011).

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak ig¢in hiicreler, bunlar
notralize eden antioksidanlar tiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu
denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize
edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar.

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yokedici sistemlerdir. Viicutta
ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek ilizere enzimatik
veya enzimatik olmayan bircok endojen antioksidan savunma mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunun yaninda bazi ilaglar, vitaminler ve sentetik gida antioksidanlari
da eksojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir. Serbest radikal olusumunu
geciktiren veya tamamen durduran koruyucu antioksidanlar veya lipid
peroksidasyonunun ilerlemesini engelleyen zincir kiric1 antioksidanlar (askorbik asit,
a-tokoferol, flavonoidler) olarak etki gosterirler. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarla
reaktif oksijen tiirlerine karsi bitkisel kaynaklarin yararli oldugu; meyve ve sebzelerin
koruyucu etkilerinin igerdikleri askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini),
karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik asitler gibi dogal bilesiklerden dolay1
oldugu bildirilmistir (Halvorsen vd., 2002). Viicudun endojen savunma sisteminin
diizenli ve dengeli bir diyetle alinacak antioksidan bilesikler ile desteklenmesi
gerekmektedir. Bu yiizden diyetle antioksidan aliminda artma veya antioksidanlarla
zenginlestirilmis gidalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda zencefil ve zerdegal baharatlarinin etanol ve metanol ekstraktlari
alinarak ¢esitli metodlarla antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik maddeleri, H,O,
giderme aktiviteleri, indirgeme kapasiteleri, metal iyonlarmi selatlama aktiviteleri,
stiperoksit radikali giderme aktiviteleri, antiradikal aktiviteleri, ABTS radikali giderme
aktiviteleri ve toplam flavonoid maddeleri tayin edilmistir. Sonuglar o-tokoferol,
askorbik asit, trolox, BHA, BHT gibi ¢esitli standart maddeler ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisindedir, bu olaya oksidatif denge denir. Oksidatif denge saglandig: siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Hiicrede normal metabolik
yollardaki enzimatik reaksiyonlarda, ara iiriinler olarak devamli sekilde serbest
radikaller olusur. Bu serbest radikal ara triinleri, enzimlerin aktif yerinden sizmakta,
molekiiler oksijenle kazara etkileserek serbest oksijen radikalleri olusturmaktadirlar.
Hiicrede olusan ROT, ‘‘antioksidanlar’’ olarak bilinen mekanizmalarla ortadan
kaldirilirlar. Bazen hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan
daha fazla ROT olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla
ortadan kaldirilandan daha fazla ROT’ larin meydana gelmesi oksidatif stres olarak
tanimlanir. ‘Oksidatif stres’ : serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki dengesizligi gdstermekte olup, doku hasarina yol agmaktadir

(Altan vd., 2006).

2.2 Serbest Radikaller

Kuantum kimyasina gore, iki elektron bir bagin yapisina girebilir. Ayrica iki
elekronun zit yonde olmasi gerekir. Yani yukariya dogru donen bir elektronun esi
asagiya dogru donen bir elektrondur. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir
ya da ayrilirlar. Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal
bag olusturmasi ile meydana gelir (Sekil 2.1). Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla
sartlmistir ve bu elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin
elektronlan ¢iftlesmis halde bulunur. Eger elektron ciftlesmemis ise molekiil daha
reaktif ve kararsiz duruma gecer. Bir ya da daha fazla sayida ¢iftlesmemis elektrona
sahip element veya bilesiklere ‘serbest radikaller’ denir. Bu eslesmemis elektronlar
yiikksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip islerine engel olurlar. Bu islem
serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullanish yapar. Elektron transferi enerji tiretimi
ve pek cok metabolik islevde temel olusturur. Ama zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir

davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olur (Altan vd., 2006).
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Sekil 2.1. Molekiiler oksijenin olugumu

Bazi fiziksel etkenler ve kimyasal olaylardan dolay: hiicresel kosullarda ve
cevrede devamli bir radikal yapimi vardir. Serbest radikaller {i¢ yolla olusur (Akkus,
1995, Onat vd., 2002):

a) Kovalent baglarin homolitik kirllma: Kovalent bagin kopmasi sirasinda

bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kalir.

XY —> X + v

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan
bir molekiilde elektron kayb1 sirasinda dis orbitalinde eslenmemis elektron kaliyorsa

radikal formu olusur.

¢) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi: Radikal o&zelligi
bulunmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron

olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir.

. n



Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya
cikar. Eslenmemis elektron iceren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar gordiigii
reaksiyonlar dizisini baglatir. Viicutta serbest radikallerin olusumu katabolik
reaksiyonlarin yani sira yagh diyetler, sagliksiz beslenme, sigara, radyasyon ve g¢evre
kirliligi gibi nedenlerle baslamakla birlikte artmaktadir. Serbest radikaller bagisiklik

sistemini zayiflatarak ¢esitli hastaliklara ve erken yaslanmaya neden olurlar.

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen (O,), iki kovalent bag yapmasia ragmen, paralel spin

durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis) elektrona sahiptir (Lee,1991). Serbest radikal
tanimina gore oksijen bir ‘diradikal’ dir. Diradikal oksijen, spin kisitlanmasindan
dolay1 radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girerken, diger serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girer (Akkus, 1995).

b5:5-1

Molekiiler oksijen

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya

3+ 2+ 2+ 5+
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe , Cu , Mn ve Mo gibi

gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklari halde serbest radikal
olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest
radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak ndtral

olabilirler.

2+ +
Organizmada ge¢is metallerini (Fe ve Cu gibi metaller) igeren enzimler

vasitastyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon
reaksiyonlart meydana gelir. Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak

yiiksek derecede ROT olusturma egilimindedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin olusumu

ROT, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarin
baslatabilirler. Hiicrede karbon merkezli organik radikaller, peroksit radikalleri,
alkoksi radikalleri, tiyil radikalleri, siilfenil radikalleri serbest radikallerin olusumuna
neden olurlar (Akkus, 1995) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Bazi serbest radikal tiirleri (Halliwell., 1994)

Adr Formiilii Tanim
Hidrojen atomu H* En basit serbest radikal
Siiperoksit 0, Oksijen merkezli radikal, secimli reaktif
Hidroksil *OH En fazla reaktif oksijen radikali. Insan viicudundaki

tiim molekiillere saldirir.

Triklorometil CCly* C merkezli radikal, CCl, metabolizmasi sonucu

tiretilir ve genellikle O, ile hizla reaksiyona girer.

Tiyil RS* Kiikiirt tizerinde eslesmemis elektron bulunduran

tlirlerin genel ad

Peroksil, Alkoksil | RO, RO | Organik peroksitlerin vikimi sirasinda olusan oksijen

merkezli radikaller.

Nitrik oksit NO* L-arginin amino asidinden in vivo kosullarda tiretilir.

Azotdioksit NO,* NO*'nun O, ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava,

sigara dumaninda vb. bulunur,

Hidrojen peroksit | Hy0, Reaktivitesi en diisik, molekiiler hasar yetenepi
diisiik.
Singlet oksijen '0, Oksijenin giicli oksidatif formu

Reaktivite, radikale ve ortamda bulunan molekiile baghdir. Iki serbest radikal
karsilastiginda eslesmemis elektronlar1 kovalent bag yaparak birlesir. Ancak bunun
sonucunda olusan tiirler de reaktif olabilir. Buna 6rnek NO ve Oy’in ¢ok hizli
reaksiyonu ile bir nonradikal iirlin olan peroksinitritin olusumu verilebilir:

O, + NO+» ————» ONOO

Bununla birlikte bir serbest radikal, radikal olmayan bir madde ile reaksiyona
girerek yeni bir radikal olusturabilir. Biyolojik molekiillerin biiyiik bir kismi radikal
olmadigi i¢in, in vivo sartlarda reaktif bir radikalin olusumu, zincir reaksiyonunun
baslamasina yol agabilir (Nehir El vd., 1999).

2.2.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")
Stiperoksit radikalleri hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya

da oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. Siiperoksit radikalleri



stiperoksit dismutaz adi verilen bir enzimle inaktive edilirler. Siiperoksit radikali iki
mekanizmayla c¢alisirlar. Bu fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasidir.
Ayn1 zamanda yangin reaksiyonlarinda normal dokulara bile zarar verebilecek
aracilardir (Halliwell ve Gutteridge, 1990, Halliwell, 1994).

Stiperoksit radikali, hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.

.-
Cu*/Fe?* +0, —— Cu*"/Fe® + O,

Bu radikal anyonun asil onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem
indirgeyici ozellige sahiptir. Bu radikal epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak

davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside indirgenir (Akkus, 1995).

| | -
HO, + O, + H' — 0, + H,0,

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit (H,O,), stiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir

elektron almasi veya molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron

almasi sonucu olusan peroksitin iki proton ile birlesmesi sonucu meydana gelir

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iretimi, siiperoksitin

dismutasyonu ile olur. ki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu

reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.

L}
20, + 2H"—— H,0, + O

Bu reaksiyon, radikal olmayan iriinler meydana geldiginden dismutasyon

reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimi tarafindan katalizlenir.



Ayrica, aminoasit oksidaz ve ksantin oksidaz (XO) gibi baz1 oksidaz

enzimlerinin faaliyeti sonucunda in vivo olarak H,O; tiretilir (Murray vd., 1996).

Hipoksantin&» Ksantin L» Urik Asit
0,  H0, 0,  HO

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig: halde ROT kapsamina girer ve

2+
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe veya diger gegis

metallerinin varhginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin varliginda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali
olan hidroksil radikali olusturur (Halliwell vd., 2000).

Haber-Weiss reaksiyonu, stiperoksitin direkt olarak H,O, ile reaksiyonudur,
katalizorsiiz reaksiyon oldukg¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok
hizlidir.

Sonra Fenton reaksiyonu ile H,O,’den hidroksil radikali ve hidroksil tiretilir.

Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir:
1) O+ Fet— 0, + Fe*
2) H0, + Fe?'——> OH~ +°*OH + Fe*" (Fenton reaksiyonu)

Net 0'3—* HO, > O, + OH + *OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.2.1.3. Hidroksil Radikali (HO)
Hidroksil radikali, ge¢is metalleri varliginda H,O,’nin indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) olusur. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz

kalmas: sonucunda olusur.
H—O—H ——> H=*+ "OH

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma émrii ¢ok
kisadir ve ROT un en giigliisiidiir (Akkus, 1995, Halliwell ve Gutteridge, 1990).
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Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton
kopararak tiyil radikalleri, karbon merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi

yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta biiyiik hasara neden olur.

R—sH + *OH —— > R—S" +H,0

H2
——C—— + " OH

\
0T

+ H,O

Her tiir biyolojik molekiillerle reaksiyona girer, ozellikle elektronca zengin
bilesikler tercih ederler, niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler

(aromatik aminoasitler) ile ¢esitli radikalik tepkimelerde verirler.

2.2.1.4. Singlet Oksijen (*O,)

Bir radikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Bir radikal oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir
orbitalle yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen, eslesmemis
elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir, delta ve sigma
olmak iizere iki sekli vardir. Delta sekli daha diisiik enerjili (92 kj) oldugundan sigma
sekline (155 kj) gore daha uzun yar1 dmiirliidiir (Cotton ve Wilkinson., 1988).

-5 1 AERS

'A% Delta O, s 2. Sigma O,
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2.2.1.5. Nitrik Oksit (NO®)

Nitrik oksit, hiicresel patofizyolojide onemli bir rol oynayan ¢6ziinebilir,
serbest radikal gazidir. Vazodilatdr mesaji endotelyumdan diiz kasa tasiyan bir enerji
aktaricis1 olarak, sentral, periferal sinirsel aktarimda ve bagisiklikta aktif rol alir
(Halliwell, 1994, Murray, 1996).

Nitrik oksit, hem fizyolojik hem patofizyolojik siire¢lerde 6nemli bir role

sahip serbest radikaldir. NO sentezi bazi hiicrelerde bir reseptdre bir stimiilatdriin

baglanmasina veya noéronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir. Nitrik

oksit (NO.) muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu
sonucu L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) etkisiyle
sentezlenir. Nitrik oksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve
stiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit olusur. Boylece nitrik oksitin
fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya ¢ikar (Halliwell, 1994, Murray,
1996).

2.2.1.6. Hipoklorik Asit (HCIO)

Doku makrofajlar1 gibi fagositik hiicreler, ndtrofil, eozinofil gibi graniilositler
mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in klorlanmis oksidanlar iiretebilir (Murray vd., 1990).
HCIO miyeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O; ve CI" iyonunun birlesmesi sonucu

olusur. Dokularda hasar olusturan gii¢lii bir antioksidandir.

MP
HO, + CI"+ HY —— HOCI + H,0

2.2.2. Hiicredeki Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari
Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri organizmada 6zel metabolik

olaylar sirasinda da {iretilirler, eksojen de alinabilirler.

2.2.2.1. Biyolojik kaynaklar:
a) Solunumsal Patlama: Aktive olmus makrofajlar, notrofiller, eozinofiller ve
fagositik 16kositler ¢esitli biyolojik hedeflerin parcalanmasini saglayan ve enfeksiyona

kars1 viicudun hiicresel cevabini baslatan hiicrelerdir. Fagositik solunumsal patlama
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sirasinda ¢esitli serbest oksijen radikalleri (H,O,, siiperoksit ve hidroksil radikali)
olusur. Fagosite edilmis mikroorganizma ve bakteriler bu tiriinlerin etkisiyle oldiirtliir.
Ancak bu oksidan iiriinler hiicrelerin antioksidan savunma gii¢lerini astiginda normal
konakg1 hiicrelerine zarar verirler ve gesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar

(Sekil 2.3).

:

/)_, A\;\ \ /
P et N Solunumsal
// NADPH 0y Pnhnn e /

/‘ NADPH oksidaz , {
/ - \
.; NADP* /' ' o il
L

‘ ( Bakteri ) ¥

\ \ 2 ~,Fe*" Fenton Re 1k5|yolm\\

\; y .\
‘\ JUL ~CI Lv Fe*'
\ - y
S Miyelope ksllaz S~
J y.ol) = \“( Bakteri )
‘ o 0 0)

N6troﬂl membrani

Sekil 2.3. Fagositik solunumsal patlamada olusan reaktif oksijen tiirleri

b) Radyasyon ve cevresel ajanlar: Hava kirliligi, pestisidler, sigara dumant,
¢Oziicliler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar serbest radikal olusumuna neden
olmaktadir.

c) Antineoplastik ajanlar (doxorubicin, adrioxmicine): Antikarsinojen bir ajan
olan doxorubicin hiicrenin DNA replikasyonu inhibe eder. Bu sirada H,0, olusumuna
ve sonugta lipid peroksidasyonunun baslamasina yol agar (Winterbourn vd. 1985,
Weijl vd., 1997).

d) Stres: Sinirsel uyarilar katesolaminlerin sentezinde artis yaparlar (Murray

vd., 1996). Katesolaminlerin oksidasyonuda bir serbest radikal olusum sebebidir.
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2.2.2.2. intraselliiler kaynaklar

a) Normalde hiicrelerde en biiylik serbest oksijen radikali kaynagi
mitokondriyal elektron tasima zincirinden sizintidir. Hiicrelerde kullanilan oksijenin
bliylik bir kismi (yaklasik %95) mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif
fosforilasyon zinciri ile dort elektron alarak suya indirgenir. Bu sistemde olan elektron
sizintis1 sonucu oksijenin % 1-3’1 siiperoksit radikalini tiretebilir (Halliwell., 1994).

b) Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda serbest radikal {iretimi,
membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

¢) Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu: Tiyoller, katekolamin, tetrahidrofolat
gibi baz1 bilesiklerin otooksidasyonu siiperoksit radikali kaynagidir.

d) Bir¢ok enzimin (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
aminoasit oksidaz) katalitik dongiisii sirasinda H,O, ortaya ¢ikar (Murray vd., 1996).

e) Ozellikle demir ve bakir gibi gecis metalleri, fizyolojik sartlarda
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinda yer alirlar. Bu o6zelliklerinden dolay1
serbest radikal reaksiyonlarini hizlandiran katalizorler olarak is goriirler. Demir ve
bakir ozellikle tiyollerden tiyil sentezini, H,O, siiperoksit ve hidroksil radikali
sentezini katalizler.

f) Toksik maddeler cesitli etkilerle hiicrede serbest radikal {iretimini arttirirlar.
Toksinin kendisi bir serbest radikaldir, toksin bir serbest radikale metabolize olabilir
veya toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.

g) Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli bir
kaynagidir. Arasidonik asit, membran yapisinda bulunan, Onemli fizyolojik
fonksiyonlar1 olan eikazonoidler ailesinin sentezinde baslangic maddesi olan 20
karbonlu ¢oklu doymamis bir yag asididir. Fagositik hiicrelerin uyarilmas: sonucu
plazma membranindaki aragidonik asit serbestlesir ve enzimatik oksidasyonla cesitli

serbest radikal ana tirlinleri meydana gelir (Akkus., 1995).

2.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

ROT olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek oksijen
basinci, ozon (O,) ve azot dioksit, kimyasal maddeler gibi bazi uyarilarin etkisiyle
artar. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler (Onat vd., 2002) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur.

Hiicrede ROT’ larin ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir.

2.2.3.1. Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon tirtinleri olustururlar.

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak
bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde

ilerler ve oldukg¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve

lipid peroksit radikallerinin (LOO ) olusmasi, ROT’larin neden oldugu hiicre hasarinin

onemli bir ozelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
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peroksidasyonuna ‘‘nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ denir (Halliwell ve
Gutteridge, 1990).

Lipid radikali, dayanksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri
olusur. Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine (LOOH) déniisiirler ve bdylece olay
kendi kendini katalizleyerek devam eder (Sekil 2.5).

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu; lipid
peroksidasyon seviyesinin indikatorii olarak kabul edilen malondialdehit (MDA)
olusur. Lipid peroksidasyonu, membran yapisina direk ve olusturdugu reaktif
aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine indirek olarak zarar veren geri doniisiimsiiz bir

olaydir (Onat vd., 2002).

LH + R & = [+ RH
LS, = LOO~*  (lipid peroksit radikali)
L0+t ER = ‘LOOH +1.*

LOOH —> 1L1L0O0O* : LO-+ : aldehitler

Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonunun temel reaksiyonlari

2.2.3.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi doymamis yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler (Van Der Vliet vd., 1994). Bu etki sonucunda
ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi
bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar
bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobin gibi HEM

proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle



16

oksihemoglobinin siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu

methemoglobin olusumuna neden olur (Murray vd., 1996).

2.2.3.3. Serbest radikallerin niikleikasitlere ve DNA’ya etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acgarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA
hasarina ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir (Halliwell, 1994).

2.2.3.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerinde polisakkarit depolimerizasyonu
ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu meydana gelen siiperoksitler ve okzalaldehitler diyabet ve
sigara i¢imi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar (Hawkins ve Davies, 1998, McNeil
vd., 1985).

Okzaldehitler ayrica DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda da rol
oynarlar. Diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon,
romatoit artrit, behget hastalig1 ve kanser gibi birgok hastalikta ve yaslilikta serbest
radikal iretiminin arttigi, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu
gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu

oldugu tam olarak bilinmemektedir.

2.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin  zararli etkilerine karst organizmada koruyucu
mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir
kismi ise olusmus serbest radikallerin zararh etkilerini 6nler. ROT’larin diizeylerini ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 siirlandirmak i¢in viicutta bircok savunma

mekanizmasi gelismistir.



17

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu oOnleyen veya geciktirebilen maddeler
antioksidanlar olarak bilinirler (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994; Akkus, 1995; Bast ve
ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999). Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit
peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, hem direkt hem de dolayli olarak
ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi
hiicreleri koruyan maddelerdir. Kontrol mekanizmasimin temel amaci serbest
radikallerin asir1 yapilmasini 6nlemek, ayn1 zamanda da saglam olan komsu hiicreleri
korumaktir. Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar, serbest
radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale getirenler,

enzim olanlar ve enzim olmayanlar seklinde siniflandirilmaktadir.

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1) Stptirme etkisi: Oksidanlart daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirirler. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2) Onarma etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

3) Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine denir.
Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki eder.

4) Zincir reaksiyonlarimi kirma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin, agir

mineraller kendilerine baglar ve inaktive eder.

2.3.1. Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Antioksidanlar, dogal antioksidanlar ve ilaglar olmak tizere iki grupta
toplanabilir. Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (sliperoksit dismutaz, katalaz,
sitokrom-C-oksidaz), makromolekiiller (seruloplazmin, transferin, miyoglobin) ve
mikromolekiiller (beta-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller,
glutation, N-asetil sistein, metiyonin, ubikinon) sayilabilir. Antioksidanlarin
smiflandirilmasi ¢esitlilik gostermektedir. Dogal (endojen kaynakli) ve eksojen
kaynakl1 antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi (Akkus., 1995) gibi enzim ve enzim
olmayan antioksidanlar (Seven ve Candan., 1996) seklinde smiflandirmalar da

mevcuttur. Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baglica



18

elemanlar ise; enzimler, metal iyonlarmi baglayan proteinler ve suda ile yagda

¢Oziinen radikal tutuculardir (Percival., 1998, Halliwell., 1994).

2.3.1.1. Enzimler
Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit
(H20,) ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Serbest

radikallere kars1 organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle ger¢eklesir.

- SOD
Oz. + 2HY ———————»  HO, + O,

Katalaz (CAT): Hidrojen peroksidi (H,0,) suya ve oksijene pargalar. Esas
olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur
(Murray vd., 1996, Onat vd., 2002).

2H202 M» 2H20 + 02

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Py): Hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir. Lipid peroksidasyonunun baglamasini ve gelismesini engelleyici

ozellikte olan enzimdir.
2G-SH + H,0p —2xp  GSSG + 2Hy0

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

Reaksiyonlar sonucunda oksitlenmis glutatyon GSSG olusur. Antioksidan
savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun tekrar indirgenmis
sekle (GSH) dontigsmesi gerekir. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif stresin bir
gostergesidir (Seven ve Candan, 1996).

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red): GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG)  tekrar indirgenmis

glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder (Halliwell, 1994).

GSSG + NADPH + § — > 2GSH + NADP
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Glutatyon-S-Transferaz: Basta arasidonikasit ve linoleat hidroperoksitleri
olmak tizere lipid peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi

gostererek bir antioksidan Savunma mekanizmasi olustururlar (Sekil 2.6).

ROOH + 2G-SH——'—»  GSSG + ROH + H,0

SOD Fe?  Fe™
200 ——> H0, —~L » OH*
/\ 2 GSH NADP
20" 0,
laz GSH-R, GSH-Red G6-PD
GSSG
H,0+0,  H0 NADPH
H +

Sekil 2.6. Oksidatif strese karsi enzimatik savunma mekanizmalari

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimidir ve

stiperoksiti detoksifiye eder.

Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PLGSH-Px): Monomerik

yapidadir. Esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

2.3.1.2. Yagda ve suda ¢oziinen radikal tutucular

a-tokoferol ( E Vitamini ): Dogada yaygin olarak bulunan E vitamininin ana
bilesenidir. Antioksidan aktivitesi yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip
aromatik halkadan kaynaklanir (Akkus, 1995).

CHj3
HO CllH
CH,CH,CH,CHTCHs
G CH 3
CH; .
a-tokoferol

Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan doymamis yag asitlerini serbest

radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. Okside olduktan sonra,
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parcalanmadan  Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan  yeniden

indirgenebilmektedir.

Askorbik Asit ( C-Vitamini ): Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup
yapica glikoza ve diger alti karbonlu monosakkaritlere benzer. Cok hafif 6zel bir
kokusu vardir. Eksi tatta ve asit reaksiyondadir. Optikge aktiftir. Polarize 15181 saga

cevirir. Gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolay1 giiclil bir antioksidandir.

O
HO /%H* o
HO ‘> H+ O
HO OH HO OH
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Siiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlari ortamdan

temizler. Antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir.

Karotenoidler: Bitkilerde bulunan dogal renk pigmentidir. Fotooksidatif

proseslere kars1 bitkileri korur. En bilineni A vitamini dnciisii olan 3-karotendir.

B-karoten

Singlet oksijeni bastirir. Siiperoksit radikalini temizler. Peroksit radikalleriyle

direkt olarak etkileserek antioksidan gorev goriir.

Likopen
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Karotenoidler arasinda en etkini B-karotenin agik zincirli analogu olan
likopendir (Stahl ve Sies, 1999). LDL’yi oksidatif hasara kars1 koruyarak ateroskleroz

ve diger koroner hastaliklarin gelismesini de engeller.

Flavonoidler: Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenolik bilesiklerdir.
Halka yapilarina gore flavonoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyaninler, katesinler ve
izoflavonoidler olarak siniflandirilir (Bilaloglu ve Harmandar). Flavonoidler ve diger
bitki fenoliklerinin 02*, lipid alkoksil (RO®), lipid peroksil (ROO®) ve NO°®
radikallerini temizleme, Fe ve Cu sclatlama, a-tokoferol rejenerasyonu gibi
fonksiyonlara katildig1 da bildirilmistir (Miller ve Ruiz-Larrea, 2002, Ross ve Kasum,
2002, Rice ve Evans, 1999).

?H
_~OH
HO’\ o) \
@ e | OH
>
0 o OH
OH

temel flavonoid yapisi

Flavonoid ve fenolik antioksidanlar anomerik hidroksil grubundan lipid
radikallerine bir hidrojen atomu vererek lipid oksidasyonunu engellerler. Bilesigin
yapist ile antioksidan kapasitesi iliskilidir, fenolik bilesiklerde —OH grubu sayisi,
flavonoidlerde B halkasinin 5-OH, 4-OH ve 3-OH gruplar1 olmasi antioksidan aktivite
tizerinde etkilidir (Cotella vd., 1996, Cimen, 1999).

Glutatyon  (G-SH):  Hemoglobinin  oksitlenerek  methemoglobine
dontisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur. L-sistein, L-glutamik asit

ve glisinden sentezlenen ii¢ etkili anti-aging aminoasit ve gii¢lii bir antioksidandir.

i Hed &
HOOC™ ™ C” " °C” "H” \H' “COOH

Glutatyon (G-SH)
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Urik Asit: Purin metabolizmasinin son iiriinii olan iirat plazmada bulunan ve
suda ¢oziinen bir maddedir. Normal plazma konsantrasyonlarinda bulunan iirat
stiperoksit, hidroksil, peroksil radikalleri ve singlet oksijeni igerir. Lipid radikalleri
tizerinde etkisizdir (Akkus, 1995).

OH

NTX—N

o

HO)\N/ N
H

Urik Asit

Bilirubin: HEM metabolizmasinin memelilerdeki son iiriinlerinden biri olan
bilirubin plazmada ti¢ temel antioksidandan birisidir (Stryer, 1995, Seven ve Candan,
1996). Diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gézlenmistir

(Yesilkaya vd., 1998).

o I\ [\ -
HO SN\ N N /N OH
H H
Bilirubin

Melatonin ~ (MLT): Melatonin yaz-kis, uzun-kisa giin, aydinlik-karanlik
dongiistiniin - diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonda rol oynayan bir
hormondur (Reiter, 1998). En zararli serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini
ortadan kaldiran ¢ok giliclii bir antioksidandir. Giinimiize kadar bilinen

antioksidanlarin en gii¢liisii olarak kabul edilmektedir (Yazici ve Kose, 2004).

H,CO H, H
2 0
N
H

Melatonin
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Lipoik Asit: Kiikiirt igeren endojen bir antioksidandir. Hidroksil radikali ve
hidrojen peroksidi notralize eder. Prooksidan metalleri selatlayarak da antioksidan etki
gosterebilir  (Percival, 1998, Packer vd., 1995, Scott vd., 1994).

H H
clcooH _2H+2e: (\[—403-COOH
s-s 4
SH SH
Lipoik Asit Dihidrolipoik asit

Sistein: Viicudun iirettigi aminoasitlerden sisteinin bir formu olan N-asetil
sistein (NAS) 6nemli bir antioksidan olan glutatyonun iretilmesine yardim eder.
Ayrica NAS ’in kendisi de ¢ok giiclii bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil

radikali toplayicisidir.

2.3.1.3. Metal iyonlarini baglayan proteinler

Gegis metallerinin 6nemi; oksidan hasarimi1 dolayli yoldan hizlandirmalaridir.
Demir ve bakir iyonlar1 in vivo kosullarda bazi az reaktif bilesiklerin ¢ok kisa siirede
daha reaktif sekillerine doniismelerini saglayabilirler. Bu yiizden organizmada tasiyici

protein ve depo proteinlerine bagli halde tutulurlar (Halliwell, 1994, Onat vd., 2002).

Ferritin: Dokudaki demiri baglar.

Transferrin ve Laktoferrin: Dolagimdaki serbest demiri baglarlar.

Albumin: LOOH ve HCIO toplayicisidir.

Seruloplazmin: Ferro demiri (Fe**) ferri demire (Fe**) yiikseltgeyerek Fenton

reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

2.3.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlart vitaminler, ilaglar ve gida oksidanlari olarak
smiflandirabiliriz. a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit ve folik asit vitamin olan
eksojen antioksidanlardir.

Ilag olarak kullamlan eksojen antioksidanlar; Ksantin oksidaz inhibitdrleri

(allopiirinol, oksipiirinol, folik asit), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
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anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflammatuvar ilaglar),
rekombinant SOD, endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (ebselen, asetil sistein),
nonenzimatik radikal toplayicilar (mannitol, albumin), sitokinler, demir selatorleri,

demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferrokamin, seruloplazmin) (Onat vd., 2002).

Demir Selatorleri: Hiicre icine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler, bdylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali
olusumunu inhibe ederler.

Desferroksamin: Serbest Fe**’i baglar.

Oksipurinol: Allopiirinoliin metabolitidir, dogrudan hidroksil radikali ve
hipokloriti azaltic1 yonde etki eder.

Prokubol: Kan kolesteroliinii diisiirmede kullanilir. Lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonunu kirict etkisi vardir.

Ebselen: Selenyumlu bir bilesiktir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitesini giiglendirir ve lipoksijenaz yolunu inhibe eder.

Sitokinler: Basta katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive ederler.

Ancak proteolitik enzimleri de aktive ettiklerinden dolay1 zararl olabilirler.

2.4. Gidalar ve Antioksidanlar

Son yillarda cogunlugu bitkisel kaynakli olan yiizlerce madde gidalarda
antioksidan olarak kullanilabilirlik agisindan test edilmektedir. Bitkiler (yagh
tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler, baharatlar), hayvansal iriinler (peptidler,
aminoasitler ve karotenoidler), enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
katalaz) ve bazi mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir. Bunlarin antioksidan aktivitelerinin askorbik asit, a-tokoferol, f-
karotenoidler, glutatyon, flavonoidler, kumarinler, fenolik asitler, selenyum ve
izotiyosiyanatlar ~ gibi  antioksidan  Ozellikli  bilesiklerden  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu bilesikler detoksifikasyon enzimlerini indiiklemek, nitrozamin
olusumunu inhibe etmek, karsinojenleri baglamak gibi ¢esitli mekanizmalarla
antioksidan aktive gosterirler (Pokorny., 1991, Steinmetz ve Potter., 1996, Vecchia
vd., 2001).
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2.4.1. Gidalarda dogal olarak bulunan antioksidan maddeler

C Vitamini: C vitamini, 6nemli bir besin 6gesi olmasi yaninda, antioksidan
Ozellikleri nedeniyle de 6nem tagimaktadir. Antioksidan o6zellikleri ¢ok yonlii olup,
lipid oksidasyonunu farkli mekanizmalarla 6nlemektedir. Bu mekanizmalar serbest
radikal ve oksijen yok edici olarak indirgen etkileriyle bazi okside olabilir bilesikleri
korumak, daha az reaktif olan semidehidroaskorbat, dehidroaskorbik asit radikaline
donlismek suretiyle oksijen ve karbon merkezli radikalleri indirgemek ve bazi

antioksidanlari rejenere etmek olmak tizere ti¢ grupta toplanabilir.

Fenolik Bilesikler: Fenolik bilesikler bitkiler aleminde yaygin ikincil
metabolitlerin biiylik bir grubunu olusturup, hidroksil gruplarinin sayist ve
pozisyonuna gore degisik gruplara ayrilirlar. Polifenollerin en yaygin grubu Ce—C3—Ce
flavon iskelet {izerine kurulmus olan flavonoidlerdir.

Flavonoidlerin lipid oksidasyonu iizerindeki etkileri, peroksi radikalleriyle
reaksiyona girmeleri sonucunda elektron transferi yolu ile hidroksil ve siiperoksit

radikallerini yakalamalariyla iliskilidir.

Karotenoidler: Karotenoidler, birgok meyve ve sebzede bulunan sari, turuncu
ve kirmizi renk veren pigmentlerdir. Coklu doymamis yapilar1 bu pigmentlere kolay
okside olabilen ve stabil olmayan bir yap1 kazandirmaktadir. Konjuge cift baglarindan
dolayr hem serbest radikal toplayicti hem de singlet oksijen bastiricilar olarak

fonksiyon gosterirler.

Tokoferoller: Tokoferoller, fenolik hidroksil gruplarindan hidrojen veya
elektron vererek baslangigtaki serbest yag asidi radikali olusumunu engelleyerek lipid
oksidasyonunu inhibe ederler.

Dogal antioksidanlarin gidalarda kullanimi ile ilgili literatiirde ¢esitli iddialar
bulunmaktadir. Bu iddialara gore baharatlar, sifali otlar, kahve c¢ekirdekleri, yulaf, ¢ay,
fasulye, kizilcik, sebzeler (6zellikle sogan ve biber), zeytin yapragi, soya fasulyesi
bitkisel triinlerde etkin antioksidandir. Ticari a¢idan en fazla {imit verici olanlarin

biberiye ve yulaf ekstraktlar1 oldugu belirtilmistir.
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Giinliik beslenmemizde en az bir kagini tiikkettigimiz iiziim, nar, elma, liziimsii
meyveler, adagayi, biberiye, kekik, brokoli, domates, sogan, sarimsak, havug, 1spanak,
karnabahar, lahana, kereviz, cay, yesilcay, sarap, siyah {iziim suyu (Prior, 1998, Nehir
El vd., 1999, Frankel, 1999, Halvorsen, 2002, Opara ve Rockway, 2006, Orak, 2006,
Ozcan vd., 2007) gibi cesitli meyve, sebze ve iceceklerle yapilan arastirmalarda,
ozellikle flavonoid agirlikli olmak iizere, igerdikleri fitorutrientlerin yiiksek
antioksidan aktiviteler gosterdigi bildirilmektedir. Bu nedenle viicudun endojen

savunma sisteminin diyetle alinacak antioksidan bilesikler ile desteklenmesi gerektigi

bildirilmektedir.

2.4.2. Gidalara ilave edilen sentetik antioksidanlar

Gidalarin  korunmast ve depolanmasi sirasinda meydana gelen biyiik
problemlerden biri lipid oksidasyonu olup; yaglarda acilagsmaya (ransidlesme), yag
iceren diger gidalarda ise renk, tat, aroma, yap1 kivamimda bozulmalara ve besinsel
kalitenin azalmasina neden olmaktadir. Gida endistrisinde lipid oksidasyonunu
gidermek, toksik oksidasyon {iriinlerinin olusmasii engellemek, besinsel kaliteyi
stirdiirmek ve gidanin raf dmriinii uzatmak amaciyla antioksidan kullanmak gereklidir
(Finley ve Given, 1986). Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'ne gore de antioksidanlar
“vaglarin acilasmasi ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden oldugu bozunmalart
onleyerek, gidalarin raf omiirlerinin uzatilmasini saglayan maddeler olarak”

tanimlanmaktadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Gidalarda katki maddesi olarak kullanilan bazi1 sentetik

antioksidanlarin formulleri

Sentetik  antioksidanlarin  insan sagligi agisindan potansiyel toksik
olabileceginin 6ne siiriilmesi, 6zellikle glintimiizde tiiketici tercihlerini dogal tarimsal
tirtinlere yoneltmis ve iglenmis gidalarda da saglik, kalite ve gilivenlik arayislarin1 6n
plana ¢ikarmistir. Arastirmacilar ve gida bilimcileri sentetik antioksidanlarin yerine
gecebilecek “dogal antioksidanlar” arastirma gayreti i¢ine girmislerdir. Bu amagla
yeryiiziinde genis dagilim gosteren bitkisel kaynaklara yonelinmekte ve bu
kaynaklardan elde edilecek dogal antioksidanlarin gidalarin islenmesi sirasinda
sentetik antioksidanlar yerine gidalara ilave edilmesi hedeflenmektedir (Muare vd.,
2001, Jayaprakasha vd., 2003, Nandita ve Rajini, 2004,).

2.5. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar1
Antioksidanlar, oksidatif stresle ilgili hastaliklar1 onleyebildikleri icin, son

yillarda ¢ok 6nemli bir konu haline gelmistir. Gidalardaki antioksidanlarin karmasik
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bir yapiya sahip olmasindan dolayr bu bilesiklerin ayrilmasi, ¢alisilmasi pahali ve
zordur. Buna ragmen in vitro kosullarda antioksidan kapasiteyi 6lgmeyi amaglayan
birgok metod bulunmaktadir. Toplam radikal tutma parametresi (TRAP), trolox
ekivalenti antioksidan kapasite (TEAC), oksijen radikalini absorplama kapasitesi
(ORAC) ve demir III iyonu indirgeme giicii (FRAP) bunlardan bazilaridir ~ (Frankel
ve Meyer, 2000).

Bu metodlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba ayrilirlar:

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

kapasitesi yerine radikal veya oksidan giderici kapasitesini 6lgmeyi hedefler.

2.5.1. HAT-temelli metodlar

ORAC, TRAP ve crocin agartma metodu HAT-temelli metodlardir. Bu
metodlarda peroksil radikali iiretmek tlizere bir radikal baslatici kullanilir. Eklenen
antioksidanlar radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarisir. Peroksil radikali
antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonu¢ olarak peroksil radikali ve hedef
molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Ou vd., 2002, Huang vd.,
2005).

ORAC (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi) Metodu

Cesitli ekstraktlar ve fitokimyasallarin antioksidan aktivitesini 6lgmek ig¢in
kullanilir. Metod ilk olarak kullanilmaya baslandiginda prob olarak fluoresan protein
olan B-fikoeritrin ve peroksil radikal baslaticis1 olarak AAPH ile calisilmistir. Ama
kullanilan probun fotostabil olmamasi ve polifenolik maddelerle etkilesimi nedeniyle
B-PE yerine fluoressein kullanilmistir. Floressein protein olmayan sentetik bir probtur
(Becker vd., 2004).

Bu metodta AAPH, fluoressein fluoresansinda azalmaya neden olur. Reaksiyon
ilerledikge fluoressein tiiketilir. Antioksidan varliinda AAPH radikalleri giderilir ve

fluoresans azalmasi inhibe edilir (Tomer vd., 2007).

TRAP (Linoleik Asit Oksidasyonunun Inhibisyonu) Metodu
Plazma ve serumun toplam antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢in gelistirilmistir.

Bu metod plazma antioksidanlarii okside etmek igin ABAP radikal baslaticisi
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tarafindan peroksil radikallerinin {iretilmesi ve meydana gelen oksidasyon sirasinda
tiiketilen oksijenin Olciilerek izlenmesine dayanir. Daha sonra metod, oksitlenebilir bir
lipid substrati olan linoleik asidin eklenmesiyle modifiye edilmistir (Frankel ve Meyer,
2000).

Crocin Agartma Metodu

Crocin, dogal karotenoid tiirevidir. Metod serbest radikal baslatict AAPH
tarafindan, crocinin agarmasini Onlemede antioksidanlarin inhibisyon kapasitesini
Olcer. Crocin safrandan elde edilen dogal pigment karisimi oldugu ic¢in ¢ok fazla
cesitlilige sahiptir. Karotenoidler gibi diger gida pigmentleri ayn1 dalga boyunda 151k
absorblar. Bu da crocinin endiistriyel uygulamasini sinirlar (Huang vd., 2005).

2.5.2. ET-temelli metodlar

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

FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Metod baslangicta proteinlerde fenol grubu igeren tirozin kalintisi ile Folin-
Ciocalteu ayiracinin etkilesiminden dolayi protein analizi i¢in diisiiniilmiistiir. Daha
sonralar1 daha genisletilerek toplam fenol metodu olarak kullanimi artmistir. FCR Cu”,
C vitamini gibi fenolik olmayan bilesikler tarafindan da indirgenebildigi igin fenolik
bilesiklere spesifik degildir. Ancak fenolik bilesikler sadece bazik sartlar altinda FCR
ile reaksiyon verir. Fenolik antioksidanlarm varhginda ayiragtaki Mo>*in
indirgenmesiyle renk saridan maviye doner ve 760 nm’de absorbans 6lgiiliir. Basit ve
tekrarlanabilir bir metod oldugundan, fenolik antioksidan ¢alismalarinda rutin olarak
kullanilmaktadir (Huang vd., 2005).

TEAC (Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite) Metodu
[k kez 1993 yilinda bulunan metod daha sonraki yillarda gelistirilmistir. Bu

metodta metmiyoglobin/H;0; sisteminin olusturdugu ferrilmiyoglobin radikali ABTS
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ile etkileserek bu maddenin katyonik radikalini iiretir. Olusan radikalin antioksidan
tarafindan giderilmesi 734 nm’de absorbansin azalmasiyla takip edilir (Frankel ve
Meyer, 2000). Antioksidan kapasite suda ¢Oziinen E vitamini analogu olan trolox
konsantrasyonu (mM) olarak tayin edilir. TEAC, 1 mM troloxunkiyle ayni aktiviteyi
gostermek icin gerekli olan antioksidan konsantrasyonunu ifade eder. En biiyiik
dezavantaji sentetik ABTS radikalinin biyolojik sistemlerde bulunmamasidir (Becker
vd., 2004, Huang vd., 2005).

FRAP ( Fe** iyonu indirgeme Giicii ) Metodu

Bu metodta disiik pH’da ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe**-TPTZ)
antioksidanlarin etkisiyle ferréz kompleksine (Fe’*-TPTZ) indirgenir. Olusan
kompleksin 593 nm’de absorbansi Olgiilir. Bdylece elektron  vermenin
antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir. Bu
yaklagimin dezavantaji, metod okside olabilen bir substrat icermediginden
antioksidanlarin koruyucu 6zellikleri hakkinda bilgi saglamamasidir (Benzie ve Strain,
1996, Huang vd., 2005).

DPPH Radikali Giderme Metodu

DPPH radikali ticari olarak mevcut, stabil radikallerden biridir. Fenolik
antioksidanlarin aktiviteleri iizerinde yap1 etkisini ¢alismak icin kullanilan ilk sentetik
antioksidanlardan biridir. Etanoldeki ¢6zeltisi mor renklidir ve 515 nm’de maksimum
absorbans verir. Antioksidan tarafindan indirgenince rengi soluk oldugu igin
reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenir. DPPH’in renginin solmasi
antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Baslangictaki ilk DPPH konsantrasyonunu
%50 azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktar1 antiradikal etkinligi ifade eder ve ECsg
(mg/mL) olarak isimlendirilir (Frankel ve Meyer, 2000). ECsy degeri antioksidan

aktiviteyi 6lgmek i¢in daha yaygin olarak kullanilan bir parametredir.

2.5.3. Lipid oksidasyon markerlerini 6lcen metodlar

Lipid model sistemlerinde reaktantlarin kaybi, serbest radikal olusumu, primer
ve sekonder oksidasyon iriinlerinin olusumunun tayin edilmesi lipid oksidasyonunda
en yaygin kullanilan indikatorlerdir. Peroksit degeri (POV), tiyobarbiitirik asit reaktif

tirlerin (TBARS) tayini ve kisa zincirli yag asitlerinden kaynaklanan iletkenligin
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(Ransimat metodu) Ol¢iimii lipid oksidasyonunun tayininde en sik kullanilan
metodlardir.

POV tayininde iki farkli metod kullanilir. Iyodometrik yéntem; olusan
peroksitlerin iyodiir ile reaksiyona girerek iyot olusturmasi ve olusan iyodun
titrimetrik yontemle tayin edilmesi esasina dayanir. Ferrik tiyosiyanat metodu ise,
olusan peroksitlerin Fe** iyonlarmi Fe** iyonlarina yiikseltgemesi ve ortama eklenen
tiyosiyanat ile olusturulan kompleksin spektrofotometrik olarak tayinine dayanir (Pon
vd., 2007).

TBARS tayini ile aldehitler, ketonlar, asitler ve hidrokarbonlar gibi sekonder
oksidasyon tiriinlerinin olusumu tayin edilir. Sadece lipid peroksidasyonunun son
tiriinii olan malondialdehite spesifik olmayip, diger okso bilesikleri de Olcer (Becker
vd., 2004).

Ransimat yonteminde antioksidan aktivite, yaglarda bulunan doymamis yag
asitlerinin yiiksek sicaklikta peroksidasyonu sonucu olusan bozunma firiinlerinin su
igine absorbe edilerek, Ransimat cihazi ile suyun iletkenligi tayin edilir (Barrera-
Arellano ve Esteves, 1992).

2.5.4. Diger ROT giderici kapasiteleri 6lcen metodlar
In vitro kosullarda cesitli radikal iiretici sistemler kullanilarak antioksidanlarin

serbest radikal tuzaklama yeteneklerinin 6l¢limii i¢in baz1 metodlar kullanilmaktadir.

@) Radikali Giderme Kapasitesi Tayini

2

NADH/PMS/O, sistemi ve riboflavin/metiyonin  sisteminde flavinin
fotokimyasal indirgenmesi ile non-enzimatik olarak (Dasgupta ve De, 2007) veya
hipoksantin/ksantin oksidaz sistemi ile enzimatik olarak (Wood vd., 2003)
siiperoksit radikali tretilir. Radikal giderme aktivitesi substrat olarak kullanilan

NBT nin indirgenmesiyle tayin edilir.

OH Radikali Giderme Kapasitesi Tayini

Biyolojik olarak hidroksil radikali biiylik oOl¢lide Fenton reaksiyonu ile
olustugu i¢in in vitro kosullarda Fe?*/H,0, sistemiyle {iretilir ve antioksidanin

hidroksil radikalini giderebilme giicii o6l¢iilir. Ancak pek c¢ok antioksidan ayni
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zamanda metal selatorii oldugu igin Fe?* aktivitesini degistirebilir. Bu yiizden
degerlendirilen antioksidanin iyi bir selatlayict m1 yoksa hidroksil radikali giderici mi

oldugu kesin olarak anlasilamaz buda metodun dezavantajidir (Becker vd., 2004).

Peroksinitrit (ONOQ") Giderici Kapasitenin Tayini

Glclii bir antioksidan degildir, ancak fizyolojik pH’ta protonlanmis hali olan
peroksinitrdz asit ¢cok giiclii bir antioksidandir. Ozellikle protein hasarindan sorumlu
oldugu diisiiniiliir. Bu Olgiimler peroksinitrit tarafindan tirozinin nitrolanmasinin

inhibisyonuna dayanir. Nitrozaminlerin HPLC ile ayrimina dayanan ve uzun siiren bir

metodtur (Becker vd., 2004).

2.6. Cahsmada Kullanilan Baharatlar ve Ozellikleri

Bu tezde kaynak ve literatiir taramalar1 sonucunda genellikle zencefil
rizomlarinin; gingerol, farnesen, linalool, neral, geraniol, shogaol, paradol, zingiberol,
bisabolen, fellandron, borneol, sineol; zerdecal rizomlarinin ise kurkumin igerigi
yoniinden zengin olduklar tespit edilmistir (Sekil 2.8). Zencefilin B; ve Bg vitamini
inositol, demir, fosfor, kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum; zerdegalin ise,
¢inko, eterli yaglar, demir, resin, potasyum, mangan, fosfor ve lif icerdigi, rizomlarinin

ise zingibain adi verilen bir proteolitik enzim bulundurdugu belirlenmistir.
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CIL
CH3 3
=
Ol S OH
=0
| |
1L,c” ~CI,
farnesen zingiberol linalool
CH,
| o,
C. C CH CH ~OH
Ve YN 3 vy C
H2(|: ﬁ H, C|:H2 : 2(I:/ \(":H
2 \?l;H H;\ﬁ/ ‘\CHZ 2 \CH 2
CH, CH CH CH




33

gingerol shogaol
0 OH
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HO HO
OCHs OCH;
bisabolen kurkumin

Sekil 2.8. Zencefil ve zerdegalin bilesenleri

2.6.1. Zencefil ( Zingiber officinale )

Zencefil; tropikal alanlarda yasayan ve yetisen yumru kokli sarimtirak bir
bitkidir. Diigiimler seklinde yetisen kokleri genelde topragin 15-25 cm altindadir.

Zencefil Asya, Cin, Hindistan ve Arabistan’da ¢ok tiiketilen baharat ¢esididir (Sekil
2.9).

o)

Sekil 2.9. Zencefil Yumrusu ve Baharati
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Yararlan
% Istah agicidir.
« Antiseptik 6zelligi, kanin temiz kalmasini saglar.
* Mide agrilarinda ve hazimsizlikta iyi bir se¢imdir.
% Bagirsaklarda biriken gazlarin kolaylikla atilmasini saglar.
% Viicutta sicaklik ve terleme meydana getirir.
«» Zencefil 1yi bir antioksidandir.
« Kalp ritminin diizene girmesini saglar.
¢ Bas agrilarin giderici 6zelligi vardir.
¢ Upykuyu rahatlatir.

«» Kandaki kolesterolu diistiriir.

2.6.2. Zerdegal ( Curcuma longa)

Kori tozunun temel 6gelerinden olan zerdecal batida daha cok baharat olarak
kullanilmasina ragmen Asya’da uzun zamandan beri dogal ilag olarak
kullanilmaktadir. Zerdecgal, polifenolik bir bitkidir. Acimsi tadi vardir. Aktif maddesi
kurkumindir (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. Zerdegal Yumrusu ve Baharati
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Yararlan

X/
°e

Mltihap giderici 6zelligi vardir.

»  Karacigeri gili¢lendirir ve karacigerden toksinlerin atilmasini saglar.
% Solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde yararlanilir.

% Cilt, kolon, ve gogiis kanseri igin faydali olabilecegi goriilmiistiir.
% Kolesterolii azaltici etkisi vardir.

% Damar sertligini 6nler.

¢ Hazmi kolaylagtirir.

¢ Haricen deri rahatsizliklarinda yararlidir.

Bu tez kapsaminda giinliikk beslenmede tiiketilen zencefil ve zerdecal
baharatlarinin in vitro kosullarda antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bu amagla
baharat ekstraktlarinin radikal veya oksidan giderici kapasitelerinin 6l¢iimii FCR ile
toplam fenolik madde tayini, H,O, giderme aktivitesi, ABTS radikali giderme
aktivitesi, indirgeme kapasitesi, DPPH radikali ve siiperoksit radikali giderme
aktivitesi deneyleri ile; baharat ekstraktlarinin ge¢is metallerini selatlayarak koruyucu
antioksidan etkileri Fe®* iyonlarmi selatlama potansiyeli deneyi ile ve lipid
peroksidasyonunu Onleme etkileri linoleik asit emiilsiyonunda peroksit olusumunu

engelleme derecelerinin tayini ile degerlendirilmistir.



36

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Baharat Ornekleri
Deneylerde kullanilan baharatlar; zencefil ve zerdegal aktardan temin edildi. 5-

6 saat kurutuldu. Analizlerde kullanilmak tizere renkli kavanozlarda muhafaza edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma, Aldrich
ve Riedel-de Haen‘den satin alind1.

Calismada galkalamali su banyosu (Clifton 100-400 rpm; termostatli), vortex
(Fisons), evaporator (Buchi R-200), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), inkiibator
(EnoLab MB-80), pH-metre (WTW Ph 330i), analitik terazi (Gec Avery), sogutmali
santrifiij (Hettich 38 R), 1sitict ve manyetik karistirict (Chiltern HS31), dagitici ve
mikropipetler (Eppendorf) kullanilan baslica ekipmanlardir.

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Cozeltiler

0.1 M Fosfat Tamponu (pH=7.4)
KH,PO, (13.609 g/L) ve Na,HPO,.12H,0 (35.8 g¢/L) ¢ozeltilerinin pH=7.4

olacak sekilde karistirilmasi ile hazirlanir.

40mM H,0, Cﬁzeltisi
0.409 mL H,0, otomatik pipetle ¢ekilerek balon jojede fosfat tamponu ile 100

mL’ye tamamlanir.

0.2M Fosfat Tamponu (pH=6.6)
KH2,PO, (27.218 g/L) ve Na;HPO,4.12H,0 (71.6 g/L) ¢ozeltilerinin pH=6.6

olacak sekilde karistirilmasi ile hazirlanir.

%1’lik K3[Fe(CN)g] Cozeltisi
1 gr K3[Fe(CN)g] tartilir ve destile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
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%10’luk TCA Cozeltisi
10 gr trikloroasetikasit tartilarak destile suda ¢oziiliir ve balon jojede 100 mL’e

tamamlanir.

%0.1’lik FeCl; Cozeltisi
0.1 gr FeCl; tartilarak destile suda ¢oziilir ve balon jojede 100 mL’ye

tamamlanir.

2mM FeCl,.4H,0 Cozeltisi
0.0398 g FeCl,.4H,0 tartilarak destile suda ¢oziiliir ve balon jojede 100 mL’e

tamamlanir.

5 mM Ferrozin Cozeltisi
0.0616 g ferrozin tartilarak destile suda ¢oziilir ve balon jojede 25 mL’ye

tamamlanir.

156 uM NBT Cozeltisi
0.0255 g NBT tartilarak fosfat tamponunda (0.1M, pH= 7.4) ¢dziiliir ve balon

jojede 200 mL’ye tamamlanir.

468 puM NADH Cozeltisi
0.0694 g NADH tartilarak fosfat tamponunda (0.1M, pH= 7.4) ¢oziilir ve

balon jojede 200 mL’ye tamamlanir.

60 nM PMS Cozeltisi
0.0018 g PMS tartilarak fosfat tamponunda (0.1M, pH= 7.4) ¢oziiliir ve balon

jojede 100 mL’ye tamamlanir.

1mM DPPH Cozeltisi
0.0986 g DPPH tartilarak etanolde c¢oziiliir ve balon jojede 250 mL’ye

tamamlanir.
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0.1 mM DPPH Cozeltisi
ImM DPPH ¢o6zeltisinden 10 mL alinarak etanolle balon jojede 100 mL’ye

tamamlanir.

Linoleik Asit Emiilsiyonu
175 mg Tween 20 ve 155 pL linoleik asidin, fosfat tamponuyla 50 mL’ye

tamamlanmasiyla hazirlanir.

%30’luk NH;SCN Cozeltisi
30 g NH4SCN tartilarak destile suda ¢oziilir ve balon jojede 100 mL’ye

tamamlanir.

20mM FeCl; Cozeltisi
0.2535 g FeCl; tartilarak %3.5’luk HCl ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanir.

%3.5’luk HCI Cozeltisi
9.46 g der. HCL ¢ozeltisinden pipetle alinarak i¢inde bir miktar destile su

bulunan 100 mL’lik balon jojeye aktarilir ve destile su ile tamamlanur.

0.04 M Fosfat Tamponu (pH=7)
KH,PO,4 (5.44 g/L) ve Na;HPO4.12H,0 (7.12 g/L) ¢ozeltileri pH=7 olacak
sekilde karigtirilir.

% 75’lik Etanol Cozeltisi

390.6 mL etil alkol alinarak destile su ile balon jojede 500 mL’ye tamamlanur.

%35’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi

5 g sodyum nitrit alinir 100 mL’ye destile su ile tamamlanir.

%10’luk Aliiminyum Nitrat Cozeltisi

10 g aliiminyum nitrat alinir 100 mL’ye destile su ile tamamlanir.

% 4.3’liik NaOH Cozeltisi

4.3 g sodyum hidroksit alinir 100 m1’ye destile su ile tamamlanir.
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Folin-Ciocalteau Reaktifi

Ticari olarak satin alindig1 sekilde kullanildi.

7 mM ABTS Cozeltisi
8 mg ABTS alinir 1 mL suda ¢6ziiliir. 13.2 mg potasyum persiilfat 10 mL suda
¢oziiliir. Cozeltilerden, 0.5’er mL karigtirilir ve 12-16 saat oda sicakliginda karanlikta

bekletilir.

3.2. Metod

3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanisi

25’er gr baharat 6rnegi 500 mL ¢6ziicii (etanol ve metanol) ile oda sicakliginda
calkalandi. Su banyosunda 300 rpm’de 3 saat inkiibe edildi (Tawaha, 2007). Siizgeg
kagidindan siiziildii. Siiziintllerin ¢oziiciileri evaporatéorde 40°C‘de ucuruldu.
Ekstrelerin susuz kalintilari, 0.05 g’lik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara konuldu.

Kullanilincaya kadar dondurucuda saklanda.

3.2.2. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Baharatlarin etanol ve metanol ekstraktlarindaki toplam ¢oziinebilen fenolik
maddeler Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR) ile tayin edildi (Singleton ve Rossi, 1965).
FC reaktifi fosfotungustik (HsPW1,040) ve fosfomolibdik  (H3PMo012040) asitlerin
karistmi olup fenol oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere
indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktar1 ile orantili olup 760 nm’de
spektofotometrede takip edilir. Polifenol miktar1 genellikle gallik asit veya pirokatesol
ekivalenti olarak ifade edilir.

Baharatlarin, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan etanol ve metanol
ekstraktlarindan 1 mL alind1. Destile su ile hacimler 46 mL’ye tamamlandi. 1 mL folin
belirteci eklendi. 3 dk sonra %2 ‘lik Na,COj c¢ozeltisinden 3mL katilarak oda
sartlarinda 2 saat galkaland1. Su banyosunda 250 rpm ‘de tutuldu. Ornek yerine destile
su igeren sahit denemeye karsi, 760 nm’de absorbans 6lgiildii (3 6lgtim alindi).

Standartlar (gallik asit, pirokatesol) i¢in de ayni deneme yapildi. Okunan
absorbans ile konsantrasyon arasinda cizilen grafiklerin denklemlerinden, o6rneklerin

toplam fenolik madde miktarlart mg olarak hesaplandi.
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3.2.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikali kullanilarak Blois’in metoduna gore calisildi (Blois., 1958). Metod
ekstraktlarin bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH
¢Ozeltisinin rengini a¢gmasi esasina dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin
diismesi ytiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

1 mL DPPH ¢ozeltisi tizerine farkli konsantrasyonlardaki baharat ve standart
¢Ozeltilerinden 3 mL eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra oda sartlarinda
karanlikta 30 dk bekletildi. 517 nm’de absorbanslar1 okundu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [( Axontrol-Asmek / Akontrol)] X 100,
Axontrol = Kontroliin absorbans, Asme = Ornegin absorbansi

gostermektedir.

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

Antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metodu kullanilarak (Pan vd., 2007)
belirlendi. Bu metodta in vitro kosullarda linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve
oksidasyon sirasinda Fe? iyonlari Fe* iyonlarina yiikseltgenir. Belirli araliklarla
inkiibasyondaki karisimdan ornek alinarak spektrofotometrik 6l¢tim ile peroksitlerin
olusumu takip edilir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu
ifade eder.

Degisik konsantrasyonlardaki baharat ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1
mL’sine 1.5 mL fosfat tamponu ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi. Cozeltiler
karistirildiktan sonra 37 °C’de karanlikta inkiibe edildi. 10 saatte bir bu ¢ozeltilerden
0.1 mL alinip iizerine 3.7 mL %75’lik etil alkol ve 0.1 mL %30’luk NH4sSCN ¢ozeltisi
ilave edildi. 3 dk sonra reaksiyon karisimlarina 0.1 mL FeCl, (20mM) ¢ozeltisi
eklendi. 5 dk sonra olusan rengin absorbans1 500 nm’de okundu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [( Axontrol-Asmek / Akontrot)] X 100,
Axontrol = Kontroliin absorbansi, Asmek = Omegin absorbansi

gostermektedir.
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3.2.5. Demir (IT) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki (50-250pg/mL) baharat ekstraktlarin Fe*?
iyonlarini selatlama aktivitesi Dinis ve arkadaglarinin metoduna gore calisildi (Dinis
vd., 1994). Metod Fe** iyonlarimi baglamak iizere, giiclii bir demir selatlayici olan
ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yarismasina dayanir.
Selatlama giicii yilksekse kirmuzi renkli Fe®/ferrozin kompleksinin olusumu
engellenir.

50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda baharat ekstraktlari ve standartlar
hazirlandi. Stok 250 mL’lik ¢6zeltisi hazirlanip digerleri bundan seyreltilerek elde
edildi. 0.4 mL o6rnege 0.05 mL FeCl, 2mM) ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2 mL
ferrozin (5mM) ¢ozeltisi ilavesiyle baslatildi.

Toplam hacim etil alkolle ve metil alkolle 4 mL’ye ayarlandi. Sonra karigim
vorteksle hizlica kanstirilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu siire sonunda
absorbanslar 562 nm ‘de okundu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [( Axontrol-Asmek / Akontrol)] X 100,
Axontrol = Kontroliin absorbansi, Asmex = Ornegin absorbanst

gostermektedir.

3.2.6. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi Nishikimi ve arkadaslarinin metoduna
gore tayin edildi (Nishimiki vd., 1972). Deney kosullarinda NADH/PMS/O; sistemi
ile iiretilen siiperoksit radikali sar1 renkli NBT yi mavi-mor renkli formazon tiirevine
indirger. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi olan bilesikler varhiginda diisiik

absorbans degerleri elde edilir.

I mL NBT ¢ozeltisi (0.1 M, pH=7.4 fosfat tamponunda 156 uM) ve 1 mL
NADH ¢ozeltisi (0.1 M pH=7.4 fosfat tamponunda 468 uM) ve 1 mL 6rnek ekstrakt:
karistirtldi.  Karigima 100 uL PMS ¢ozeltisi (0.1 M, pH=7.4 fosfat tamponunda 60
uM) ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Karisim 25 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve

absorbansi 560 nm’de 6l¢iildi.
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Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [( AkontroI'Aémek/ Akontrol)] x 100,
Axontrol = Kontroliin absorbansi, Abmek = Omegin absorbansi

gostermektedir.

3.2.7. H,0, Giderme Aktivitesinin Tayini

Baharat ekstraktlarinin H,O, giderme yetenegi Ruch ve arkadaslarinin (Ruch
vd., 1989) metoduna gore g¢alisildi. Bu metodta, reaksiyon ortamina eklenen belirli
miktardaki hidrojen peroksit ¢ozeltisinin O6rnek ekstrakti tarafindan yikilmasi 230
nm’deki absorbans degisimiyle izlenir.

3.4 mL fosfat tamponu (100 mM, pH=7.4) ve 0.6 mL H,0; ¢ozeltisine (100
mM, pH=7.4 fosfat tamponunda 40 mM) 1 mL 6rnek ekstrakti ilave edildi. Absorbans
10 dk sonra 230 nm’de okundu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% Inhibisyon = [( Axontrol-Asmek / Akontrol)] X 100,
Axontrol = Kontroliin absorbanst, Asmex = Ornegin absorbans

gostermektedir.

3.2.8. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Baharat ektraktlarinin indirgeme kapasitesi Oyaizu metoduna gore tayin edildi
(Oyaizu, 1986). Ortamdaki indirgen madde Fe** iyonlarini Fe?* iyonlarina indirger ve
FeCl; ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi olgiiliir.
Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

1 mL 6rnege, 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.6) ve 2.5 mL K3;Fe(CN)s
¢ozeltisi eklendi. Karigim 50°C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 2.5 mL TCA (%10)
ilave edildi ve 2000 rpm’de 10 dk santriflij yapildi. Santrifiij sonrast ¢ozeltinin iist
tabakasindan 2.5 mL alinarak 2.5 mL destile su ve 0.5 mL FeCl; (%0.1°lik) ¢ozeltisi
ile karistirildi. 700 nm’de absorbans ol¢tildii.
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3.2.9. Toplam Flavonoid iceriginin Belirlenmesi

Baharat ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerigi Zhishen ve arkadaslarinin
metoduna gore belirlendi (Zhishen vd., 1999).

Orneklerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan etanol ve metanol
esktraktlarindan 10 mL alindi. Uzerine 1 mL sodyum nitrit ¢ozeltisi (% 5°lik) ilave
edilerek 6 dk bekletildi ve flavonoid-aliiminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL
aliminyum nitrat ¢ozeltisi (%10’luk) eklendi. 6 dk sonra 10 mL NaOH ¢ozeltisi (%
4.3’liik) ilave edildi ve toplam hacim destile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda 15 dk sonra, son ¢dzelti iyice karistirildi ve 510 nm de sahide karsi
absorbansi ol¢iildii.

Standartlar (gallik asit, pirokatesol) i¢cin de ayni deneme yapildi. Okunan
absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin denklemlerinden, O6rneklerin

flavonoid madde miktarlari mg olarak hesaplandi.

3.2.10. ABTS Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Baharat ekstraktlarinin ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin
metoduna gore belirlendi (Re vd., 1999).

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

I mL ABTS cozeltisi, 3mL standart ¢ozeltilerine (50-250 pg/mL, etanol-
metanol) eklendi. 30 dk sonra 734 nm’de absorbans okundu.

Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi. Burada,

% 1nhibisy0n = [( Axontrol-Asmek / Akontrol)] x 100,
Axontrol = Kontroliin absorbansi, Asmek = (")rnegin absorbansi

gostermektedir.

3.2.11. Degerlendirme
Tim deneylerde ili¢ paralel 6l¢iim yapildi. Tanimlayict istatistikler olarak
aritmetik ortalama +SS degerleri ile verildi. Grafikler GraphPad Prism 5 Demo

programi kullanilarak ¢izildi. Hata ¢ubuklari grafiklerin iizerinde belirtildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Zencefil ve zerdecalin etanol ve metanol ¢oziictileri ile ekstraksiyonlart yapilda.
Elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri c¢esitli metodlarla incelendi.
Ekstraksiyon islemleri sonucunda, ekstrakte edilebilen bilesiklerin miktar1 41.88-52.03
mg/g baharat materyali araliginda degismektedir. Baharatlardan eksrakte edilebilen
bilesiklerin ekstraksiyon verimleri Tablo 4.1°de goriilmektedir. Tabloda goriildigi

gibi etanol ekstraktlarinda daha yiiksek verim elde edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Baharatlardan ekstrakte edilen bilesiklerin verimleri

Baharat gramindaki mg ekstrakt verimi
Ekstrakt Zencefil Zerdecal
Etanol 44.12 52.03
ekstrakti
Metanol 41.88 50.38
ekstrakti

4.1. FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Zencefil ve zerdecalin, etanol ve metanol ekstraktlarindaki toplam ¢oziinebilen
fenolik maddeler Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR) ile tayin edildi. Gallik asit ve
pirokatesol kullanilarak standart grafikler hazirlandi (Sekil 4.1 ve 4.2). Bu standart
grafikler kullanilarak 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlart mg gallik asit (mg
GAE/g ekstrakt) ve mg pirokatesol (mg PKE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

Gallik asit standart grafiginden elde edilen formiilden etanol ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktarlart gallik asit ekivalent (GAE)
olarak hesaplandi (RZ: 0.9992). Bu amacla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil
4.1°de verilmistir. Hesaplama agagidaki formiile gore yapilmistir.

Absorbans (;:760 nm) = 0.0011[Gallik asit]-0.0022
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y = 0,0011x - 0,0022
R? = 0,9992

Absorbans (760 nm)

( 100 200 300 400 500 600

Gallik asit (ug/mL)

Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

Pirokatesol standart grafiginden elde edilen formiilden etanol ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 pirokatesol ekivalent (PKE)
olarak hesaplandi (RZ: 0.9991). Bu amagla hazirlanan standart pirokatesol grafigi Sekil
4.2°de verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gére yapilmistir.

Absorbans (.760 nm) = 0.0012[Pirokatesol]+0.0009

y = 0,0012x + 0,0009
R? = 0,9991

Absorbans (760 nm)
o o o o
N w I (6]

o
[EEY

o

0 100 200 300 400 500 600
Pirokatesol (ug/mL)

Sekil 4.2. Pirokatesol standart grafigi



Zencefil ve zerdecalin etanol ve metanol ekstraktlarmin gallik asit ve
pirokatesol esdegeri olan fenolik madde miktarlarina ait degerler Sekil 4.3 ve Sekil 4.4
te verilmistir. Bu grafiklerde goriildiigii gibi, calisilan baharatlarda ekstrakte edilebilen
toplam fenolik bilesik igerikleri karsilastirildiginda; gallik asit ve pirokatesol igin

zerdegal-metanol ekstraktinin digerlerinden daha yiiksek fenolik madde icerdigi

belirlenmistir.

Standart grafik denklemlerinden hesaplanan sonuglarin gallik asit ekivalenti
olarak 400.2+10.1-551.1+12.5 mg/g ve pirokatesol ekivalenti olarak 364.3+4.6-
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502.6+11.3 mg/g arasinda degistigi belirlendi.
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Sekil 4.3. Zencefil ve zerdegalin gallik asit esdegeri olan fenolik madde igerikleri

Sekil 4.3’te; zencefilin gallik asit esdegeri olarak, etanol ekstraktinin 400.2

mg/g, metanol ekstraktinin 462.9 mg/g ve zerdegalin gallik asit esdegeri olarak, etanol
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ekstraktinin 462.9 mg/g, metanol ekstraktinin 551.1 mg/g fenolik madde igerdigi

belirlendi.
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Sekil 4.4. Zencefil ve zerdegalin pirokatesol esdegeri olan fenolik madde igerikleri

Sekil 4.4’te; zencefilin pirokatesol esdegeri olarak, etanol ekstraktinin 364.3
mg/g, metanol ekstraktinin 421.8 mg/g ve zerdegalin pirokatesol esdegeri olarak,
etanol ekstraktinin 421.8 mg/g, metanol ekstraktinin 502.6 mg/g fenolik madde
icerdigi belirlendi.

4.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi
DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini

degerlendirmek i¢in kullanilir. Calismada kullanilan baharatlara ait ekstraktlarin
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serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali iizerinden tayin edildi. Standart madde
olarak BHA, BHT ve a-tokoferol ¢ozeltileri kullanildi.

Ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon-%
inhibisyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.5-4.6-4.7-4.8).

Zencefil ve zerdegalin her iki ekstraktininda konsantrasyonunun artmasiyla
inhibisyon oraninin arttifi goézlendi. Standartlarla karsilastirildiginda, standartlarin

daha yiiksek inhibisyona sebep olduklari g6zlendi.
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Sekil 4.5. Zencefil-etanol ekstraktinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Etanol ekstraktlar1 incelendiginde; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda
zencefilin; %22.1, %28.5, %32.9, %36.6, %39.6, BHA ’nin; %43.6, %55.7, %59.7,
%63.1, %63.8, BHT nin; %36.6, %44.6, %55.7, %59.1, %62.4, a-tokoferoliin; %24.8,
%33.6, %43.3, %46.3, %47 serbest radikal giderme aktivitesi agisindan % inhibisyon
degerlerine sahip olduklar1 goriildii. Standartlarin ve zencefil-etanol ekstraktlarinin
DPPH giderme aktivitesinin BHA>BHT>a-tokoferol>zencefil sirasinda azaldigi ve
150 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %59.7, %55.7, %43.3, %32.9 oldugu belirlendi
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Zencefil-metanol ekstraktinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Metanol ekstraktlar1 incelendiginde; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda
zencefilin; %15.5, %27, %31.5, %35.2, %36.1, BHA nin; %28.8, %38, %44.3, %49.3,
%52.5, BHT nin; %25.1, %39, %43, %47.5, %49.8, a-tokoferoliin; %20.1, %33.8,
%43, %49.8, %50.7 serbest radikal giderme aktivitesi agisindan % inhibisyon
degerlerine sahip oldugu goriildii. Standartlarin ve zencefil-metanol ekstraktlarinin
serbest radikal giderme aktivitesinin BHA>BHT>a-tokoferol>zencefil sirasinda
azaldig1 ve 150 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 44.3, %43, %43, %31.5 oldugu
belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. Zerdegal-etanol ekstraktinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Zerdegal igin ayn1 deney yapildiginda etanol ekstraktlarinin; 50-250 pg/mL
konsantrasyon aralifinda zerdecalin; %12.8, %22.5, %29.2, %32.9, %33.6, BHA nin;
%43.6, %55.7, %59.7, %63.1, %63.8, BHT nin; %36.6, %44.6, %55.7, %59.1, %62.4,
a-tokoferoliin; %24.8, %33.6, % 43.3, % 46.3, % 47 serbest radikal giderme aktivitesi
agisindan % inhibisyon degerlerine sahip olduklari goriildii. Standartlarin ve zerdegal-
etanol ekstraktlarinin DPPH giderme aktivitesinin BHA>BHT>a-tokoferol>zerdecal
sirasinda azaldig1r ve 150 pg/mL konsantrasyonda sirastyla %59.7, %55.7, %43.3,
%29.2 oldugu belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Zerdegal-metanol ekstraktinin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Metanol ekstraktlar1 incelendiginde; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda
zerdegalin; %17.8, %30.6, %39.7, %44.3, %45.2, BHA nin; %28.8, %38, %44.3,
%49.3, %52.5, BHT nin; %25.1, %39, %43, %47.5, %49.8, a-tokoferoliin; %20.1,
%33.8, %43, %49.8, %50.7 serbest radikal giderme agisindan % inhibisyon
degerlerine sahip oldugu goriildii. Standartlarin ve zerdegal-metanol ekstraktlarinin
serbest radikal giderme aktivitesinin BHA>BHT>a-tokoferol>zerdecal sirasinda
azaldig1 ve 150 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %44.3, %43, %43, %39.7 oldugu
belirlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.5-Sekil 4.6-Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 incelendiginde; DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi yoniinden zencefilin ve zerdegalin etanol-metanol ekstraktlari,
standartlarla karsilastirilabilir bagarili aktiviteler gosterdi.

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi sonuglar1 detayli incelendiginde;
caligilan baharat ekstraktlarinin bir kisminin standartlarin ayni1 konsantrasyonunda elde
edilen radikal giderme aktivitesi sonuglariyla ¢ok yakin degerde oldugu goriildii.

Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken

etkili antioksidan konsantrasyonu ECsy degeri olarak tanimlanir ve diisiik ECso degeri
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yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Calismada kullanilan baharat
ekstraktlarimin her biri igin ayr1 ayri ¢izilen konsantrasyon-% inhibisyon grafiklerinden
ECso degerleri belirlendi. Elde edilen degerler asagidaki tabloda verildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Calisilan baharat ekstraktlarinin  ve standartlarn DPPH radikali

giderme aktivitesi sonuglarindan elde edilen ECsy degerleri

ECso (ng/mL)
Etanol Ekstrakti Metanol Ekstrakti
Zencefil 3.96£1.41 3.61+1.12
Zerdecal 3.36+0.92 4.52+1.23
BHA 0.49+0.13 0.52+0.11
BHT 0.51+0.09 0.5+0.08
a-tokoferol 0.46+0.05 0.4840.06

Tablo 4.2’ye gore; calisilan ekstraktlar i¢inde en diisik ECsy degeri a-
tokoferoliin etanol ve metanol ekstraktlarinda tayin edildi. Dolayisiyla a-tokoferoliin

yiiksek bir radikal giderme aktivitesine sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

4.3. FTC Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Baharat ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonu iizerindeki inhibisyon
etkileri, 50-250 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda ferrik tiyosiyanat (FTC)
metodu ile 6l¢iildii ve sonuglar BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asitin inhibisyon
oranlar1 ile karsilastirildi. Inkiibasyon sirasinda emiilsiyonda olusan peroksitlerin
miktar1, oksidasyonun ilerleyisi sirasinda on saatte bir 6l¢iim alinarak 80 saat boyunca
takip edildi. Kontroliin absorbansinin maksimum oldugu yani lipid peroksidasyonunun

en fazla oldugu zamana kadar olan veriler kullanilarak, her bir ekstraktin farkli
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konsantrasyonlar1 i¢in ve standart maddeler icin absorbans-zaman grafikleri ¢izildi
(Sekil 4.9 ve 4.10). Grafikler yardimiyla kontroliin maksimum absorbansi ve her bir

ornegin maksimum peroksit oksidasyonu anina karsilik gelen absorbanslar1 belirlendi.
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Sekil 4.9. Zencefil ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri

Calismada kullandigimiz zencefil baharatindan elde edilen etanol ve metanol
ekstraktlarmin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi.
Zencefilin etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite tayini i¢in 150
pug/mL konsantrasyonu kullanildi. Sekil 4.9°da goriildiigii gibi zencefilin etanol ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, artan konsantrasyon ile dogru orantili
olarak artmistir. Standart olarak kullanilan askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferoliin

zencefil ekstraktlarindan daha fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.10. Zerdecal ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri

Calismada kullandigimiz zerdecaldan elde edilen etanol ve metanol
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna goére belirlendi.
Zerdecalin etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite tayini i¢in 150
pug/mL konsantrasyonu kullanildi. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi zerdegalin etanol ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, artan konsantrasyon ile dogru orantili
olarak artmistir.

Zencefil ve zerdegal ekstraktlarinin 150 pg/mL konsantrasyonunda, lipid
peroksidasyonu inhibe etme oranlart sirasiyla; %91.7, %80.6, %63.5, %38.7, %14.9,
%1.2 ve %16’dir. a-tokoferoliin lipid peroksidasyonu inhibe etme oranlar1 sirasiyla;
%96.6, %89.1, %80.1, %67.3, %53.5, %45.6 ve %51.9’dur. Askorbik asitin lipid
peroksidasyonu inhibe etme oranlar sirasiyla; %97, %91.5 , %81.8, %70.7, %57.6,
%51 ve %56.9’dur. BHA’nin lipid peroksidasyonu inhibe etme oranlari sirasiyla;
%96.2, %86.2, %74.6, %60.8, %45.6, %35.2 ve %37.8’dir. BHT’nin lipid
peroksidasyonu inhibe etme oranlari sirasiyla; %96.5, %87.7, %76.8, %63.9, %50,
%42.9 ve %45.7°dir. Zerdegalin metanol ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibe
etme oranlar1 sirasiyla; %97, %93, %88, %81, %75, %72 ve %75’tir. Zerdegalin
etanol ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibe etme oranlari sirastyla; %98, %95,

%90, %83, %76, %74 ve %77’dir. Zencefilin metanol ekstraktlarinin lipid
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peroksidasyonu inhibe etme oranlar sirasiyla; %98, %95, %92 , %88, %83, %80 ve
%82’dir. Zencefilin etanol ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibe etme oranlari
swrastyla; %98, %97, %93, %89, %86, %83 ve %85°dir.

Linoleik asit emiilsiyonu ile yapilan lipid peroksidasyonu denemesinde BHA
ve BHT kullanilan tiim konsantrasyonlarda peroksit olusumunu tamamen inhibe
ederek tipik bir antioksidan profili sergilediler. En yiiksek aktivite BHA ve BHT de
gozlendi. a-tokoferol ve askorbik asidin de zencefil ve zerdegaldan gore daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.10).

Zencefil ekstraktinin 150 ug/mL konsantrasyonu, zerdecalin
konsantrasyonundan daha giiclii antioksidan aktivite gostererek, linoleik asit

otooksidasyonunun baglamasini énemli dl¢iide geciktirdikleri soylenebilir.

4.4, Demir (IT) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Metal iyonu selatlama aktivitesi; baharat ekstraktlarmin ¢ozeltideki Fe®*
iyonlarmni baglayabilmek igin ferrozin ile yarigsmasina gore degerlendirildi. Metal
selatlama aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan 6nce metal iyonlarinin
selatlandigin1 gosterir. Kiyaslama maddesi olarak iyi bir metal gelatlayici olan EDTA
¢oOzeltisi sec¢ildi. Standart olarak BHA, BHT, askorbik asit ve a-tokoferol kullanildi.
Calismada kullanilan baharatlarin her bir ekstraktinin metal selatlama potansiyelini

gosteren konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri olusturuldu (Sekil 4.11-Sekil 4.12).

Grafiklerden goriildigii gibi; ¢alismada kullanilan ekstraktlarin konsantrasyon
artttkga artan selatlama aktivitesi Qosterdigi belirlendi. Zencefil ve zerdegal
ekstraktlarinin Fe™ iyonlarin1 selatlama aktivitelerinin, standartlardan daha diisiik

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Zencefil ekstraktlarinin metal selatlama etkileri

Daha diisiik absorbans daha yliksek metal selatlama aktivitesi gosterir. Sekil
4.11°de gorildiigi gibi zencefilin 150 pg/ml konsantrasyondaki etanol ve metanol

ekstraktlarmim Fe*? selatlama aktivitesi sirastyla %24.7 ve %20.6 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.12. Zerdecal ekstraktlarinin metal selatlama etkileri
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Sekil 4.12°de gorildiigii gibi zerdegalin 150 pg/ml konsantrasyondaki etanol ve
metanol ekstraktlarinin Fe*? selatlama aktivitesi sirastyla %24.3 ve %20.6 olarak tespit
edildi.

Sekil 4.11 ve 4.12° den goriildiigl gibi; ¢alismada kullanilan tiim ekstraktlarin
konsantrasyon arttik¢a artan selatlama aktivitesi gosterdigi belirlendi. BHA, BHT, a-
tokoferol ve askorbik asidin yliksek metal selatlama aktivitelerine ragmen ekstraktlarin
hicbirinin Fe?* iyonlarimi selatlama kapasitesinin EDTA’dan daha iyi olmadigi da

belirtilmelidir.

4.5. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Calismada kullanilan baharat ekstraktlarinin siliperoksit radikali giderme
aktivitesi in vitro kosullarda PMS/NADH/O, sisteminde siiperoksit radikali
olusturularak c¢alisildi ve ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme kapasiteleri
belirlendi. Zencefil ve zerdegalin her iki ekstraktinin da siiperoksit radikali giderme
aktivitesi gosterdigi belirlendi. Baharatlarin her iki ekstrakti ve standart olarak secilen
BHA, BHT ve o-tokoferol’iin degisen konsantrasyonlarina karsilik siiperoksit

radikalini giderme aktiviteleri (% inhibisyon) grafige gecirildi (Sekil 4.13-Sekil 4.14).

—4-BHA
—B-BHT

—A— o-tokoferol
——ZAfikE
-8 Zfi-kM

Siiperoksit Radikali Giderme Aktivite

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.13. Zencefil ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktiviteleri
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Stiperoksit anyonu diger oksijen radikalleri ile karsilagtirildiginda daha uzun
yasam Omriine sahiptir. Zencefilin 150 pg/ml konsantrasyonda etanol ve metanol
ekstraktlarmin sirasiyla %20.4 ve %24.5 oranlarinda siiperoksit radikali olusumu
tizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri bulundu (Sekil 4.13). Zencefil ekstraktlarini,
standart olarak kullanilan BHA, BHT ve a-tokoferolle karsilastirdigimizda BHA>BHT

>Z fil-M>Z fil-E>a-tokoferol seklinde azalan aktivite gdzlenmistir.
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Sekil 4.14. Zerdecal ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktiviteleri

Zerdegalin 150 pg/ml konsantrasyonunun etanol ve metanol ekstraktlarinin
sirastyla %18.4 ve %24.5 oranlarinda siiperoksit radikali olusumu {izerine inhibisyon
etkisi gosterdikleri bulundu (Sekil 4.14). Zerdegal ekstraktlarini, standartlarla
karsilastirdigimizda siiperoksit radikali giderme aktivitesi yoniinden BHA>Z.¢al-M>
BHT>Z.¢al-E>a-tokoferol seklinde azalan aktivite gozlenmistir. Grafiklerde de
gortildiigli gibi orneklerin konsantrasyon artis1 ile radikal giderme aktivitesi artigi

orantilidir.
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4.6. H,0O, Giderme Aktivitesinin Tayini

Baharat ekstraktlarinin H,O; giderme aktivitesi Ruch ve arkadaslarinin (1989)
metoduna gore tayin edildi. Zencefil ve zerdegalin H,O, giderme aktiviteleri
standartlardan daha diisiik bulundu. Her iki baharat i¢in de etanol ekstraktinin daha iyi

giderme etkisine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Zencefil ekstraktlarinin H,O; radikali giderme aktiviteleri

H,O; siiperoksit dismutaz gibi ¢ogu oksitleyici enzimler tarafindan in vivo
olarak olusturulabilir. Hiicre zarindan gegebilir ve bazi bilesikleri yavas bir sekilde
oksitleyebilir. Zencefilin etanol ve metanol ekstraktlarinin H,O, giderme yetenekleri
Sekil 4.15’te verilmektedir. Zencefilin, 150 ug/ml konsantrasyonda etanol ve metanol
ekstraktlarinin sirasiyla %39.4 ve %42.4 H,0, giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi
(Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. Zerdegal ekstraktlariin H,O; radikali giderme aktiviteleri

Zerdegalin etanol ve metanol ekstraktlarinin H,O; giderme yetenekleri Sekil
4.16’da verilmektedir. Zerdegal baharatinin 150 pg/ml konsantrasyonda etanol ve
metanol ekstraktlarinin sirasiyla %40.9 ve %43.9 H;0, giderme aktivitesi gosterdigi

belirlendi.

4.7. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Fe®* iyonlarinin indirgenmesi, bir bilesigin antioksidan aktivite gosterebilmesi
icin 6nemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin gostergesidir ve diger
antioksidan 6zellikler ile de yakindan iligkilidir. Baharat ekstraktinin ortamdaki Fe™ii
indirgeme  yetenegini  belirlemek lizere degisen  ekstrakt ve  standart
konsantrasyonlarinda ¢alisildi ve olusan komplekslerin absorbansi 700 nm’de ol¢iildii.
BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit standartlariyla karsilastirilarak her bir baharat
ekstrakti i¢in konsantrasyon-absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 4.17 ve 4.18).
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Sekil 4.17. Zencefil ekstraktlarm Fe**’ii Fe*"’ye indirgeme kapasiteleri

Zencefilin, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik
asitinin indirgeme giicli, 6rnek konsantrasyonlarmin artmasi ile artti. Z.fil-M ekstraktinin,

indirgeme giiciiniin etanol ekstraktindan daha giiclii oldugu belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Zerdegal ekstraktlarinin Fe**ii Fe?**ye indirgeme kapasiteleri
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Zerdecgalin, etanol ve metanol ekstraktlart ile BHA, BHT, a-tokoferol ve
askorbik asitinin indirgeme giicii 6rneklerin konsantrasyonlarinin artmasi ile artti.
Z.¢al-M ekstraktinin, indirgeme giicliniin etanol ekstraktindan daha gii¢lii oldugu
belirlendi (Sekil 4.18).

Grafiklerden goriildiigii tizere, cahigilan baharat ekstraktlarmin  Fe*i
indirgeme yetenekleri yoniinden standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktiviteye
sahip olduklar1 gozlendi. Calisilan baharatlarin indirgeme giici yeteneklerine
bakildiginda ¢alisilan konsantrasyon araliginda zerdegalin zencefilden daha kuvvetli
oldugu goriildii. Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek
indirgeme kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir.

4.8 Toplam Flavonoid Tayini

Baharat ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerigi Zhishen ve arkadaslarinin
(1999) metoduna goére belirlendi. Zencefil ve zerdecalin etanol ve metanol
ekstraktlarindaki toplam ¢6ziinebilen flavonoid igerigini belirlemek i¢in pirokatesol ve
gallik asit kullanilarak standart grafikler hazirlandi (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Bu
standart grafikler kullanilarak flavonoid bilesik miktarlart mg gallik asit (mg GAE/g
ekstrakt) ve mg pirokatesol (mg PKE/ g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

Gallik asit standart grafiginden elde edilen formiilden etanol ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE)
olarak hesaplandi (R?% 0.9961). Bu amagla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil

4.19°da verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

Absorbans (510 nmy = 0.002[Gallik asit]+0.0302
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Sekil 4.19. Gallik asit standart grafigi

Pirokatesol standart grafiginden elde edilen formiilden etanol ve metanol

ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid bilesik miktarlart pirokatesol ekivalent

(PKE) olarak hesaplandi (R* 0.9985). Bu amagla hazirlanan standart pirokatesol

grafigi Sekil 4.20°de verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile goére yapilmustir.
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Sekil 4.20. Pirokatesol standart grafigi
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Zencefil ve zerdecalin etanol ve metanol ekstraktlarmin gallik asit ve
pirokatesol esdegeri olarak flavonoid bilesik miktarlarina ait degerler Sekil 4.19, Sekil
4.20’de verilmistir. Bu grafiklerde goriildiigii gibi, c¢alisilan baharatlarda ekstrakte
edilebilen flavonoid bilesik igerikleri karsilastirildiginda; gallik asit ve pirokatesol
acisindan zerdegal-metanol ekstraktinda en fazla flavonoid bilesik bulundugu
belirlenmistir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Standart grafik denklemlerinden hesaplanan sonuglarin gallik asit ekivalenti
olarak 318.9+3.7-360.9+4.9 mg/g ve pirokatesol ekivalenti olarak 268.2+3.1-
303.243.9 mg/g arasinda degistigi belirlendi.

400 -
350 A ¢£ o
300 4 P
250 - e
&4 etanol
200 - metanol

+»
&+
4

150

L 2 4
L 2 4
e

Gallik asit ekivalent mg/g ekstraki

100 -

+»
&+
+*

50

L 2 2
L
e

Zencefil Zerdecal
Baharat ekstrakti

Sekil 4.21. Zencefil ve zerdegalin gallik asit esdegeri olan flavonoid madde igerikleri

Sekil 4.21°de; zencefilin gallik asit esdegeri olarak, etanol ekstraktinin 318.9

mg/g, metanol ekstraktinin 340.9 mg/g ve zerdegalin gallik asit esdegeri olarak, etanol
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ekstraktinin 334.4 mg/g, metanol ekstraktinin 360.9 mg/g flavonoid madde igerdigi

belirlendi.
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Sekil 4.22. Zencefil ve zerdecalin pirokatesol esdegeri olan flavonoid madde igerikleri

Sekil 4.22°de; zencefilin pirokatesol esdegeri olarak, etanol ekstraktinin 268.2
mg/g, metanol ekstraktinin 286.5 mg/g ve zerdegalin pirokatesol esdegeri olarak,
etanol ekstraktinin 281.1 mg/g, metanol ekstraktinin 303.2 mg/g flavonoid bilesik
icerdigi belirlendi.

4.9. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini
Zencefil ve zerdecal baharatlarmin ABTS radikali giderme etkileri, Re ve
arkadaglarmin metoduna gore tayin edildi. Baharatlarin etanol ve metanol

ekstraktlarrnin  ABTS radikali giderme aktiviteleri, 50-250 pg/mL araligindaki
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konsantrasyonlarda ol¢iildii. Sonuglar BHA, BHT, a-tokoferol, askorbik asit ve
troloxun inhibisyon oranlari ile karsilastirildi.

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2- karboksilik asit bilesigi olan trolox, a-
tokoferoliin suda ¢oziinebilen bir analogudur. Bu bilesigin yapilan bazi kinetik
caligmalarda antioksidanlara benzedigi bulunmus ve rapor edilmistir. Bu bilesik icin
fenoksi radikal iiriiniiyle, ¢esitli biyolojik indirgeyici ajanlarla olan reaksiyonu
incelendiginde, biyolojik koruyuculuguyla ilgili olarak o-tokoferol ile ayni amaca
yonelik hareket edebildigi belirtilmistir.

Inkiibasyon esnasinda ¢ozelti on iki saat karanlik odada bekletildi. Grafikler
yardimiyla kontroliin maksimum absorbansi ve her bir 6rnegin maksimum peroksit
oksidasyonu anina karsilik gelen absorbanslart belirlendi. Verilen formiil yardimiyla

lipid peroksidasyonunu inhibe etme oranlar tayin edildi.
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Sekil 4.23. Zencefil-etanol ekstraktinin ABTS radikali giderme etkileri

ABTS radikali giderme aktivitesi yoOniinden etanol ekstraktlarini
karsilastirdigimizda; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda zencefilin; %78.6,
%60.7, %48.1, %42.3, %39.9, BHA nin; %55.3, %39.9, %33.5, %31.2, %29.6,
BHT’nin; %83.2, %65.8, %52.7, %45.7, %43.9, a-tokoferoliin; %85, %69, %56.2,
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%51.3, %49.5, troloxun; %88, %74.3, %64.9, %59.9, %58.3, askorbik asidin; %71.9,
%51.9, %42.3, %39.1, %36.7 % inhibisyon degerlerine sahip olduklari goriildii.
Standartlarin ve zencefilin etanol ekstraktlarinin ABTS radikali giderme aktivitesinin
trolox>a-tokoferol>BHT>zencefil>askorbik asit>BHA sirasinda azaldigi ve 150
pg/mL konsantrasyonda sirastyla %64.9, %56.2, %52.7, %48.1, %42.3, %33.5 oldugu
belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Zencefil-metanol ekstraktinin ABTS radikali giderme etkileri

ABTS radikali giderme aktivitesi agisindan metanol ekstraktlarini
kiyasladigimizda; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda zencefilin; %75.1, %54.1,
%42.4, %36, %35.4, BHA nin; %55.9, %37.4, %30.1, %26.9, %24.4, BHT nin;
%78.9, %60.4, %46.8, %45, %40.8, a-tokoferoliin, %84.5, %70.9, %59.7, %54.4,
%52.9, troloxun; %81.6, %64.6, %52, %47.3, %46, askorbik asitin ise; %68, %49,
%39.5, %34, %33.3 % inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 goriildii. Standartlarin
ve zencefilin metanol ekstraktlarinin  ABTS radikali giderme aktivitesinin a-
tokoferol>trolox> BHT>zencefil>askorbik asit>BHA sirasinda azaldigi ve 150 pg/mL
konsantrasyonda sirasiyla %59.7, %52, %46.8, %42.4, %39.5, %30.1 oldugu
belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Zerdegal-ctanol ekstraktinin ABTS radikali giderme etkileri

Zerdegalin etanol ile yapilan ABTS radikali giderme aktivitesi denemesinde;
50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda zerdecgalin; %58.8, %42.7, %35.9, %33.5,
%31.6, BHA’nin; %55.3, %39.9, %33.5, %31.2, %29.6, BHT nin; %83.2, %65.8,
%52.7, %45.7, %43.9, o-tokoferoliin; %85, %69, %56.2, %51.3, %49.5, troloxun;
%88, %74.3, %64.9, % 59.9, %58.3, askorbik asitin; %71.9, %51.9, %42.3, %39.1,
%36.7 % inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 goriildii. Standartlarin ve zerdecalin
etanol ekstraktinin ABTS radikali giderme aktivitesinin trolox>a-tokoferol>BHT>
askorbik asit>zerdecal>BHA sirasinda azaldigi ve 150 pg/mL konsantrasyonda bu
degerlerin sirasiyla %64.9, %56.2, %52.7, %42.3, %35.9, %33.5 oldugu belirlendi
(Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. Zerdegal-metanol ekstraktinin ABTS radikali giderme etkileri

ABTS radikali giderme aktivitesinin belirlenmesi amaciyla metanol
ekstraktlariyla gerceklestirilen deneyde; 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda
zerdegalin; %63.3, %40.8, %34, %29.3, %27.6, BHA’nin; %55.9, %37.4, %30.1,
%26.9, %24.4, BHT’nin; %78.9, %60.4, %46.8, %45, %40.8, a-tokoferoliin; %84.5,
%70.9, %59.7, %54.4, %52.9, troloxun; %81.6, %64.6, %52, %47.3, %46, askorbik
asitin; %68, %49, %39.5, %34, %33.3 % inhibisyon degerlerine sahip olduklari
goriildii. Standartlarin ve zerdegalin metanol ekstraktinin ABTS radikali giderme
aktivitesinin a-tokoferol>trolox>BHT>askorbik asit>zerdecal>BHA sirasinda azaldigi
ve 150 pg/mL konsantrasyonda sirastyla %59.7, %52, %46.8, %39.5, %34, %30.1
oldugu belirlendi (Sekil 4.26).



70

5. SONUCLAR ve TARTISMA

Insanlarin dogal metabolizmasinda enerji kaynagi olan karbonun oksijen ile
yanmasi sonucunda bazi etmenlerin etkisi ile; superoksit (O;), hidroksil (HO),
nitrikoksit (NO") ile hidrojen peroksit (H,O;) gibi aktif oksijen formlar1 olan serbest
radikal olarak adlandirilan bir takim bilesikler ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller;
viicuttaki hiicrelerin membranina, hiicre yapisinda bulunan lipidlere, proteinlere,
niikleik asitlere ve DNA’ya zarar vererek, kanser, koroner hastaliklar, diyabet,
katarakt, karaciger tahribati gibi pek¢ok hastalia neden olmaktadirlar. Antioksidan
maddeler; serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu durdurarak, singlet oksijenini
baglayarak, metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarinda metali baglayarak ve
oksidasyonun tesvik etmis oldugu zararlanmalar1 hiicresel bakimdan engelleyerek
dejeneratif hastaliklarin olusumunu engellerler (Velioglu, 2000).

Zencefil ve zerdegalin incelenen literatiirlerde antioksidan aktivite yoniinden
degerlendirilmesinin yetersiz sayida oldugu bulunmustur. Yapilan ¢alismada zencefil
ve zerdecalin, etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari, toplam
antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, metal iyonlarini
selatlama kapasitesi, indirgeme kapasitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi,
toplam flavonoid bilesik tayini, H,O, giderme aktivitesi ve ABTS radikali giderme
aktivitesi tayini metodlariyla antioksidan kapasiteleri ayrintili olarak incelenmistir.
Zencefil ve zerdegaldan elde edilen veriler birbirleriyle kiyaslanarak sonuglar
degerlendirilmistir.

Arastirmacilar su, metanol, etanol, aseton, petrol eteri, etil asetat, kloroform,
diklorometan gibi cesitli ¢oziicii veya ¢oziicli karigimlari ile homojenizer kullanarak,
oda kosullarinda bekleterek (maserasyon), ¢oziicii ile kaynatarak ve Soxhlet
ekstraksiyonu ile ekstrakt elde etmislerdir (Nakiboglu vd., 2007, Su vd., 2007, Silva
vd., 2007, Tawaha vd., 2007). Calismamizda ekstraksiyon icin polaritesi yiiksek,
toksisitesi diisiik olan, ekonomik ag¢idan uygun ve kolay temin edilebilecek ¢oziiciiler

tercih edilmistir.
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Hayouni vd., (2007) ile Ozcan vd., (2007) farkl1 yontemler ve farkli polariteye
sahip coziicliler kullanarak yaptiklari arastirmalari sonucunda % ekstrakt miktarlari
lizerine polar ¢oziiciilerin apolar ¢oziiciilerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu bulgularla uyumlu olarak, ¢alismamizda kullanilan baharatlarda ekstrakte
edilebilen bilesiklerin ektraksiyon verimleri genel olarak etanol>metanol siralamasi
seklindedir.

Fenolik bilesikler, hidroksil gruplarinin serbest radikalleri giderme
kabiliyetinden dolay1 en 6nemli bitki bilesenleridir (Hatano, Edmatsu, Mori, Fujita ve
Yasuhara, 1980). Fenolik bilesenler antioksidan aktiviteye dogrudan katkida
bulunabilir (Duh vd., 1999). Son yillarda gidalardaki fenolik bilesiklerin antioksidan
etkilerinin incelenmesi giderek 6nem kazanmaktadir (El vd., 1999). Genis bir aile olan
fenolik bilesiklerin spesifik bir grubunun ayri ayri analizleri miimkiin olsa da
gidalardaki toplam fenolik bilesiklerin tayini her zaman gereksinim duyulan bir
analizdir.

Fenolik Dbilesikler dogal antioksidanlar olarak bilinirler. Belirli bir
konsantrasyonda konjuge dienlerin olusum hizin1 belirgin bir sekilde azaltirlar.
Lipidlerin oksidatif bozulumunu geciktirdiklerinden dolayr da besin endiistrisi
acisindan oldukca 1ilgi ¢ekicidirler. Besinlerin, besin degerini ve kalitesini
gelistirmektedirler.

Calismamizda gallik asit esdegeri olarak zencefilin metanol ekstraktinin (462.9
mg/g), etanol ekstraktindan (400.2 mg/g); zerdecalin da metanol ekstraktinin (551.1
mg/g), etanol ekstraktindan (462.9 mg/g) daha fazla fenolik madde igerdigi belirlendi.

Fenolik bilesikler, antioksidatif etkiyi dogrudan meydana getirebilirler. Meyve
ve sebze acisindan zengin bir beslenme sonucu insanlarda yaklasik giinde 1
gramlariin kanser ve mutajenez lizerine inhibitor etkiye sebep oldugu bilinmektedir.

Calismamizda pirokatesol esdegeri olarak zencefilin metanol ekstraktinin
(421.8 mg/g), etanol ekstraktindan (364.3 mg/g); zerdegalin da metanol ekstraktinin
(502.6 mg/g), etanol ekstraktindan (421.8 mg/g) daha c¢ok fenolik madde
bulundurdugu tespit edildi.

Standart grafik denklemlerinden hesaplanan sonuglarin gallik asit ekivalenti
olarak 400.2-551.1 mg/g ve pirokatesol ekivalenti olarak 364.3-502.6 mg/g arasinda

PO

degistigi belirlendi.
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Zencefilin etanol ekstraktinin, toplam fenolik madde miktar1 871 mg/g gallik
asit esdegeri olarak saptanmistir (Stoliova vd., 2006).

Anason (Pimpinella anisum L.) ekstraktlarmin toplam fenolik madde
konsantrasyonu 30-77.5 ug gallik asit esdegeri olarak saptanmis etanol esktraktinin su
ekstraktindan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Giilgin vd., 2003).

Toplam fenolik madde miktar1 agisindan Chen ve arkadaslarinin (2007) dort
cesit bitki yapraklarinin su ekstraktlariyla yaptigi antioksidan aktivite ¢alismasi, Wong
ve arkadaslarinin (2006) ise 30 gesit medikal bitki ile calismasi bulunmaktadir.

Tez kapsaminda, zencefil ve zerdecala dair literatlir taramasi sonucunda;
zencefil yapraklarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigt ve zencefilin kanser ile
kalp-damar hastaliklarindan koruyucu 6zelliklerinin belirlendigi; zerdegalin ise
icerdigi inflamator bilesiklerden dolay1 Alzheimer, gogiis ve kolon kanserleri tizerinde
olumlu etkiye sebep oldugu belirlenmistir.

Dogal antioksidanlar arasinda dnemli rol oynayan bitkisel polifenol igerigi
bitki tiirti, tarimsal proses, 11k, iklim, hasat zaman1 ve depolama sartlar1 gibi pek ¢ok
dis etkenden etkilenir (Heimler vd., 2007). Ayrica konsantrasyon, ¢oziicii ve
Ekstraksiyon islemlerindeki cesitlilik de fenolik bilesiklerde gozlenen miktar

degisikliklerinin sorumlular1 arasindadir.

DPPH radikalinin, lipofilik bir radikal oldugu distniilir. Lipofilik
radikallerde lipid otooksidasyonu tarafindan bir zincir reaksiyon baslatilir. DPPH, oda
sicakliginda kararli bir serbest radikaldir, kararli bir diamanyetik molekiil olabilmek
icin bir elektron veya hidrojen radikali alir. Antioksidanlar tarafindan DPPH’nin
giderilmesi 517 nm’de absorbanstaki azalmayla tespit edilmektedir.

DPPH c¢ozeltisi mordur ve antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapisi
degiserek sar1 renkli yeni bir bilesik haline gelir. Bu renk degisikliginin derecesi,
antioksidanin konsantrasyonu ile orantilidir.

Tez calismamizda; zencefil ve zerdecalin etanol ekstraktlarinin metanol
ekstraktlarindan daha yliksek serbest radikal giderme aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Tablo 4.2°ye gore; calisilan ekstraktlar icinde en diisiik ECsp degeri zerdecal-
etanol ekstraktinda, en yiiksek ECsy degeri zerdegal-metanol ekstraktinda tayin edildi.

Calismamizda ECsg degerleri 0.48+0,06—4.52+1,23 mg/mL araliginda belirlenmistir.
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Baz1 calismalarda genel olarak ekstraktlarinin radikal giderme aktivitelerinin
yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir. Miliauskas ve arkadaslar1 (2004) bazi
aromatik bitki ekstraktlariyla yaptiklart ¢alismada aseton, metanol ve etil asetat
ekstraktlar1 arasinda DPPH radikali gidermede en etkili ekstraktin metanol ekstrakti
oldugunu bildirerek, antiradikalik aktiviteyi TFC (Toplam fenolik madde) igerigi ile
iligkilendirmislerdir.

Benzer sekilde Shon ve arkadaslar1 da (2003) zencefilin, sicak su ve metanol
ekstraktlarinin biitanol, etil asetat ve kloroform ekstraktlarinin DPPH radikalini
gidermede etkili olduklarini bildirmislerdir.

Literatiir taramasinda antioksidan aktivite ile ilgili olarak zencefil ve zerdecala
ait veriler elde edilememistir. Ancak Stoilova ve arkadaslarinin (2006) zencefil
yumrulari ile yaptigi bir ¢alismada; 20 pg/mL konsantrasyonda etanol ekstraktinda %
90.1 DPPH radikali giderme aktivitesi bildirilmistir.

Middleton ve arkadaslari (2004) zencefil yumrulariyla yaptigi calismada,
rizomlarin hekzan, diklorometan ve metanol ekstraktlarina kalitatif veya kantitatif
olarak uygulanan DPPH radikali giderme aktivitesi tayinlerinde, ekstraktlarin aktivite
gostermedigini bildirmislerdir.

Hinneburg ve arkadaslar1 (2006) ise maydanoz, defne, zencefil, rezene,
feslegen ve kimyon gibi benzer aromatik bitkilerin DPPH radikali giderme aktivitesi

caligmalarinda 0,49+0,011-12,0+0,10 mg/mL araliginda ECs degerleri bildirmektedir.

Kullandiklar1 referans maddelerin ECso degerleri incelendiginde BHA ve askorbik

asitin 0,09+0,01 mg/mL, BHT’nin 0,21+0,01 mg/mL ve gallik asitin 0,03+£0,01

mg/mL olarak tayin edilmistir.

Zencefil ve zerdecal ekstraktlarmin linoleik asit peroksidasyonu iizerindeki
inhibisyon etkisi ¢esitli konsantrasyonlarda FTC (Ferrik Tiyosiyanat) metoduna goére
belirlendi ve sonuglar BHT, BHA, a-tokoferol ve askorbik asit standartlariyla
karsilastirildi.

Ferrik tiyosiyanat metodu, oksidasyonun ilk safhasi boyunca iiretilen ve
oksidasyon {iriinii olan peroksitin miktarin1 dlgen bir metodtur. Yiiksek absorbans,
olusan peroksitlerin yliksek konsantrasyonunun gostergesidir.

Inkiibasyon boyunca emiilsiyon sistemde olusan peroksitler, 500 nm

absorbansta spektrofotometrik olarak belirlendi.
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Zencefil ve zerdegalin her iki ekstraktinin tiim konsantrasyonlarda etkili
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 goriildii. Ekstraktlarin konsantrasyon artigina
bagl olarak (50-250 pug/mL) lipid peroksidasyonunun inhibisyonunda artisa sebep
olduklar1 ve linoleik asit otooksidasyonunun baslama periyodunu uzattiklar1 goriildii.

Linoleik asit emiilsiyon sisteminde gergeklestirilen benzer c¢alismalarda;
zencefilin etanol ekstraktinin 20 pg/mL konsantrasyonu i¢in yiiksek inhibisyon
oranlar1 (% 71,6) bulunmustur (Krastanov, 2006).

Denev ve arkadaslarinin (2006) yaptigi calismada; zencefil etanol
ekstraktlarinin ¢aligilan konsantrasyon araliginda (20-100 pg/mL) etkili antioksidan
aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir.

Toplam antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik bilesik icerigi arasinda
baglant1 vardir. Clinkii baz1 aragtirmacilar toplam fenolik madde igeriginin yiiksek
oldugunda antioksidan aktivitesinin de yiikksek oldugunu bildirmislerdir. Bu tez
caligmasinda da ayni baglant1 gozlenmistir.

En son c¢aligmalar, bazi1 flavonoid ve polifenollerin meyve, sebze ve
baharatlarin toplam antioksidan aktivitelerine onemli derecede katki sagladigimi

gostermektedir (Luo vd., 2002).

Gegis metalleri arasindan Fe?*, lipid oksidasyonunda prooksidan olarak bilinir.
Fenton reaksiyonu (Fe®* + H,0, — Fe®* + OH™ + *OH) vasitasiyla ROT’lar1 olusturur
ve lipid oksidasyonunu hizlandirir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Baharat
ekstraktlar1 gecis metal iyonlarin1 baglayarak ortamdaki konsantrasyonlarini azaltir ve
Fe?* katalizli lipid peroksidasyonunu geciktirirler.

Baharat ekstraktlarmm ve standartlarm Fe?* iyonlarm selatlama aktivitesi
50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda Dinis ve arkadaglarinin metoduna goére
degerlendirildi.

Zencefil ve zerdecgalin ¢oziicii (etanol ve metanol) ile olan ekstraktlarinin Fe?*
selatlama aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak arttigi gozlendi. Baharatlarin
metanol ekstraktlar1 etanol ekstraktlarindan daha diisiik selatlama aktivitesi
gosterirken, bu sistemde ekstraktlarin iyi bir selatlayici olan EDTA ¢o6zeltisinden daha
Iyi bir selatér olmadig1 bulundu.

Calismamizda 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda; zencefilin etanol
ekstraktinin %11.1-%30.2, metanol ekstraktinin ise %7.5-%22.3 selatlama aktivitesi



75

gosterdigi belirlendi. Zerdegalin etanol ekstraktinin %13.2-%30.2 araliginda, metanol
ekstraktinin ise %9.2-%28.6 selatlama etkisi gosterdigi bulundu.

Kalyan ve arkadaglar1 (2009) zencefil ile yaptig1 calismada standart selator
olarak EDTA ¢o6zeltisini kullanmis ve metal selatlama etkisinin %50 bulmustur.

Zerdecalda bu oran %72 civarinda iken zencefilde %32 bulunmustur.

Stiperoksit anyonlar1 lipidlerin, proteinlerin ve  DNAnim oksidatif hasarina
neden olan hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi diger reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda 6nemli rol oynarlar ( Pietta, 2000 ).

Radikal giderme kapsaminda yapilan c¢alismalarda siiperoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi de arastirildi. Siiperoksit anyon radikalleri lipid
peroksidasyonunu dogrudan baslatan oksijen merkezli radikallerdir. Bu radikaller
biyolojik makro molekiiller ile etkilesip doku hasarlarina sebep olan reaktif
radikallerden biridir (Halliwell and Gutteridge, 1984). Siiperoksit anyonu diger oksijen
radikalleri ile karsilagtirildiginda daha uzun yagam omriine sahiptir.

Calismamizda kullandigimiz baharatlarin metanol ekstraktlarinda yiiksek
diizeyde siiperoksit radikali giderme aktivitesi tayin edilmis, etanol ekstraktlar1 bu
denemede diisiik oranda aktivite gostermistir. Sonuglar ekstrakt miktarmnin artmasiyla
radikal giderme aktivitesinin arttigin1 géstermesine ragmen, diisiikk konsantrasyonlarda
ekstraktlarin higbirinin siiperoksit radikalini giderme kapasitesinin BHA kadar iyi
olmadigi goriilmiistiir. 200 pg/mL igin zencefil ve zerdegalin etanol ekstraktlarinin
stiperoksit radikali giderme kapasitesi acisindan BHA ile kiyaslanabilir oranda oldugu

sOylenebilir.

H,O, giderme aktivitesinde; Canli organizmalarda hidrojen peroksit,
siiperoksit dismutaz gibi bircok enzim tarafindan olusturulabilir. Hidrojen peroksit
hiicre membraninda bir ugtan diger uca diffiize olarak birgok bilesigi oksitleyebilir.
Hidrojen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat hiicrede serbest radikallerin artmasina
sebep oldugundan dolay1 zamanla hiicre i¢in toksik olabilir. Hiicre kiiltiiriinde hidrojen
peroksit ilavesiyle gecis metal iyonlar1 varliginda oksidatif DNA hasarlarina sebep
olan hidroksil iyonlarnin olusmasina sebep olur. Bundan dolayr farmasétik ve gida
sistemlerini oksidatif hasardan korumak icin bu sistemlerden hidrojen peroksit
uzaklastirmak olduk¢a onemlidir. Cesitli makalelerde H>O’in reaktivitesinin diisiik

oldugu ve lipid peroksidasyonunu baslatabilecek aktivitede olmadigi bildirilmistir
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(Yen ve Duh, 1994). Ancak Fenton reaksiyonu ile reaktif hidroksil radikalini
olusturma potansiyeli vardir. Bu yiizden gidalar veya hiicrelerdeki antioksidan
savunma i¢in H,O;’in uzaklastirilmasi 6nem tasimaktadir.

Zencefil ve zerdegalin ¢6ziicii ekstraktlarinin kullanilan standartlardan daha az
oranlarda inhibisyon degerleri gosterdigi belirlenmistir. Zencefil ve zerdegalin metanol
ekstraktlariin da etanol ekstraktlarindan daha fazla inhibisyon aktivitesi gosterdigi
sonucuna vartlmistir. Standartlar arasinda a-tokoferoliin, BHA, BHT den daha yiiksek

oranda inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur.

indirgeme kapasitesi tayininde baharat ekstraktlarmm Fe™i Fe'*#ye
doniistiirebilmesi incelenmistir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron
transfer edebilmesiyle iligkilidir ve potansiyel antioksidan aktivitesinin dnemli bir
gostergesi olarak kabul edilir.

Zencefil ve zerdegalin metanol ekstraktlarinin etanol ekstraktlarindan ve
standartlardan daha etkili indirgeme kapasitesi gosterdigi bulundu.

Calismamizda kullandigimiz baharat ekstraktlarinin iyi derecede Fe*
indirgeyici kapasiteleri ve dolayisiyla elektron verebilme yetenekleri oldugu gozlendi.
Bu o6zelliklerinden dolay1 ekstraktlarin reaktif serbest radikal tiirlerini, daha stabil
radikal olmayan tiirlere doniistiirerek serbest radikal zincirini sonlandirmak iizere rol
oynayabilecekleri sOylenebilir.

Sacgan ve arkadaslar1 (2008) ¢alismalarinda rokanin su ekstraktinin standartlara
nazaran zayif indirgeme giicii gdsterdigini belirlemislerdir.

Alam ve arkadaslar1 (2007) roka tohumunun etanol ekstraktinin gallik asit ve
askorbik aside kargi gosterdigi indirgeyici giicliniin 6nemli derecede doza bagimli
oldugunu bildirmektedirler.

Dorman ve arkadaglart (2003) Lamiaceae ailesinden mercankosk, biberiye,
adacayi, kekik bitkileri ile yaptiklar1 ¢alismalarinda benzer indirgeme kapasiteleri
bildirmislerdir.

*3 indirgeyici kapasite ile lipid peroksidasyonunun

Baz1 calismalarda da Fe
inhibisyonu arasinda gii¢lii bir iligki oldugu belirtilmistir (Juntachote ve Berghofer,

2005; Hinneburg vd., 2006).
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Flavonoidler; flavondan tiiretilen, suda ¢6ziinebilen, %70 etanol ile ekstrakte
edilebilen ve baz ile muamele edildiginde renkleri degisen sekonder metabolitlerin
onemli bir sinifidir. Cigek ve meyvelere renklerini verirler, serbest radikalleri etkisiz
kilarlar, zararli mikroorganizmalarin fonksiyonlarin1 engellerler, viriislere karsi
koruma saglarlar, bagisiklik sistemini ve damar saghigini korurlar, C vitamininin
emilimini arttirirlar, kanserli hiicreleri azaltirlar, ishal ve iilser gibi hastaliklara karsi
ilac etkisi gosterirler, enzimlerin aktivitelerini diizenlerler ve alerjik reaksiyonlari
Onlerler.

Gallik asit esdegeri olarak zencefilin metanol ekstraktinin (340.9 mg/g) etanol
ekstraktindan (318.9 mg/g); zerdegalin da metanol ekstraktinin (360.9 mg/g) etanol
ekstraktindan (334.4 mg/g) daha fazla flavonoid madde i¢erdigi bulunmustur.

Pirokatesolii standart olarak kullandigimizda zencefilin metanol ekstraktinin
(286.5 mg/g) etanol ekstraktindan (268.2 mg/g); zerdegalin metanol ekstraktinin da
(303.2 mg/g) etanol ekstraktindan (281.1 mg/g) daha ¢ok flavonoid bilesik igerdigi

belirlenmistir.

ABTS radikali giderme aktivitesi, antioksidan aktiviteyi degerlendirmek igin
en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. ABTS radikal olmayan formunda, renksiz olan
oldukga kararli bir serbest radikaldir. ABTS giderme aktivitesinin spektrofotometrik
analizleri Re ve arkadaslarinin (1999) yontemine gore belirlenmistir.

Calismamizda zencefilin etanol ekstraktinin ayni konsantrasyonda metanol
ekstraktindan; zerdecalin da etanol ekstraktinin aymi konsantrasyondaki metanol
ekstraktindan daha etkili radikal katyonu giderme aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

ABTS giderme aktivitesi agisindan sagak agact yapraginin etanol ekstraktinin
metanol ekstraktindan daha etkili oldugu bildirilmistir (Giil¢in vd., 2006).

Tez kapsaminda ¢esitli metodlarla baharat ekstraktlarinin serbest radikalleri
giderme ve toplam antioksidan aktiviteleri ¢alisilmistir. Literatiir taramasi sonucu
secilen baharatlara dair hi¢ antioksidan aktivitesi ¢alismasina rastlanmadigindan elde
edilen sonuglar bu alana daha fazla veri ile katki saglayacaktir.

Bu c¢aligma kapsaminda ¢alisilan baharatlara ait bulgular g6z Oniinde
bulundurulucak olursa baharatlarin etanol ekstraktlarinda antioksidan aktiviteleri daha
yiikksek bulundugundan, giinliik tiiketimde bu baharatlara daha c¢ok yer verilmesi
Onerilir. Ayrica giiniimiizde, gelecege yonelik sentetik antioksidanlarin yerini

alabilecek dogal antioksidan arayiglar1 hizla siirmektedir. Bu tip ¢alismalarla yiiksek
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antioksidan aktiviteye sahip ekstraktlar belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki
antioksidan etkilerinin incelenmesi ile ¢aligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik

devamliliginin saglanmasi diisiiniilmektedir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden
yararlandigim, mesleki gelisimimde ve tez ¢alismamda bilgi ve deneysel birikimleri
ile yol gosteren, yliksek lisans egitimim siiresince teorik ve pratik ¢alismalar1 ve tez
tamamlamada biiyiik ilgi ve destegini gordiiglim, bilgi ve goriislerinde, ¢aligmalarimin
yonlendirilmesinde ve devam etmesinde her tiirlii destegini benden esirgemeyen
degerli damisman hocam Dog. Dr. Yesim YESILOGLU'na tesekkiirlerimi ve

siikranlarim1 sunarim.

Aragtirmamin baslangicindan bitimine kadar her asamada yakin ilgisini
gordiigiim, calismalarim boyunca katkilarin1 ve yardimlarini esirgemeyen ve

desteklerini gordiigim tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.

ANOVA grafik cizimlerinde bana yardimei olan Erciiment OZKECECI’ye ¢ok

tesekkiir ederim.
Beni her zaman igtenlikle destekleyen aileme sonsuz tesekkiirler...
Bu caliyma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan

desteklenen "Bazi Baharatlarin Farkli Ekstraktlarinin  Antioksidan Ozelliklerinin

Incelenmesi" baslikli TUBAP 2010-03- no’lu proje kapsaminda gergeklestirilmistir.
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