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OZET

POLIFENOLIK BILESIKLERIN PRO-OKSIDAN AKTIVITELERININ
OLCUMU 1ICIN YENI BIiR SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM
GELISTIRILMESI

Organizmadaki antioksidan ve pro-oksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanan
oksidatif stres kosullar1 altinda olusan reaktif tiirlerin birikimi canli hiicrelerde biyolojik
makromolekiillerde onarilamayan hasarlara sebep olurlar. Polifenoller, C ve E
vitaminleri meyve ve sebzelerde bulunan dogal antioksidanlardir. Ancak goreceli
yiiksek derisimde bulunmalari halinde veya bazi 6zel kosullar altinda pro-oksidan
aktivite gosterebilmektedirler. Bu nedenle antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin pro-
oksidan aktivitelerini tayin edebilecek basit, kullanigli, hizli, degisik ortamlara
uygulanabilen, duyarli yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut pro-
oksidan aktivite tayin yontemleri degerlendirildiginde bu aktivitenin nesnel bir tanimina
dayali somut bir yontem bulunmadigr gibi aym1 zamanda hem protein hem de
polifenolik bilesik igeren sistemlerde pro-oksidan aktivite tayin edilmemistir. Bu
eksiklikten yola ¢ikilarak tiyol grubu igeren protein ortaminda polifenolik bilesiklerin, C
ve E vitaminlerinin ve antioksidan karakterli bilesikleri igcerebilen bitki 6rneklerinin
gecis metal iyonu (Cu(Il))—katalizli pro-oksidan aktivitelerinin tayin edilebilmesi i¢in
Modifiye CUPRAC (Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi
gelistirilmistir. Pro-oksidan aktivite, antioksidan bilesiklerin gecis metal iyonlarini,
Fenton-tipi reaksiyonlarla reaktif tiirler olusumuna yol agabilen algak oksidasyon
basamaklarina indirgeme aktivitesi olarak tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda,
Modifiye CUPRAC yonteminin yumurta aki proteinleri ortaminda polifenolik
bilesiklere uygulanarak bu bilesiklerin pro-oksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve
bulunan bu degerlerin referans yontemlerle elde edilen degerlerle karsilastirilarak
dogrulugunun ispatlanmasi amaglanmaktadir.

Gelistirilen yontemin prensibi; polifenolik bilesikler tarafindan ortamdaki serbest
bakir(IT) iyonlarinin bakir(I)’e indirgenerek proteine baglanmasi ve inkiibasyon iiriiniine
neokuproin (Nc)-amonyum asetat (NHsAc) karigimi ilave edilerek Cu(I)-Nc kelatinin
olusturulmasidir. Olusan Cu(I)-Nc kelatinin 450 nm’de maksimum absorpsiyon
yapmasindan faydalanilarak polifenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri tayin
edilmistir. Bu c¢alismada karsilastirma icin referans yoOntemler olarak atomik
absorpsiyon spektrometrisi (AAS) ve literatiirde mevcut olan protein karbonili tayin
yontemi kullanilmistir. AAS yontemi, inkiibasyon iiriiniine CUPRAC reaktifi yerine
protein ¢Oziicli tamponu ilave edilerek olusturulan ¢ozeltide AAS ile bakir tayini
yapilmasi esasina dayanir. Karbonil tayini ise protein oksidasyonu sonucunda agiga
cikan karbonil gruplarinin  2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar
dinitrofenilhidrazonlarin (DNP) absorbans degerlerinin 370 nm’de Olcililmesi esasina
dayanir.



Bu baglamda Modifiye CUPRAC yontemi ve referans yontemler uygulanarak her bir
polifenolik bilesigin pro-oksidan aktiviteleri belirlenmis ve QREPA (Kuersetin Esdegeri
Pro-oksidan Aktivite) katsayilar1 bulunmustur. Antioksidan bilesiklerin QREPAwodifiye-
cuprrac katsayilarina gore pro-oksidan aktivite sirast: gallik asid > epikatesin > katesin >
a-tokoferol > rozmarinik asid > troloks > kafeik asid > askorbik asid seklindedir. Tkili
sentetik karigim ¢ozeltileri hazirlanarak bu sentetik karigimlarin beklenen ve o6lgiilen
pro-oksidan aktiviteleri mM kuersetin (QR) esdegeri cinsinden hesaplanip birbirleriyle
karsilastirilmigtir. Bu degerler incelendiginde, genel olarak 5x107-10" M’lik karisim
¢ozeltilerinin Sl¢iilen ve beklenen pro-oksidan aktivitelerinin daha uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Modifiye CUPRAC yontemiyle elde edilen sonuglar her asamada AAS ve
karbonil tayini yontemlerininkilerle karsilagtirilmistir.
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF A NEW SPECTROPHOTOMETRIC METHOD TO
DETERMINE  PRO-OXIDANT  ACTIVITIES OF POLYPHENOLIC
COMPOUNDS

Oxidative stress is defined as an imbalance of pro-oxidants and antioxidants in the
organism, and cause accumulation of reactive species which induce irreversible damage
on biological macromolecules. Polyphenols, vitamin C and E are natural antioxidants
existing in fruits and vegetables. However, at relatively high concentrations or under
specific conditions, they may show pro-oxidant activities. For this reason, simple,
practical, rapid, versatile and sensitive methods are required to to determine the pro-
oxidant activity of compounds having antioxidant activity. When existing methods of
pro-oxidant activity determination are evaluated, there is no substantial method based
on an objective definition of such activity, and at the same time, pro-oxidant activity has
not been determined in systems including both protein and polyphenolic compounds. To
fill in this literature gap, Modified CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant
Capacity) method was developed to determine transition metal ion (Cu(Il))—catalyzed
pro-oxidant activity of the polyphenolic compounds, C and E vitamins and herbal
samples inculuding antioxidant compounds in the presence of proteins containing thiol
groups. Pro-oxidant activity is defined as the transition metal ion reducing ability of
antioxidant compounds to their lower oxidation states which may produce reactive
species via Fenton-type reactions. Within the scope of this thesis work, it was aimed to
determine the pro-oxidant activities of polyphenolic compounds through application of
the Modified CUPRAC method to these compounds in the presence of egg white
proteins, and to validate the proposed methodology by comparison of the results
obtained with those of reference methods.

The basic principle of the developed method involves the reduction of copper (II) ions
to copper(I) by polyphenolic compounds, binding of Cu(I) to protein thiol groups, and
formation of copper(I)-neocuproine (Cu(I)-Nc) chelate by treating the incubation
product with a neocuproine (Nc¢)-ammonium acetate (NHsAc) mixture. The pro-oxidant
activities of polyphenolic compounds were determined by measuring the 450-nm
absorbance of the Cu(I)-Nc chelate formed. In this study, atomic absorption
spectrometry (AAS) and protein carbonyl assay (existing in literature) were used as
reference methods of comparison. AAS method is based on adding protein dissolution
buffer to incubation product instead of CUPRAC reagents and determining copper in
solution by AAS. Carbonyl assay is based on the measurement of the absorbance values
at 370 nm of dinitrophenylhydrazones (DNP) formed from 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) and the carbonyl groups emerging from protein oxidation.
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By applying Modified CUPRAC and reference methods, the pro-oxidant activities were
determined for each polyphenolic compound and their QREPA (Quercetin Equivalent
Pro-oxidant Activity) coefficients were found. The order of pro-oxidant activities of
antioxidant compounds in terms of QREPAydified-cuprac coefficients was: gallic acid >
epicatechin > catechin > a-tocopherol > rosmarinic acid > trolox > caffeic acid >
ascorbic acid. Synthetic mixtures were prepared, and their pro-oxidant activities
experimentally measured as mM quercetin (QR) equivalents and compared with those
theoretically found. When these values are investigated, generally, it was noted that the
experimental and theoretical values of mixtures at 5.10%-10* M concentrations were
more compatible. The Modified CUPRAC values were compared at every stage with
those of AAS and carbonyl assay.
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1. GIRIS

Organizmada oksidatif gerilim; antioksidanlar ve pro-oksidanlarin dengelenememesi
durumunda ortaya ¢ikan bir durum olup, biyolojik makromolekiillerin oksidatif hasarina
yol acarak basta kanser olmak {izere koroner kalp rahatsizligi, diyabet, hipertansiyon,
hiicresel yipranma ve yaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi rahatsizliklart gibi
cesitli hastaliklara neden olmaktadir [1]. Oksidatif gerilim kosullar1 altinda olusan
reaktif tiirlerin birikimi canli hiicrelerde lipidler, proteinler, karbonhidratlar, enzimler ve
niikleik asitler gibi biyolojik makromolekiillerde onarilamayan hasarlara sebep olurlar
[2-5]. Insan viicudu, fizyolojik kosullarda meydana gelen reaktif oksijen (ROS) ve
reaktif azot (RNS) tiirlerini inaktive etmek i¢in antioksidan savunma mekanizmalari

gelistirmistir [5,6].

Polifenoller, C ve E vitaminleri meyve ve sebzelerde bulunan dogal antioksidanlardir.
Bu bilesiklerin saglhiga yararli etkileri antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Ancak fazla miktarlarda bulunmalar1 veya bazi kosullar altinda pro-oksidan aktiviteleri
sebebiyle toksik etki gdsterebilmektedirler [7]. Ornegin yiiksek dozda a-tokoferoliin
insanlarda lipid peroksidasyonu seviyesinin disiiriilmesinde zayif etki gosterdigi
sOylenmektedir [8]. Askorbik asid ise serbest demir iyonlariyla etkileserek askorbat
radikalini olusturur. Olusan bu radikalin, biyomolekiillerde oksidatif hasara neden

oldugu bilinmektedir [9,10].

Fenolik bilesiklerin metal katalizli ylikseltgenmesinin sonucunda reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasinin disinda farkl tiirler de meydana gelmektedir. Bunlar serbest tiyol
iceren bilesiklerle etkilesebilen, yiiksek elektrofilik tiirler olan, semikinon radikalleri ve
nihayetinde kinonlardir [11,12]. Bunun disinda katesol ve galloil yiikseltgenmesi, metal
indirgenmesi ile es zamanli gerceklesen reaksiyonlardir (Ornegin; Fe’™ — Fe"). Gegis
metallerinin indirgenmis formlarinin, lipid hidroperoksid ile hidrojen peroksidin
sirastyla  lipid alkoksil (LO-) ve hidroksil (‘OH) radikallerine bozunmasini

katalizledikleri bilinmektedir. Bu sonuglar in vitro ve in vivo olarak yapilan



caligmalarda, gecis metallerinin polifenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri

konusunda etkin rolii oldugunu gostermektedir.

Literatiirde mevcut pro-oksidan aktivite Ol¢iimiinde spektrofotometrik olarak lipid
peroksidasyonu i¢in TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler) yontemi [13], protein
oksidasyonu i¢in karbonil tayini [14] ve batokuproin distilfonat (BCS) [15] yontemleri,
stiperoksit anyon radikali siiplirme icin pirogallol yontemi [16], spektroflorometrik
olarak peroksil radikali siipirme i¢in ORAC [17,18], krosin [19], luminol [20] ve
etidiyum bromiir (EB) [21] yontemleri kullanilmaktadir. Saglik agisindan yararh
bilesikler oldugu bilinen polifenolik bilesiklerin bazi kosullar altinda pro-oksidan etki
gosterebilmeleri nedeniyle pro-oksidan aktivitelerini tayin edebilecek kullanigh, hizl,
duyarl ve basit yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut pro-oksidan
aktivite tayin yontemlerinin ¢ogunda ya protein kullanilmadan polifenolik bilesiklerin
metal katalizli gerceklesen c¢esitli oksidasyon mekanizmalar1 incelenmis ya da
polifenolik bilesikler kullanilmadan yine metal katalizli protein oksidasyonu
Olciilmiistiir. Ayn1 anda hem polifenolik bilesikler hem de protein igeren sistemlerde
pro-oksidan aktivite Ol¢iilmemistir. Bu eksiklikten yola ¢ikilarak tiyol grubu igeren
protein ortaminda polifenolik bilesiklerin (gallik asid, rozmarinik asid, kafeik asid,
kumarik asid, katesin, epikatesin, epigallokatesin gallat, kuersetin, naringin, askorbik
asit, a-tokoferol, troloks), C ve E vitaminlerinin ve antioksidan karakterli bilesikleri
icerebilen gercek Orneklerin (ada cayi, yesil ¢ay, mercankdsk, nane) metal katalizli
(Cu®") pro-oksidan aktivitelerinin tayin edilebilmesi i¢in spektrofotometrik CUPRAC
(Bakir(Il) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini) yontemi esash Modifiye
CUPRAC yontemi gelistirilmistir. Modifiye CUPRAC yontemiyle bulunan sonuglar
atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) yontemi ve referans yontem olan Karbonil

Tayini yontemi sonuglari ile karsilastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. OKSIDATIF GERILIM, ANTIOKSIDANLAR VE PRO-OKSIDANLAR

Oksidasyon ya da yiikseltgenme, elektronlarin bir atom ya da molekiilden ayrilmasin
saglayan kimyasal tepkimedir. Bir elementin kimyasal reaksiyonda elektron almasi
olayina indirgenme denir. Indirgenme olayma rediiksiyon, yiikseltgenme olayina
oksidasyon denir [22]. Reaksiyonda elektron vererek yiikseltgenen element
karsisindakini indirgedigi i¢in indirgen, elektron alarak indirgenen element
karsisindakini yiikseltgedigi icin yiikseltgen olarak tanimlanir. Serbest radikaller,
atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran molekiiller olarak ifade edilirler [9]. Bu eslesmemis elektronlar genellikle
serbest radikallerin reaktivitesinin gostergesidir. Oksijen tlirevi radikaller, canl
organizmalarda bulunan radikaller arasinda en Onemli radikal smifin1 olustururlar

[23,24].

Oksijen canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim
stireclerinde kullanilir. Canli organizmalarda normal hiicresel metabolizma esnasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller; sigara, hava kirliligi ve ultraviyole
1518a maruz kalma gibi ¢esitli dis etkenler araciligiyla da meydana gelebilmektedir.
Biyolojik serbet radikaller olduk¢a kararsiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller olup,
elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres meydana
getirirler. Organizmadaki antioksidan ve pro-oksidan dengenin bozulmasi olarak
tanimlanan (Sekil 2.1) [25] oksidatif stres kosullar1 altinda, Alzheimer ve Parkinson

gibi ¢esitli hastaliklarin olusumunu tetikleyen ROS tiirleri olugur [26].



Oksidatif Gerilim

i Antioksidanlar !

Sekil 2.1: Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin reaktif tiirler
lehine bozulmus olmasi (oksidatif gerilim)

Serbest radikaller

Oksijenli solunum yapan canli organizmalarin normal metabolizma siirecinde olusan
serbest radikaller; hava kirliligi, sigara dumani, radyasyon, tarim ilaglari, gida katki
maddeleri gibi gesitli dis etkenler nedeniyle de meydana gelebilmektedir. Serbest
radikalleri de kapsayan reaktif tiirler; siiperoksit anyon radikali (O,-"), hidrojen peroksit
(H20y), hidroksil radikali (‘OH), alkoksil radikali (RO-), peroksil radikali (ROO-),
singlet oksijen (O,) gibi reaktif oksijen (ROS), hipoklordz asit (HOCI) gibi reaktif klor
ve azot oksit (NO-), azot dioksit (NO,') ve peroksinitrit (ONOO") gibi reaktif azot
(RNS) tiirleridir (Tablo 2.1). Reaktif tiirler ¢esitli hastaliklarin bagslangic ve ilerleme

sathalarinda 6nemli rol oynarlar [27].

Tablo 2.1: Reaktif tiirler [29,30]

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Siiperoksit 0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil ‘OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO: Hipobroméz asit HOBr
Alkoksil RO: Singlet oksijen '0,
Hidroperoksil HO,: Ozon 0,

Reaktif Azot Tiirleri (ROS)

Azot oksit NO- Nitroz asit HNO,
Azot dioksit NO,: Diazot trioksit N,O;
Peroksinitrit ONOO

Alkil peroksinitrit LOONO




Oksidatif hasara karsi i¢ enzimatik savunmalar tamamen etkili degildir ve bir seri i¢ ve
dis serbest radikal yok edici antioksidanlar ikinci savunma sistemi olarak hareket
ederler. Antioksidanlar, okside olabilen bilesikten daha diisiik konsantrasyonda, o
bilesigin oksidasyonunu Onleyen ya da geciktiren bilesiklerdir. Biyolojik sistemlerdeki
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi yagam i¢in Onemli, temel bir
ihtiyactir. Antioksidanlar kompleks bir yapiya sahiptirler ve iki ¢esit mekanizmada etki
gosterirler. Bunlar, direkt antioksidanlar ve indirekt antioksidanlar olarak tanimlanirlar.
Direkt antioksidanlar (glutatyon, fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve
karotenoidler gibi) fizyolojik, biyokimyasal veya hiicresel proseslerde yer alarak
serbest radikalleri inaktive ederler veya serbet radikaller tarafindan baglatilan kimyasal
reaksiyonlart dnlerler [5]. Direkt antioksidanlarin ayn1 zamanda pro-oksidan etkilerinin
oldugu da deneysel olarak saptanmistir. Ancak bu reaksiyonlarin in vivo olarak énemli
olup olmadig1 heniiz ¢ok kesin degildir. Indirekt antioksidanlar ise serbest radikal veya
redoks reaksiyonlarinin engellenmesinde rol oynamazlar. Bunlar hiicrenin antioksidan
kapasitesini gii¢lendirirler. Bunun nedeni insan viicudunda bulunan bir grup enzimin
(glutatyon transferaz, kinon rediiktaz, epoksit hidrolaz) elektrofilik tiirlerin

detoksifikasyonuna neden olmasidir.

Canli organizmalar serbest radikallerin etkisinden korunmak i¢in antioksidatif korunma
sistemine sahiptirler. Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta diisiikk derisimlerde
bulundugunda bu serbest radikallerin ve reaktif tiirlerin biyolojik makromolekiillere
kars1 olumsuz etkilerini 6nemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir [30].
Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baglidir;

e Radikal siipiirme yetenegi,

e Hidrojen atomu veya elektron donor araci olarak gostermis oldugu reaktivite

(rediiksiyon potansiyeline bagl olan),
e Metal kelatlama potansiyeli,

e Diger antioksidanlarla olan etkilesim [31].

Antioksidanlar; yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik konsantrasyonlarda,
substratin pro-oksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da
geciktiren maddelerdir. Pro-oksidanlar; biyolojik sistemlerin temel bilesenlerinin

(karbonhidratlar, lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi) oksidatif hasarina sebep



olan ve bunun sonucunda cesitli patolojik olaylara veya hastaliklara yol agan toksik

maddeler ya da reaktif tlirlerdir [17].

Antioksidan bilesiklerin Onleyici rol oynadigi oksidasyon prosesinde iki yol
izlenmektedir. Bu yollar temel olarak hidrojen atomu transferi (HAT) ya da tek elektron
trasferi (SET) reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Birincisi, asagida verilen lipid

peroksidasyonda gerceklesen H-atomu transferidir.

LH—> L- (Baslangic) (2.1)
L-+ 0, > LOy (Peroksi radikal olusumu, ~10° M's™") (2.2)
LOy +LH—>LOOH+L-  (Zincir reaksiyon, ~10' M's™) (2.3)

Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asidlerinde alkil radikalinin (L-) olusumuyla
baslayan bir radikal zincir reaksiyonudur (Esitlik 2.1). Alkil radikali (L-), lipid
hidroperoksil radikalini (LOO-) meydana getirmek iizere molekiiler oksijenle (O>)
reaksiyona girer (Esitlik 2.2). Zincir kiric1 antioksidanlarin olmadigi durumlarda olusan
bu peroksil radikalleri, yiikseltgenmemis lipid substratlardan (LH) hidrojen atomu
transfer ederek yeni alkil radikallerinin (L-) olusmasiyla sonug¢landigindan zincir
reaksiyonunu ¢ogaltirlar (Esitlik 2.3). Esitlik 2.3’te olusan lipid hidroperoksitler
(LOOH), gecis metal iyonu katalizli veya Fenton tipi reaksiyonla kararsiz alkoksil
radikalleri ve sonunda ikincil oksidasyon {iriinlerini (malondialdehit gibi) meydana
getirirler. Esitlik 2.3’teki lipid peroksil radikali ile yiikseltgenmemis lipid substrat
arasindaki reaksiyon goreceli yavas (10' M's™") oldugundan fenolik antioksidanlar
(PhOH) peroksil radikalleri ile etkileserek araya girerler ve bu zincir reaksiyonu

durdururlar.
LO,' + PhOH — LOOH + PhO- (Zincir kirma, k4>k3) (2.4)

Esitlik 2.4°lin hiz1, fenolik bilesiklerin bag enerjilerine baglidir. Hidroksil grubunun O-
H bag1 daha zayif oldugundan peroksil radikalleri ile reaksiyon hizli ger¢eklesmektedir
[41]. Sonrasinda olusan semikinon radikalleri (PhO-) daha kararli oldugundan
ylkseltgenmemis lipid substratlar ile yavas etkilesirler. Semikinon radikallerinin

kararlilig1, rezonans kararliligindan ileri gelmektedir (Sekil 2.2) [33].
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Sekil 2.2: Katesinlerde bulunan gallat halkasindaki eslesmemis elektronun rezonans kararliligi

Antioksidan bilesikler ikinci olarak elektron transfer reaksiyonlar ile serbest radikal
sliptiriici olarak rol oynarlar. Bu mekanizmada, ilk olarak deprotonasyon ile fenolik

katyon radikalleri meydana gelir.

PhOH + LO,- — PhOH" + LO, (2.5)
PhOH" + H,0 < PhO- + H;0" (2.6)
LO, + H;0" <> LOOH + H,0 (2.7)

Fenolik antioksidan ve lipid peroksil radikali igeren SET reaksiyonlar1 sonug itibariyle
HAT reaksiyonlar ile ayni {irlinleri verir (LOOH, PhO- gibi). Ancak hizlar1 hidroksil
gruplariin iyonizasyon potansiyeline (IP) bagli oldugundan ¢oziiciiniin tiiriine baglh
reaksiyonlardir. Polifenolik bilesiklerin zincir kirma aktiviteleri hem HAT hem de SET

mekanizmasini igermesine ragmen HAT mekanizma agirliktadir.

Polifenolik bilesiklerin oksidasyonu pH’in fonksiyonu olarak artan pH ile artar. Bu
baglamda baz katalizli oksidasyon da otooksidasyon olarak ifade edilmektedir.
Otooksidasyonda oksijen fenolat anyonlariyla daha hizli reaksiyon vermektedir. Ancak
bu reaksiyon termodinamik a¢idan uygun iken kinetik agidan uygun degildir. Nedeni
ise elektronlarin ayni kuantum sayisinda, yeni orbitallerde olmasi gerekmesi ve bunun
Pauli prensibinden sapmasidir [34]. Bununla birlikte gecis metal iyonlar1 (bakir ve
demir gibi) fenolik oksidasyonu baglatir ve bu prosesi katalizlerler. Bu reaksiyon,
stiperoksit anyon radikalini (O;") veya asidik kosullarda onun protonlanmis formu olan
hidroperoksil radikalini (HO;") olusturur (Esitlik 2.9). Olusan hidroperoksiller daha
sonra hidrojen peroksite indirgenirler (Esitlik 2.11).

PhOH + M"™" — PhO- + M™V" + H" (2.8)

MO+ 0, > M™ + 0, (2.9)



PhO- + O, —> PhO + 05~ (2.10)
02'- + PhOH — PhO- + HzOz (211)

Fenolik bilesiklerin metal katalizli yiikseltgenmesinin sonucunda reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasinin disinda farkl: tiirler de meydana gelmektedir. Bunlar serbest tiyol
iceren bilesiklerle etkilesebilen, yliksek elektrofilik tiirler olan, semikinon radikalleri ve
nihayetinde kinonlardir [35,12]. Bunun disinda katesol ve galloil yiikseltgenmesi, metal
indirgenmesi ile es zamanl gerceklesen reaksiyonlardir (Ornegin; Fe'" > Fez+). Gegis
metallerinin indirgenmis formlarimin, lipid hidroperoksid ile hidrojen peroksidin
sirastyla  lipid alkoksil (LO-) ve hidroksil (-OH) radikallerine bozunmasini
katalizledikleri bilinmektedir. Bu sonuglar in vitro ve in vivo olarak yapilan
calismalarda, gecis metallerinin polifenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri {izerine

rolii oldugunu gostermektedir. Pro-oksidanlarin etki mekanizmalari ise su sekildedir:

Cu”"+F-OH —» Cu" +F=0 + H" (2.12)
Cu*" + 0, > CuO," (2.13)
CuO," +F-OH — Cu" + F=0 + HO, (2.14)
CuO," + Cu’ + 2H" — 2Cu*" + H,0, (2.15)

Hedef bilesen- Cu” kompleks + H,0, — Hedef bilesen- Cu*” +-OH+ OH™ (2.16)
Hedef bilesen- Cu®” --OH — Hasarl bilesen + Cu®" (2.17)

(F-OH: Flavonoid bilesigi, F=0: Yiikseltgenmis flavonoid bilesigi) [17]

Canli hiicreler normal fizyolojik kosullarda, serbest radikal iiriinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan savunma sistemleri

tarafindan korunur. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan

iki kategoride incelenebilir (Tablo 2.2) [36].



Tablo 2.2: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR
e Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) C Vitamini Butillenmis hidroksianizol
(BHA)

Glutatyon peroksidaz (GPx) E Vitamini Butillenmis hidroksitoluen
(BHT)

Glutatyon-S-transferaz (GST) Karotenoidler Tersiyer butilhidrokinon
(TBHQ)

Katalaz (CAT) Polifenolik bilesikler Nordihidroguareyetik asit
(NDGA)

Glutatyon rediiktaz (GR) Alkil gallat tiirevleri

Enzimatik antioksidanlar siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
katalaz (CAT) enzimlerini icerir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbik asid
(C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve
diger antioksidanlar1 igerir. Reaktif oksijen tiirlerini deaktive etmede intraseliiler
antioksidan enzimler ilk savunma sistemi olarak etki gosterirler. ilk reaksiyon
stiperoksit dismutaz enzimi tarafindan siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve
oksijene dismutasyonudur. Bunu takiben hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon

peroksidaz katalizorliigiinde ortamdan uzaklastirilir.

2.2. ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

2.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Siiperoksit anyon radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu
katalizleyen bir metalloenzimdir.

202'_ + 2H+ ﬂ) H202 + 02 (218)

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da isimlendirilir.

2.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir
hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD aracilig1
ile olusan hidrojen peroksit bir radikal olmamasma karsin en reaktif tiir olan HO’

radikalinin Onciistidiir. Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalar.
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2H,0, — 5 2H,0 + 0, (2.19)

2.2.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve makromolekiilli lipid hidroperoksitlerinin
indirgenmesinden sorumludur. GPx, asir1 hidrojen peroksit varliginda glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir) oksidasyonunu katalize ederken,

hidrojen peroksiti de suya doniistiirir.

H,0, + 2GSH —= 5 GSSG + 2H,0 (2.20)

2.2.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

GPx tarafindan H,O, ve diger lipid peroksitlerin indirgenmesi esnasinda glutatyon,
okside glutatyona dontismektedir. Bu okside halin tekrar rediikte glutatyona
doniistiiriilmesi  gereklidir. Cilinkii organizmanin glutatyon deposu smirlidir. GR,

NADPH varliginda glutatyon distilfiirii (GSSG) tekrar rediikte glutatyona g¢evirir.
GSSG + NADPH + H" —%— 2GSH + NADP" (2.21)

2.2.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)
Lipid hidroperoksitlere (ROOH) karst GST’lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gosterirler.

ROOH +2GSH —%~ 5 GSSG + ROH + H,0 (2.22)

2.3. ENZIMATIK OLMAYAN ANTIiOKSIiDANLAR

2.3.1. Sentetik Antioksidanlar

Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin korunmasi ig¢in antioksidan ilavesi
gereklidir. Endiistride, sentetik fenolik antioksidanlardan en ¢ok kullanilanlari BHA,
BHT, TBHQ ve PG’dir (Sekil 2.3). Gida maddelerine oksidasyonu geciktirmek veya

engellemek amaciyla katki maddesi olarak ilave edilirler.
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OH OH
~ =5
Py
OCH,4 OCH, |
4-metoksi-2-tersiyer 4-metoksi-3-tersiyer
butil fenol (2-BHA) butil fenol (3-BHA)
OH oH |
/| |\ ™~
OH
2,6-di-tersiyer-butil- tersiyer-butil
p-hidroksitoluen (BHT) hidrokinon (TBHQ)

COOC 3Hy
x
HO / OH
oH
Propil gallat (PQG) Nordihidroguareyetik asit (NDGA)

Sekil 2.3: Sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilari
2.3.2. Dogal Antioksidanlar

C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve polifenoller meyve ve sebzelerde yararh
bilesenler olarak bulunan, dogal antioksidanlardir. Bu bilesiklerin antioksidan
Ozellikleri sagliga yararl etkilerinden kaynaklanmaktadir. Ancak fazla miktarlarda
bulunmalar1 veya bazi1 kosullar altinda pro-oksidan aktiviteleri sebebiyle toksik etki
gosterebilmektedirler [7]. Fenolik bilesikler genel olarak asagidaki gibi

siiflandirilirlar;

e C ve E vitamini
e Karotenoidler

e Polifenolik Bilesikler [37].

2.3.2.1. C Vitamini
Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini (Sekil 2.4), diger adiyla askorbik
asid, meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan

siiptirebilen giiclii bir antioksidan kaynagidir. Ayrica cesitli besin maddelerinde
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acilasma ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini onler. Dogal kaynaklardan elde

edilebildigi gibi kimyasal olarak da sentezlenebilirler [38].

Sekil 2.4: C- vitamininin molekiil yapis1

Yaygin olarak askorbik asidin tiikketim miktarinin artmasiyla yararli etkisinin de
arttigina inanilir. Normal kosullarda antioksidan 6zelliginden otiirii oksidatif strese
kars1 direng saglar. Ancak askorbik asidin antioksidan ozellikleri iyi bilinmesine
ragmen cevreye ve aktif molekiil i¢eren kosullara bagli olarak pro-oksidan aktivite

gosterebilmektedir (Sekil 2.5).

H,COH H,COH H,COH
HCOH HCOH HCOH
- +
(o) ut (0] -e -H 0,
(o} . 0 == o
T -
Hy= H = +e +H H
HO OH HO O O
pK = 4.2

Fe** Fe**+0, — Fe* +03"
Fe?* + Hy0, — Fe>* + OH + OH’
Sekil 2.5: Askorbik asidin pro-oksidan aktivitesi [7]
In vitro kosullarda, askorbat-demir sistemi ile lipid peroksidasyonu, oksidatif stres
olusturdugunu gosteren iyi bir Grnektir. Bu model sistemde askorbat’m Fe’"ii
indirgemesiyle agiga ¢ikan Fe®", oksijen ve hidrojen peroksid ile etkilesime girer ve
reaktif tiirlerden siiperoksid anyon radikali ile hidroksil radikali meydana getirir [39].

Askorbik asid ve Fe’™iin indirgenme potansiyelleri sirasiyla 0.25 V ve 0.77 V
oldugundan askorbat radikali ve Fe?* iyonu olusumu kolaylikla ger¢eklesmektedir [10].
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2.3.2.2. E Vitaminleri (tokoferoller)

Dogada 7 farkli izomer yapisinda bulunan tokoferoller, baslica bitkisel iiriinlerde
mevcutturlar. Hayvan organizmasi pek az miktarda igerir. Ozellikle bitkisel yaglarda,
yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, siit, yumurtada bulunurlar.
Tokoferollerin kimyasal yapilar1 birbirine benzese de, bunlarin biyolojik etkileri
oldukega farklidir. 3 metil grubu tasiyan a-tokoferol vitamin olarak en etkili olanidir ve
sadece ‘E-vitamini’ dendiginde a-tokoferol anlasilir. B ve y tokoferoller, o izomerinin
yarist kadar, & izomeri ise ancak yiizde biri kadar etkilidir. Tokoferoller, monofenolik
yapidaki dogal antioksidanlardir. Antioksidan etkileri vitamin etkilerinin tersine olarak

o’dan y’ya dogru artar [40].

DR
e

Sekil 2.6: a-tokoferoliin molekiil yapisi

Lipofilik bir antioksidan olan o-tokoferoliin hidrofobik ortamlarda serbest radikal
stipiiricii oldugu bilinmektedir. Ancak izole LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein)
ortaminda hem antioksidan hem de pro-oksidan aktivite gosterebilmektedir. Bu
baglamda insan plazmasinda, in vivo kosullarda bu aktivitelerin nasil dengelendigi tam
olarak bilinmemektedir. Zayif veya gilicli oksidatif kosullar olusturularak
a-tokoferoliin  antioksidan/pro-oksidan aktivitesi incelenmis ve gii¢lii oksidatif
kosullarda antioksidan, zayif oksidatif kosullarda ise pro-oksidan gibi davrandig: tespit

edilmistir.

Giliglii  oksidatif kosullar: Seyreltik plazma ortaminda o-tokoferol, yliksek

konsantrasyonda Cu*" veya AAPH ile baslatilan oksidasyonu antioksidan aktivite

gostererek azaltmaktadir. Bu aktivitesi plazma ortaminda askorbattan bagimsizdir.

Zayif  oksidatif kosullar: Seyreltik plazma ortaminda o-tokoferol, diisiik

konsantrasyonda Cu”” veya AAPH ile baslatilan oksidasyonu pro-oksidan aktivite
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gostererek artirmaktadir. Ancak ortamda fizyolojik oranda askorbat oldugu durumda

antioksidan aktivite gdstermektedir [41].

CH CH
$ CHs s CH,
HsC o , HC o
CieH2z - -H CigHas
HO e’ +H"
CHs; CHs
o-TOC-OH a-TOC-O + LH — > o-TOC-OH + "
T ’ > L'+0, — LOO
v~ O\ LOC +LH — LOOH+L"
AOX-0 AOX-OH |

Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.7: a-tokoferoliin pro-oksidan aktivitesi [7]

Tokoferoller antioksidan olarak bilinmelerine ragmen her kosulda koruyucu etki
gostermezler [42]. Oksidatif stres kosullarinda artan oranlarda a-tokoferol varliginda
lipid peroksidasyonunu baslatabilen o-tokoferol radikalleri olusur. Organizmada
antioksidan orani dengede oldugu durumlarda, diger antioksidan tarafindan a-tokoferol
radikalleri tekrar a-tokoferole indirgenir ve pro-oksidan aktivitesi durdurulur [7].
Ancak artan oksitadif stres kosullar1 altinda, artan miktarda a-tokoferol ile meydana
gelen a-tokoferol radikalleri daha fazla olusacaktir ve organizmadaki diger
antioksidanlar bu radikalleri durdurmaya yeterli gelmeyecektir. E vitamini yaygin
olarak giines kremleri ve cilt kozmetiklerinde bulundugundan kullanimina dikkat
edilmelidir. Asir1 kullaniminda cilt kanserlerine yol a¢tigi yapilan calismalarda

gosterilmistir [43].

2.3.2.3. Karotenoidler

Bir¢ok bitki, alg ve kiiciik organizmalarda bulunan karotenoidler yagda ¢oziinebilen
dogal antioksidanlardir. 600°den fazla karotenoid cesidinin var oldugu bilinmektedir.
Karotenoidlerin ¢ogunun temel yapist poliizoprenoidden olusmaktadir [44]. Yapida
bulunan gifte baglardan dolay1 sari, turuncu veya kirmizi renkte olmalarinin yani sira

antioksidan aktiviteleri bu ¢ifte baglarin sayisina baglhdir.
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Sekil 2.8: B-karotenin yapisi

2.3.2.4. Polifenolik Bilesikler

Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en
genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir.
Besin fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. En ¢ok
fenilpropanoid yolu ile sentez edilen fenolik bilesikler, halkali yapidaki fonksiyonel
hidroksil gruplarinin farkli pozisyonlarda bulunmasina gore karakterize edilirler [47].
Elektrofilik 6zellikteki bu hidroksil gruplar hiicre hasarlarina neden olabilen serbest
radikallerle etkilesirler [46]. Bitki polifenolleri dogal antioksidanlar olarak
bilinmelerine ragmen tek baglarina ya da bakir gibi ge¢is metal iyonu varliginda,
oksidatif DNA bozunmalarini katalizlerler. Bu baglamda bir¢cogu hem antioksidan hem

de pro-oksidan aktiviteye sahiptirler [47,48].

Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baglhidir. Bitki
polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr
antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriici olarak, bazilar1 metal iyonu kelatlama
Ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar [49]. Polifenolik bilesikler,
askorbik asid ve karotenoidlerin serbest radikalleri siiplirerek antioksidan gibi
davrandiklar1 bilinmektedir. Ancak ge¢is metal iyonlarinin varligir gibi bazi1 deneysel
kosullarda, geri doniisiimsiiz DNA hasarina neden olarak pro-oksidan aktivite

gosterirler [4,17,50-52].

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil agirlikl
ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. Fenolik ve furan halkalarindan olusan benzo-y-
furan tlrevleridirler [53]. Bitki fenolikleri olan flavonoidler; flavanoller, flavonlar,

izoflavonlar, flavonoller ve antosiyanidinler alt siniflarimi igeren difenilpropan
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tiirevleridirler [54]. 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan olusan heterosiklik bilesikler,
hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar. Aromatik halkalar A ve B,
hetero halka ise C olarak ifade edilir. Karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden

baslayarak, B halkasindaki karbon atomlar: ise iissli (’) rakamlarla numaralandirilir

(Sekil 2.9).

Sekil 2.9: Flavonoidlerin genel kimyasal yapis1

Dogada bitki, meyve ve sebzelerde mevcut, bircogu yaprak, cigek ve kokte bulunan
4000’den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur [55]. Meyve, sebze, sarap, kakao ve cayda
bol miktarda bulunurlar. Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara
bagli olan bircok fenolik hidroksil gruplari igerirler. Metal kelatlama, lipid
peroksidasyonunu engelleme, reaktif oksijen tiirlerini iceren diger prosesleri azaltma
ozellikleri vardir. Yiyeceklerde genellikle 3-orfo glikozidleri ve polimerleri seklinde
bulunurlar. Glikozid birimi genellikle glukozdur ancak glukoramnoz, galaktoz,
arabinoz ve ramnoz da bulunabilmektedir. Bu bilesikler yapilarina baglanan gruplarin
cesidi, pozisyonu ve sayisina gore farkli radikal siiplirme ve kelatlama aktivitesine
sahiptirler [54]. Bu bilesikler; A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda cesitli
hidroksil, metoksi ve glikozid yan gruplan igerirler. Halkalar arasindaki yapisal
degisiklikler flavonoidleri ¢esitli siniflara ayirmaktadir. Bu siniflardan  biri
antoksantinler digeri antosiyaninlerdir. Antoksantinler kendi arasinda flavonlar,
flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve flavanonlar olmak {izere 5 farkli siifa

ayrilmaktadir.

Flavonoidler smifinin temel maddesi 2-fenil kromon olan flavon’dur (Sekil 2.10) [56].
En 6nemli flavonlar; rutin, apigenin, krisin ve luteolin’dir. Rutin kuersetinin glikozidi
olup kirmiz1 sarap ve domateste mevcuttur. Apigenin; maydonoz ve kereviz sapinda,

krisin; meyve kabugunda, luteolin ise ac1 biberde bulunmaktadir.
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Sekil 2.10: Flavonlarin temel kimyasal yapisi

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3. karbon atomuna bagli bir hidroksil grubu
tasirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan smifidir. En 6nemli
flavonoller kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferol’dur. Kuersetin flavonoidlerin en
onemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda, elmada ve lahanada bol

miktarda bulunur.

Sekil 2.11: Flavonollerin temel kimyasal yapisi

Flavonun dihidroksi tiirevi flavanon’dur. En 6nemlileri naringenin, naringin, hesperidin
ve hesperetin’dir. Naringenin 3-hidroksi flavanon’dur. Greyfurtun karakteristik aciligini
veren bilesik naringeninin glikozidi olan naringin’dir. Turunggillerden eksi portakalda
bulunur ve son derece acidir. Naringinin aglikonu olan naringenin ise aci degildir.
Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda bolca bulunur. Hesperidin, hesperetinin

glikozitidir.

Sekil 2.12: Flavanonlarin temel kimyasal yapist

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik B halkasinin, C halkasinin 3. karbon

atomuna baglanmasiyla olusur. Genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olan
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genistin ve daidzin baglica izoflavonlar olup soya fasulyesi ve soya fistiginda mevcuttur
[57].

HO O

OH

Sekil 2.13: izoflavonlarin temel kimyasal yapisi

Flavonollerin C halkasinda bulunan ¢ifte bagl oksijen atomunun yerine -CH, grubu
geldiginde flavanol olusur. Flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En 6nemlileri katesin
ve epikatesin’dir. Katesin ve epikatesinin gallik asidle kombinasyonlar1 sonucu katesin
ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve siyah ¢ayda,

kirmiz1 ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada bol miktarda bulunurlar [40].

Sekil 2.14: Flavanollerin temel kimyasal yapisi

Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun
baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlart antosiyanidinler’dir. Bitkilerde suda
¢Oziinebilir pigmentlerin en genis siifim olustururlar [61]. En 6nemlileri; apigenidin,
siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir. Renkli meyvelerde 6zellikle kirmizi ve mor renkli

meyvelerde bol miktarda bulunur [40].

Sekil 2.15: Antosiyanidinlerin temel kimyasal yapisi

Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asidler, diger ismiyle fenil propanoidler,
hidroksi sinnamik asidler ve hidroksi benzoik asidler igeren iki gruptan olusur. Fenolik

asidlerin ¢cogunu hidroksi sinnamik asidler olusturur. L-fenil alanin veya L-tirosinden p-
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kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve klorojenik asidler meydana gelir. Yapilarindaki -
CH=CH-COOH gruplarmin varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini arttirmakla
birlikte benzoik asidlere gore radikalleri daha kararli hale getirebilirler. Benzoatlardan

daha etkilidirler.

Hidroksi benzoik asidler yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve
sayilarina gore cesitlenirler. Bunlardan birkagi; gallik asid, vanilik asid, siringik asid,
resorsilik ve protokatesuik asid’dir. Mono hidroksi benzoatlar etkili hidroksil radikal
stiptiriictilerdir ¢linkii hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite
gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile karboksilat grubu arasina metilen grubu
girmesiyle olusan fenil asetik asidlerde orfo ve meta hidroksi tlirevleri 1 mM’a yakin
antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi benzoik asid tiirevlerinin antioksidan
aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina bagli olup, o-p pozisyonlarinda aktivite

yliksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda aktivite diiser.

CH=CH COH

CH=CH COH CH=CH CO;H CH=CH COH
® ® | |
i : g ©\0Me ama’©\am
¥ 2 on ™
p-kumarik asid kaffeik asid ferulik asid sinapik asid
OH OH Ol
oH
gallik asid protokatesuik asid vanilik asid
Oble OH
OMe OH
siringik asid resorsilik asid

Sekil 2.16: Fenolik asidlerin kimyasal yapilar1



Fenolik polimerler, yiliksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Suda ¢6ziinebilir bitki
polifenolleri olan tanenler bu gruba girerler. Bugiin besin tanenleri denilince genellikle
katesin ve epikatesinin polimerleri anlasilmaktadir. Koyu renkli ve tadi buruk

bilesiklerdir. Kirmiz1 sarap, beyaz sarap, elma ve nar suyunda mevcutturlar [59,60].

H

ellagik asid gallik asid

Sekil 2.18: Tanenlerin kimyasal yapisi
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2.4. POLIFENOLIK BIiLESIKLERIN ANTIOKSIDAN AKTiVITELERI

Polifenoller, askorbik asid ve karotenoidler reaktif oksijen, azot ve kloriir tiirlerini
stiptiriicii etkiye sahip olduklarindan in vitro olarak giiclii antioksidan aktiviteye
sahiptirler [61,62]. Fitofenoliklerin yararli etkilerinin biiyiik 6l¢iide antioksidan ve

kelatlama 6zelliklerinden kaynaklandig: diistintilmektedir [17,63].

Flavonoidlerin ve metabolitlerinin antioksidan aktivitesi halkali ¢ekirdeksel
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin yerlesmesine baglidir. Flavonoidlerin yapilarindaki
stibstitlientlerin yerlesimi flavan iskeletinin tek basina gostermis oldugu antioksidan
aktivitesinden daha yiiksek olabilmektedir. Bir¢ok polifenolik antioksidan birbirleriyle
karsilagtirildiginda, hem konfigiirasyonun hem de toplam hidroksil gruplarinin
antioksidan aktivitesini biiyiik oranda etkiledigi goriilmustiir [17,64]. Serbest radikal
stiptirme kapasitesinin hidroksil siibstitiientlerinin yliksek reaktivitesine bagli oldugu

asagidaki reaksiyonda goriilmektedir:
A-OH + R — A-O-+RH (2.23)

Flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken, yapiya
baglanan sekere ve cinsine gore de azalir. Flavonoidlerin yapilarma bagh olarak
antioksidan kapasitelerinin farklilasmasinda kapasite degerlerini belirleyen birkag

husus vardir [65]:

e B halkasindaki o-dihidroksi yapisi1 (radikal formun yiiksek kararliligini
saglayan ve elektron delokalizasyonuna katilan)

e 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ifte bag (C halkasinda 4. karbon atomunda
keto grubu olusturan ve radikalin B halkasindan elektron delokalizasyonunu
arttiran)

e C ve A halkalarindaki 3. ve 5. pozisyondaki hidroksil gruplar1 (maksimum

radikal-siipiirme potansiyeli i¢cin gerekli olan)
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Sekil 2.19: Flavonoidlerin klasik antioksidan kapasitelerini belirlemede 6nemli olan 6zellikleri
gosteren kimyasal yap1

B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu; reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS)
tirlerinin  siipiirilmesinde en oOnemli 6gedir. B halkasindaki hidroksil gruplari;
hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlari

kararli hale getirirler [17].

B halkasindaki 3°,4’-katesol yapisi lipid peroksidasyonunu ¢ok kuvvetli sekilde azaltir.
Bu yerlesim ¢ogu antioksidanin en gdze carpan Ozellikleridir. Ornegin luteolin
kaempferol’den daha giiclii antioksidan kapasitesine sahiptir. Her ikisi de benzer
hidroksil konfiglirasyonuna sahip olmalarmma ragmen kaempferol B halkasindaki
katesol yapisindan yoksundur. Katesinin radikal siipiirme yetenegi cogunlukla bu
katesol yapisina sahip olmasindan kaynaklanir. Katesol veya pirogallol sistemlerinden

yoksun flavonlar kararsiz radikaller olusturur ve zayif siipiiriiciilerdir [64].

Flavonoidler tarafindan serbest radikallerin siipiiriilme yetenegi, en ¢ok serbest 3-OH
grubunun varhigina baglidir. 3-OH ve 3,4’ katesol yapisina sahip olan flavonoidler
radikallere kars1 daha etkilidirler. Ornegin kuersetin, siyanidin ve katesinin antioksidan
kapasiteleri bu ozelliklerinden dolay1 yiiksektir [53]. Sekil 2.19°de, ¢ok giiclii bir
antioksidan olan kuersetinin kimyasal yapis1 iizerinde antioksidan kapasitesini
belirleyen ozellikleri inceledigimizde, bu oOzelliklerden en Onemlisi daha Once
belirtildigi gibi sar1 renkle gosterilen katesol veya orto-dihidroksillenmis B halkasidir.
Diger onemli 6zellikler; C halkasinda kirmizi renkle gosterilmis olan doymamis yapi,
yesil renkle gosterilen 4-okso fonksiyonunun varligidir. Katesol grubu ve diger
fonksiyonlar (mavi renkli) demir ve bakir gibi transisyon metallerini kelatlama yetenegi

saglar [66].
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Kirmiz1 saraptaki fenolik bilesiklerin insanlarda bakir iyonu kaynakli LDL
oksidasyonunu E vitamininden daha iyi korudugu ifade edilmektedir [67]. Kuersetin,
gallik asid ve kafeik asid gibi birgok sentetik ve besinsel polifenoller ise hidrojen
peroksit kaynakli sitotoksisiteye karsi hiicreleri korurlar [68]. Ancak BHA, BHT,
dopamin, ferulik asid, kafeik asid, tannik asid vb. fenolik bilesikler ise bakir iyonlar1
varhiginda DNA hasarina sebep olmaktadirlar [69-71]. Bu baglamda bir sistemde
antioksidan olan madde her sistemde antioksidandir denilemez [72]. Fitofenoliklerin
antioksidan/pro-oksidan aktiviteleri redoks potansiyeli, metal kelatlama kapasitesi, pH

gibi etkenlere baghdir [52,72,73].

Bakair, birgok enzim ve protein ile bagl formlar1 olan, insan organizmasi i¢in esansiyel
bir element olup [74], c¢esitli mekanizmalarla indirgenerek oksidatif hasara neden
oldugu bilinen, fizyolojik 6neme sahip, redoks aktif bir metaldir [75]. Indirgenmis
formu ise Fenton reaksiyonu ile kolaylikla hidroksil radikallerini iiretir [76]. Gegis
metal iyonu kelatlayicilar, oksidasyonu kompleks olusturarak veya koordinasyon
bilesikleri meyadana getirerek Onlerler. Bunlar; transferrin, ferritin ve laktalbumin gibi
proteinlerdir. Ayrica polifosfatlar, etilendiamintetraasetik asid (EDTA), sitrik asid,
fenolik asidler ve flavonoidler bilinen diger metal kelatlayicilardir. Flavonoidlerin
metal iyonlariyla yaptiklar1 komplekslesme ise 3 sekilde gergeklesebilir (Sekil 2.20).
Bunlar; B halkasinda bulunan, o-difenolik grup olan 3’,4’-dihidroksi pozisyonu (a), C
halkasinda bulunan 4-keto, 3-hidroksi (b) veya 4-keto, 5-hidroksi (c) yapilaridir. Bu
baglamda yapidaki hidroksil gruplarin glikozidlenmesi metal kelatlama potansiyelini

azaltmaktadir [77].

T, ':l‘ n-1+
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Sekil 2.20: Metal iyonlariyla flavonoidler arasindaki kompleks olusumu
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2.5. POLIFENOLIK BIiLESIKLERIN PRO-OKSIDAN AKTiVITELERI

Biyoaktif maddelerin yapilarma ve bulunduklar1t deneysel kosullara gore
antioksidan/pro-oksidan davranislarinin anlasilmasi son derece dnemlidir [77]. Bir¢ok
bitki polifenolleri hem antioksidan hem de pro-oksidan aktiviteye sahiptirler. Son
yapilan ¢aligmalarda, flavonoidlerin gecis metal iyonu varliginda pro-oksidan etkiye
sahip oldugu kanitlanmistir [54,79,80]. Ornegin; kuersetin, mirisetin ve kamferol gibi
flavonoidlerin geg¢is metal iyonu varliginda, lipid peroksidasyonu veya DNA hasarina
neden olabildikleri yapilan caligmalarda gosterilmistir. Ayni sekilde askorbik asidin de
gecis metal iyonu varliginda antioksidan 6zelliginden ¢ok pro-oksidan 6zelliginin 6ne
ciktig1 bilinmektedir. Son yapilan caligmalarda ise katesin tiirii polifenollerin, pro-
oksidan aktivitelerinden dolay1 proteinlerde protein karbonili olusumuna neden oldugu
ifade edilmektedir [78]. Flavonoidlerin antioksidan/pro-oksidan dengesi, 6zellikle metal
kelatlayicilar ile hedef biyomolekiillerin (lipidler, proteinler, niikleik asidler vb.) varligi
ve cevreye baglhdir. Polifenolik bilesikler Fe(IIl), Cu(Il) gibi metalleri Fe(II), Cu(I)
tiirlerine indirgeyerek serbest radikal olustururlar ve protein ve DNA oksidatif hasarina

neden olurlar [81].

Flavonoidlerin aktiviteleri ile yapilar1 arasindaki iligski incelendiginde; A halkasinda
(baicalein, kuersetajetin) veya B halkasinda (delfinidin, epigallokatesin gallat,
mirisetin, kuersetajetin) trihidroksil grup icerenler NO varliginda yiiksek aktivite
gostermektedirler. Bu flavonoidlerin NO varligindaki pro-oksidan etkisinin nedeni
semikinon/kinon tlirevleri ile NO arasindaki reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit,
nitroksil radikali ve NOx gibi reaktif azot tiirleri olabilir. Es zamanl olarak plazmid
DNA, katesol veya pirogallol gibi bir polihidroaromatik bilesik ve nitrik oksit (NO)
aciga cikaran bir bilesik ile inkiibasyonunun, sinerjetik etkiyle DNA’da zincir
kirihimlarina yol agtif tespit edilmistir [54]. Ozellikle epigallokatesin gallat, mirisetin
ve kuersetajetin biiyiik oranda zincir kirilmalarina neden olmaktadirlar. Bu bilesiklerle
yapisal benzerlik gosteren siyanidin ve epigallokatesin gibi diger flavonoidlerin

aktiviteleri daha azdir.

Antioksidan aktivitelerinin yani sira antosiyaninler DNA hasarini artirma potansiyeline

sahip olduklarindan pro-oksidan etki gdsterebilmektedirler [82]. Ornegin; flavonoidler
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ve dihidroksisinnamik asitler Cu(Il) ve O, varliginda radikal {iretimini artirdiklarindan
DNA zincir kirilmalarma sebep olurlar. O, varliginda bakir ve demir gibi gegis
metalleri, DNA, lipid ve diger biyolojik molekiillere hasar veren, reaktif oksijen tiirleri
ve organik radikallerin olusumuyla sonucglanan, fenolik bilesiklerin redoks
reaksiyonlarini katalizlerler [50,83,84]. Ksenobiyotik fenolikler ve kinon tiirevleri, pro-
oksidan ozelliklerinden 6tiirii genotoksik ve mutajenik etki gosterdikleri bilinmektedir.

Cu varliginda agagidaki reaksiyonlar sonucu -OH radikali olusmaktadir: [83]

PhOH + Cu(II) - PhO- + Cu(I) + H" (2.24)
PhO- + O, — PhO + O, (2.25)
2PhOH + O, — 2PhO- + H,0, (2.26)
20,"+2H" — H,0,+ 0, (2.27)
Cu(I) + H,0, — Cu(Il) + -OH + OH' (2.28)
J
DNA hasari

Katesol grubu Cu®"yi Cu’e indirgeyerek Fenton reaksiyonunu katalizler ve reaktif
oksijen tiirlerinin olugsumunu artirarak pro-oksidan aktivite gostermis olurlar [76].
Katesollerin Cu(Il) ile baslangi¢ oksidasyonunda, oksijenle siiperoksit anyon radikali
tiretmek (Esitlik 2.25) tizere etkilesime giren semikinon (Esitlik 2.24) olugmaktadir. Bu
reaksiyon stiperoksit anyon radikalinin fenolik bilesigi yiikseltgeyerek semikinon ve
hidrojen peroksit irettiginden (Esitlik 2.26) otokatalitik karakterlidir. Ayrica H,O»,
siiperoksit anyon radikalinin disproporsiyonlanmasiyla da (Esitlik 2.27) meydana
gelebilmektedir. Cu(I) varliginda H,O, hizli bir sekilde Fenton tipi reaksiyonla (Esitlik
2.28) hidroksil radikaline doniismektedir. Fenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri;
indirgeme potansiyeli, metal kelatlama 6zelligi ve O,-indirgeme kapasitesine baglidir.
Fenolik bilesiklerin indirgeme potansiyeli ylikseltgenmis tiirlerin redoks potansiyeli ve
fenoksil radikallerinin yar1 omiirleri ile baglantilidir. Pro-oksidan 6zelligi sinirlayan iki
etken vardir. Bunlar fenoksil radikallerinin [86] halkali yapisinda bulunan ¢ifte baglarin

rezonans delokalizasyonu (kafeik asit gibi) ve terminal karboksil gruplarin
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esterifikasyonudur (CGA gibi). Fitofenoliklerin indirgenmis formlarinin antioksidan
gibi davranmalarina karsin yiikseltgenmis formlar1 olan fenoksil radikalleri, radikal yar1

Omiirlerini uzatan kosullar altinda pro-oksidan aktivite gosterebilmektedirler (Sekil

2.22) [83].

Reduced form
Phenoxyl radicals

Sekil 2.21: Bitkisel fenoliklerin antioksidan ve prooksidan karakterlerinin dengesini gosteren
Yin-Yang sembolii

2.6. PROTEIN OKSIiDASYONU

Proteinlerin oksijen varliginda serbest radikal saldirilarina maruz kalmasi sonucunda
hedef molekiillerde ¢esitli degisiklikler meydana gelir. Bunlar yan zincir oksidasiyonu,
ana zincir parcalanmasi, ¢apraz baglanma, hidrofobiklikte ve yapisinda degisiklik ile
yeni reaktif bilesiklerin (karboniller, hidroperoksitler, 3,4-dihidroksi fenilalanin)
olugsmasidir. Bu prosesler proteinlerin yapisal ve enzimatik aktivitesinde azalmayla
sonuclanir [86]. Ana zincir parcalanmasi, o-karbon pozisyonunda agirlikli olarak
karbon merkezli radikaller ve sonrasinda ise peroksil tiirlerin olugsmasi sonucu meydana
geldigine inanilir. Peroksil radikalleri iki temel yolla par¢alanmaya neden olurlar.
Bunlardan birincisi; HOO- radikalinin ve sonrasinda imin hidrolizinden agiga cikan
amid ve a-diketo tiirlerinin yok edilmesi [87], ikincisi; a-karbon alkoksil radikalinin £
karbondan yarilmasidir [87]. Ana zincir yarilmalar1 ve a~karbon radikalleri, amino asid

yan zincirlerinde £ pozisyonunda alkoksil radikallerinden meydana gelirler [89,90].
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Sekil 2.22: Protein ve peptidlerde C-3 alkoksil radikallerinin olusum mekanizmasi ve onlarin o.-
karbon radikalleri vermek {izere § yarilmalar ile aciga ¢ikan karbonil bilesikleri

Cesitli oksidanlar ve BSA (bovine serum albumin, 2 mg mL')’nin reaksiyonu
sonucunda olusan karbonil iiriinleri hidrazon tiirevlendirme ile tayin edilir. Protein TCA

ile ¢oktiiriiliir ve materyalin UV absorbansinin (365 nm) 0Olgiilmesi esasina dayanir

[91].

Proteinlerin oksidatif hasari, serbest radikal varliginda karbonil bilesiklerinin olusmasi
ile gerceklesir [92]. Proteinlerin serbest radikal hasarlarindan ne derecede etkilenecegi,
proteinin amino asit kompozisyonuna baghdir. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir ihtiva
eden molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi daha yliksek oldugundan triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri i¢eren proteinler

serbest radikallerden kolaylikla etkilenmektedirler [93,94].

“Hem” proteinleri de serbest radikallerin olusturdugu hasarlardan biiylik oOlcilide
etkilenirler. Ozellikle oksihemoglobin, siiperoksit ve hidrojen peroksit ile reaksiyona

girerek methemoglobini olusturur [95].

Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonu, enzim fonksiyonunda kayiplar, membran

iyon ve metabolit transportunda aksamalar gibi ¢esitli fonksiyonlarda bozulmalara
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neden olmaktadir [96]. Serbest radikallerin proteinler {izerinde neden oldugu baslica
degisiklikler sunlardir;

e Aminoasitlerin modifikasyonu,

e Proteinlerin fragmantasyonu,

e Proteinlerin agregasyonu ve ¢apraz baglanmalar.

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile direkt olarak veya oksidatif
gerilimin ikincil tirlinleri ile reaksiyonu sonucu indirekt olarak indiiklenen, proteinlerin
kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir [97]. Reaktif oksijen tiirleri ile
protein ana yapisinin reaksiyonu, amino asit a karbonundaki bir H atomunun fizyolojik
sartlarda H,O,’in demir veya bakir ile olan reaksiyonu sonucu meydana gelen -OH’e
baglanarak ayrilmasi ve H,O olusturmasi ile baslar [98]. Devaminda olusan karbon
merkezli radikal oksijen varliginda hizli bir sekilde peroksil radikaline doniisiir.
Peroksil radikali de kolaylikla siiperoksit radikalinin protonlanmig formu veya bagka bir
molekiilden H atomu alarak alkil peroksite doniisiir. Alkil peroksit ise HO,- ile daha
ileri bir reaksiyonla alkoksil radikaline ve daha sonra da alkoksil radikali yine HO,- ile
hidroksi tlirevine doniislir [98]. Reaksiyonlar karbon merkezli radikale oksijenin
baglanmasina baglidir. Oksijenin varliginda ilerleyen bu ileri reaksiyonlar HO,- disinda
Fe’" araciligi ile de gerceklesebilmektedir. Eger oksijen yoksa karbon merkezli radikal,
karbon-karbon ¢apraz bagh tiirevleri liretmek iizere bir baska karbon merkezli radikal
ile reaksiyona girebilir. Protein karbonil gruplar oksidatif kaynakli hiicresel hasarin en
genel gostergesi olarak kabul gormekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir [98]. Bunun
nedenleri arasinda protein karbonil gruplarinin bir¢cok farkli mekanizma ile ortaya
cikabilmesi, kararli olmasi ve basit, duyarli yontemlerle 6l¢iilebilir olmasi sayilabilir
[99]. Proteinlerin konformasyonel degisimi, agregasyon ve par¢calanmadaki artisin yani
sira sekonder ve tersiyer yapinin bozulmasinda da artisa yol agarak proteinlerin

proteolize yatkinligina ve normal fonksiyonlarinda azalmaya yol agar.

Son yapilan ¢aligmalar sonucunda katesinleri de iceren ¢esitli polifenolik bilesiklerin
pro-oksidan aktivite gostererek proteinlerde protein karbonili olusturdugu ifade
edilmektedir. Her ne kadar polifenolik bilesiklerin kimyasal yapilar ile pro-oksidan
aktiviteleri arasindaki iligki detayli bir sekilde karakterize edilememis olsa da katesin

tirleri karsilastirildiginda; pirogallol tipi katesinlerin katesol tipi katesinlerden daha
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fazla protein karbonili olusturdugu tespit edilmistir. Bunun yani sira galloil grup iceren
katesinlerin galloil grup icermeyen katesinlerden yine daha fazla protein karbonili
olusturdugu sdylenmektedir. Bu sonuglar yesil ¢ay katesinlerinin HSA’de protein
karbonili olusturmasinda en 6nemli yapinin B halkasindaki galloil gruptan sonra

pirogallol grup oldugunu gdstermektedir.

Protein

L

MNHz

Oksidaif
deaminasyon
Protein
CHCI
6/‘3’” O“’“ks"hs}'"’bé H protein karhonil
H R

Eatesol Iminokinon Aminofenol

Sekil 2.23: Otooksidasyon sirasinda, katesol tipi polifenollerin oksidatif deaminasyonunun
mekanizmasi

Her bir katesinin yapisinda ve fonksiyonundaki fakliligin nedeni B halkasindaki
hidroksil grup sayist ve bir galloil grubun varligr ya da yoklugudur. Bu bilesiklerin
serbest radikal siipiiriicii olarak davrandiklar1 bilinmekte ve antioksidan aktiviteleri
genis capta in vitro caligsmalarda gosterilmistir. Buna karsin birgok veri, hastalik
olusumunun engellenmesinde bu bilesiklerin antioksidan gibi davranmalarinin aksine
hedef proteinlerle direkt etkilesmesinden &tiirii pro-oksidan gibi davrandigini

gostermektedir [100].

Baz1 ¢alismalar o-difenolik bilesiklerin nétral veya alkali ¢ozeltilerde zayif stabiliteye
sahip oldugunu gostermektedir. B halkasinda o-difenolik grup igeren katesinlerin
oksidasyonu sonucu kinon yapi olusur ve pro-oksidan aktivite gosterirler. Ornegin;
zayif bazik cozeltilerde katesol ve pirogallol tipi katesinler otooksidasyona ugrar ve
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olustururlar. Bunun yani sira, elektrofilik 6zellikteki
kinon hizlica, indirgenmis glutatyonun siilthidril gruplar1 veya protein sistein kalintilar
ile sisteinil Uriinleri olusturmak {izere etkilesime girer [101]. ROS ve elektrofiller,

proteinlerin fonksiyonlarinin degismesine neden olan oksidatif modifikasyonlara neden
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olabilirler. Protein karbonili genellikle oksidatif stresin bir belirtisi olarak bilinir. Yesil
cay gibi polifenollerce zengin icecekler ile BSA (bovine serum albumin) proteininin

fizyolojik pH ve sicaklikta inkiibasyonu sonucu protein kabonili olusmaktadir [78].

2.7. PRO-OKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMLERI

2.7.1. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Yontemi

TBARS yontemi ilk olarak 1978’de Buege [102] tarafindan bulunmus, Halliwell
[13,103] tarafindan gelistirilmistir.  Genellikle biyolojik  ornekler ve gida
maddelerindeki lipid peroksidasyonu veya oksidatif hasar Ol¢limlerinde siklikla
kullanilan en eski yontem olarak bilinmektedir [4]. YOntem, malondialdehit bilesiginin
tiyobarbitiirik asid (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu, 532 nm’de maksimum
absorpsiyon veren pembe renkli kompleksin absorbansinin dlgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Basit, kolay ve tekrarlanabilir bir yontem olmasina karsin inkiibasyon
stiresinin uzun oldugu TBARS yonteminde, oksidasyon araglari olarak linoleik asid,
deoksiriboz veya LDL kullanilmaktadir. Metal iyonlari, oksidasyonun hem baglangic
basamagi hem de ara reaksiyonlarda dnemli katalitik rol oynamaktadir [104]. Bu gibi
hasarlarin birincil iiriinleri kompleks peroksit karisimlaridir. Bu karigimlar daha sonra
cesitli karbonil bilesikleri iiretir. U¢ karbonlu malondialdehit bilesigi bu karbonillerden
biridir. Bu yontemde en onemli sorun; TBA’nin sekerler, proteinler, amino asidler,
diger aldehitler, niikleik asidler ve bilirubin gibi bilesiklerle etkilesime girerek,
MDA ’nin kolorimetrik ve florimetrik tayininde interferans etkileri gostermesidir [105].
Yontemin bir diger 6nemli dezavantaji ise MDA’ nin sadece en az ii¢ ¢ifte bag iceren

yag asidlerinden olusabilmesidir [77].

A. Patetti ve dig. yaptiklar1 bir calismada kirmuzi renkli sebzelerin sularinin
kaynatilmas1 sonucunda bazilarinda antioksidan aktivitenin diistiigiinii bazilarinda ise
pro-oksidan aktivitenin arttifini TBARS testiyle gostermislerdir. Yiiksek molekiil
agirliklh fraksiyonlar (MA>3500 Da) antioksidan aktivite gosterirken, diisiik molekiil
agirlikli  fraksiyonlarin  (MA<3500 Da) pro-oksidan aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir [5].
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2.7.2. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) yontemi; reaktif oksijen tiirleri ile
oksidasyonu sonucunda floresans miktar1 diisen, yiikseltgenir substrat olan fikoeritrinin
(phycoerythrin, B-PE) kullanimina dayali olup [17,18], yontemde flavonoidlerin
antioksidan ve pro-oksidan davraniglar1 ile yapisal aktiviteleri arasindaki iliski

incelenmektedir.

Serbest radikal etkisini inceleyen ve egri altinda kalan alan teknigini miktar tayininde
kullanan bu yontem, antioksidanlarin serbest radikalleri hem inhibe etme yiizdesini hem
de stiresini tek bir deger olarak ifade edebilen bir yontemdir [110]. Hidrojen atom
transfer (HAT-based) esasli bir yontemdir. Flavonlar, izoflavonlar ve flavononlar gibi
baz1 flavonoidler, peroksil ve hidroksil (‘OH) radikallerine karsi antioksidan gibi
davranirken, Cu®* varliginda pro-oksidan gibi davranmaktadirlar. Antioksidan ve pro-
oksidan aktivitelerinin her ikisi de flavonoidin iskelet yapisindaki OH gruplarinin
sayisina baglhidir. Bir flavonoidin 3’ ve 4’ pozisyonlarinda di-OH grup igermesi peroksil
siiplirme aktivitesi i¢in onemliyken sadece 5-pozisyonunda tek hidroksil igermesiyle
aktivite gostermezler. Flavonoidlerin OH gruplarinin o-metilasyonu hem antioksidan

hem de pro-oksidan aktiviteyi durdurur [32].
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Sekil 2.24: Egri altinda kalan net alan (AUC) teknigi yoluyla ORAC aktivitesinin gosterilmesi

ORAC yonteminde prooksidan olarak peroksil ve hidroksil radikalleri kullanilmast,

yontemi pro-oksidan olmayan yiikseltgenler iceren yontemlerden ayirmaktadir. Peroksil
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radikali kaynagi olarak AAPH, hidroksil radikali kaynagi olarak ise Cu®"-H,O,
kullanilmaktadir. Sonuglar PE’in azalan egrisinin altinda kalan, referansin ve ornegin
alanlarimin farklar1 kullanilarak hesaplanmakta (Esitlik 2.24) ve umol 6rnege karsilik
umol troloks esdegeri seklinde ifade edilmektedir. Bir flavonoidin pro-oksidan
aktivitesi agsagidaki esitlik ile hesaplanir pro-oksidan iinite seklinde ifade edilir. ORAC
yonteminde, PE’in azalan egrisinin altinda kalan alan1 %1 azaltan pro-oksidan aktivite

1 {initeye esittir [32].

(Alan - Alan,

oma) 1,100 (2.24)

Referans

Alan

Referans

Yontemde oksidasyon igin bir protein substrat (PE) kullanilmasi da substrat olarak
luminol [114] veya krosin [108] kullanilan yontemlerden ayiran onemli bir farktir.
Ancak gecikme zamani (lag phase) olusturmayan bilesiklerin (glutatyon) antioksidan

aktivitelerinin dlgiilememesi 6nemli bir eksikliktir [17].

2.7.3. Etidiyum Bromiir (EB) Yontemi

Genellikle DNA hasari dlgiimiinde kullanilan etidiyum bromiir (EB) yontemi, floresan
Ozellikte bir indikatoriin kullanilmas1 ve oksidasyon sonucunda meydana gelen

floresans miktarindaki azalmaya dayalidir [21].

Fenolik asitler (kafeik asit, klorojenik asit, sinapik asit, ferulik asit, 3-hidroksisinamik
asit ve 4-hidroksisinamik asit) [21], resveratrol ve onun sentetik analoglarinin (3,4,4'-
trihidroksi-trans-stilben (3,4,4’-THS), 3,4,5-trihidroksi-trans-stilben (3,4,5-THS), 3,4-
dihidroksi-trans-stilben (3,4-DHS), 4,4'-dihidroksi-trans-stilben (4,4'- DHS), 2,4-
dihidroksi-trans-stilben (2,4-DHS), 3,5-dihidroksi-trans-stilben (3,5-DHS) ve 3,5.,4'-
trimetoksi-trans-stilben (3,5,4-TMS)) [105] pro-oksidan aktivitelerinin tayini igin Cu*"
iyonu varliginda DNA’ya verdikleri hasar miktar1 lizerine ¢alisilmistir. Kafeik asit ve
klorojenik asit gibi o-dihidroksil grup veya sinapik asit ve ferulik asit gibi 4-hidroksi-3-
metoksil grup ihtiva eden bilesikler DNA hasarinda daha yiiksek aktivite
gostermiglerdir. CuSO4, PBS, DNA ve 0Ornek igeren karisimlarin inkiibasyona
birakilmalarinin ardindan EB ilavesiyle spektroflorimetrik olarak 510 nm’de uyarilma
ve 590 nm’de emisyonlar1 6l¢iilmiistiir. Kontrol olarak fenolik asitler disinda DNA ve

diger tiim reaktifleri igceren ¢ozelti %100 floresans, DNA disindaki kontrol ise sifir
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floresans olarak kullanilmistir. Floresans miktarinin azalmasi DNA hasar1 olarak

Olgiilmiistiir.

2.7.4. Batokuproin Disiilfonat (BCS) Yontemi

DNA hasar1 [15] veya diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu [107]
tayinlerinde kullanilabilen yontem, spesifik olarak bakir(I) ve demir(II) gibi ge¢is metal
iyonlariin indirgenmis formlarina cevap veren, sirasiyla batokuproin disiilfonat (BCS)
ve Dbatofenantrolin  disiilfonat (BPS) indikatérlerinin  kullanilmasi  esasina
dayanmaktadir. Bu indikatér molekiiller yiikseltgenmis formda bakir (Cu*") ve demir
(Fe’™) iyonlar ile siddetlerenklenmis yiik-transfer kompleksleri vermediginden Cu'-
BCS ve Fe’"-BPS komplekslerinin sirastyla 480 ve 535 nm’de maksimum absorbans

vermeleri ile kantitatif tayinleri yapilabilmektedir [107].

DNA molekiillerine verilen hasar miktari, tris-HCI tamponlu ortamda Cu®*, hidroliz
olabilen tanen bilesikleri ve BCS igeren ¢ozeltinin, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmasinin ardindan 480 nm’de renklenen Cu'-BCS kompleksinin absorbansinin
Olciilmesi suretiyle tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére tanen konsantrasyonu
arttikca Cu(I) olusumunun arttif1 dolayisiyla pro-oksidan aktivitesinin arttig

sOylenebilmektedir [15].

2.7.5. Krosin (CBA) Yontemi

Plazma antioksidanlarinin antioksidan kapasitelerini 6l¢gmek i¢in ilk olarak Bors ve
arkadaslarn1 tarafindan [19] Onerilen, Tubaro ve dig. [108] tarafindan gelistirilen
yontemde kinetik parametreler kullanilmigtir. Bu yontem; AAPH (2,2'-azo-bis-(2-
aminopropan)dihidrokloriir) tarafindan meydana gelen peroksil radikalleri sayesinde

krosinin yiikseltgenmesi (renginin giderilmesi) esasina dayanmaktadir.

Krosinin peroksil radikalleri tarafindan oksidasyon yani renk giderim hizi, ortamda
antioksidan bilesiklerin bulunmadigi haldeki hiz1 (V) ve bulundugu haldeki hiz1 (V),
10 dakikalik siire i¢inde 6lgiiliip kaydedilir. [A ( antioksidan konsantrasyonu)/C (krosin
konsantrasyonu)] ile V/V arasinda ¢izilen grafigin egimi, teorik olarak k, ( antioksidan
ve peroksil radikalleri arasindaki reaksiyon hiz sabiti) ile k. ( krosin ile peroksil

radikalleri arasindaki reaksiyon hiz sabiti) arasindaki orani (ka/k¢) verir, yani peroksil
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radikalleri ile etkilesen bilesigin rolatif kapasitesini belirtir. Incelenen antioksidanin
ka/k. degeri troloksun k,/k. degerine boliiniip sonuglar troloks esdegeri cinsinden ifade

edilmektedir [109].

Tubaro ve dig., bu kinetik yaklagim sayesinde antioksidan koruma etkinliginin kesin
olarak degerlendirilebilecegine inanmaktadirlar. Ancak bu yontem bir antioksidanin
diger bir antioksidana kars1 yarisma yetenegini 6lgmektedir. Ayrica kullanilan krosinin
konsantrasyonu sabittir, fakat analizlenecek olan bilesigin farkli konsantrasyonlarinin
kullanilmasi i¢in farkli krosin konsantrasyonlar1 gerekmektedir. Bu yontemin diger bir
eksikligi, askorbik asid i¢in bulunan troloks cinsinden antioksidan kapasitesinin 7.7
olmas1 ve bu sonucun diger yontemlerle bulunanlardan ¢ok daha yiiksek olmasidir
[110]. Bu yontemle hem hidrofilik hem de lipofilik ortamda calisilabilmektedir. Ayrica
bilesik veya karigimlarin antioksidan/pro-oksidan aktivitelerinin tayin edilebilmesi bir

diger onemli avantajidir [111, 112].

Isabel Lopez-Galilea ve arkadaslart kahvenin igerdigi bilesiklerin pro-oksidan
kapasitesini, Ornek ilavesini takiben 5 dakika sonrasinda 443 nm’de absorbansta

meydana gelen diislis kullanimi ile hesaplamiglardir [113].

2.7.6. Luminol Yontemi

Ik olarak Metsi-Keteld ve dig. [114] tarafindan 1991°de gelistirilen ve yayimnlanan
kemiluminesans bazli TRAP yontemi, daha sonra Alho ve Leinonen tarafindan detayli
sekilde tanimlanmistir [20]. AAPH bilesiginden meydana gelen peroksil radikallerinin
yiikseltgenebilir substrati (luminol) oksidasyonu sonucu 151k yayan luminol radikalleri
olugmaktadir. Olusan 11k luminolmetre denilen cihazlarla dlgiilmektedir. Antioksidan
Ozelligi olan bir madde, kemiluminesans i1simasinin olugsumunu belli bir zaman
(gecikme zamani) i¢in engeller. Gecikme zamani, bir ornekteki toplam antioksidan

potansiyeli ile dogrudan orantilidir.

Elde edilen sonuclar troloks esdegeri cinsinden hesaplanmaktadir. Isigin luminol
radikalleri tarafindan yayilmasi i¢in ortamdaki biitlin antioksidanlarin tiiketilmesi

gerekmektedir. Bu nedenle bu yontem antioksidan girisimine karsi duyarlidir. Bu
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yontemin en 6nemli dezavantaji, incelenen antioksidanlarin yalnizca AAPH’dan olusan

radikalleri degil luminol radikallerini de indirgemesidir.

Dihidroksibenzen tiirevleri siiperoksit siipiirerek antioksidan aktivite gosterirken,
trihidroksibenzen tiirevleri (pirogallol, 1,2,4-trihidroksibenzen, 1,3,5-trihidroksibenzen)
siiperoksit TUreterek pro-oksidan aktivite gostermektedir. Bu baglamda fenolik
bilesiklerin hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu, bunlarin antioksidan/pro-oksidan

nitelikleri ve aktivitelerinin tayini bakimindan en 6nemli 6zelliktir [85].

2.7.77. AAPH Esash Yontem

a-Tokoferol serbest radikal siipiiriicii olarak bilinen lipofilik bir antioksidandir.
Bununla birlikte diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) yaninda hem antioksidan hem de
pro-oksidan aktivite gdOsterebilmektedir. Zayif veya giiclii oksidatif kosullar
olusturularak o-tokoferoliin antioksidan/pro-oksidan aktivitesi incelenmis ve giiclii
oksidatif kosullarda antioksidan, zayif oksidatif kosullarda ise pro-oksidan gibi
davrandig1 tespit edilmistir. Yontemde, AAPH radikal iireticisi olarak kullanilirken,
metal iyonu varliginda a-tokoferoliin LDL oksidasyonunu azaltmasi veya artirmasina

bakilmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore seyreltik plazma ortaminda o-tokoferol, yiiksek
konsantrasyonda Cu?" veya AAPH ile baslatilan oksidasyonu antioksidan aktivite
gostererek azaltirken, yine seyreltik plazma ortaminda, diisiik konsantrasyonda Cu®*
veya AAPH ile baslatilan oksidasyonu pro-oksidan aktivite gostererek artirdigi tespit
edilmistir. Oksidasyon 360/430 nm’de floresans artis1 ile karakterize edilmistir [41].

2.7.8. HPLC Yontemi

HPLC yontemi 1992°de Osawa ve Shibamoto [115] tarafindan modifiye edilmis ve
primer antioksidanlarin aktivitelerinin tayini i¢in kullanilmistir. Yontemin orjinalinde;
antioksidan ve metal katalizli pro-oksidan aktivite tayini i¢in oksidasyon FeCl,/H,0; ile
baslatilirken gelistirilen yontemde Cu’" ile baslatilp bir linoleik asit emiilsiyon
sisteminde tliretilen malonaldehit miktar1 6l¢iilmektedir. Kullanilan bilesikler icerisinde
sentetik antioksidanlar hari¢ ¢cogu fenolik bilesik diisiik konsantrasyonda pro-oksidan

aktivite gostermistir. Askorbik asit sekonder antioksidan gibi davranip antioksidan
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aktivite gostermedigi gibi pro-oksidan aktivite gostermistir. Yapisal benzerlik gdsteren
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri de benzerlik gdstermistir. Bu yonteme gore
antioksidan aktivite; hidroksil gruplarinin sayisinin artmasiyla artmis, glikozillenmeyle
azalmistir. Sonug olarak flavonoidler fenolik asitlerden yiiksek, flavanoller flavonoller
ve antosiyanidinlerden daha diisiik aktivite gostermislerdir. Bunun sebebi flavanollerde
C halkasinin 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki c¢ifte bagin bulunmamasi dolayisiyla
ortaklanmamis elektronun delokolizasyonunun daha az stabiliteye sahip olmasidir.
Flavonoller ve antosiyanidinler ise 3’,4'-o-dihidroksi gruplara sahip olduklarinda

benzer aktivite gostermislerdir.

Fukumoto ve Mazza’nin yapmis olduklar1 calismada fizyolojik pH’da linoleik asid
emiilsiyon sisteminin bakir(Il) ile inkiibasyonu sonunda BHT, HCI ve iire ilavesiyle
100°C’de 1 saat 1sitililmis ve ardindan sogutularak HPLC cihazina enjekte edilmistir.
Sonuglarin  degerlendirilmesinde % malonaldehit 100°den biiyiikse pro-oksidan,
kiiciikse antioksidan aktivite gosterdigi kabul edilmistir. Yontemin avantaji, fizyolojik
pH’da ve diisiik hacimlerde calismasi iken dezavantaj1 olarak inkiibasyon siiresinin ¢ok

uzun olmasi (16 saat) sdylenebilir [116].

2.7.9. Pirogallol Yontemi

Baz1 polifenolik bilesiklerin fonksiyonel gruplarinin ve bu gruplarin yerlerinin
degisiminin antioksidan 6zelliklerine olan etkileri pirogallol UV-Vis spektrofotometrik
yontemle Olciilmiistiir. Yontemde siiperoksit anyonu (O;) iiretilmektedir. Antioksidan
ve pro-oksidan aktivite flavonlarin ortamdaki konsantrasyonlarina baglidir. Sonuglar C
halkasinin 3. karbon atomunun hidroksilasyonunun metoksilasyonuna gore antioksidan
aktiviteyi artirdigim1 gostermektedir. Benzer sonuglar B halkasinin 2” ve 4" karbon
atomlarinin hidroksillenmesinde de goriilmiistiir. Buna karsin A halkasinin 7. karbon
atomunun hidroksilasyon veya metoksilasyonu radikal siipiirme aktivitesine olumsuz

etkileri oldugu sdylenebilmektedir.

Yontemde, tris tamponlu ortamda antioksidan bilesik ve pirogalloliin, 25°C’de
inkiibasyonu sonucunda referans ve antioksidanli 6rneklerde meydana gelen absorbans
degisimi 420 nm’de Olgiilerek % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Her bir %
inhibisyon, SOD kalibrasyon dogrusu kullanilarak mmol L' SOD esdegerine
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cevrilmistir. Pozitif sonuglar antioksidan aktivite, negatif sonuglar ise pro-oksidan
aktivite olarak ifade edilmistir. Her bilesigin antioksidan aktivitesi SOD’nin pirogallole
olan etkisi ile karsilagtirilmistir. Kolay ve tekrarlanabilir bir yontem olmasina karsin

pirogallol yontemi fizyolojik pH’da ¢alismamakta, alkali ortamda ¢aligmaktadir [16].

2.7.10. Karbonil Tayini Yontemi

Proteine bagli karbonil bilesiklerinin tayini, proteinin oksidatif hasarinin bir 6l¢iisi
olarak kullanilmaktadir [91]. Bu yoOntem, protein oksidasyonu sonucunda protein
yapisinda bulunan karbonil gruplarinin = 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile
olusturduklar1 dinitrofenilhidrazonlarin (DNP) absorbans degerlerinin 370 nm dalga
boyunda Olglilmesi esasina dayanir [14,142]. Kararli DNP bilesiginin UV 15181
absorplamasindan faydalanilarak bir proteinin veya protein karigiminin (plazma, doku
homojenizati, seliiler ekstrakt veya izole saf protein) toplam karbonil igerigi
spektrofotometrik yontemle tayin edilebilmektedir. Bu spektrofotometrik yontem,
HPLC ile birlestirilerek hassasiyeti arttirilabilir [14]. Hassas ve ucuz bir yontem
olmakla birlikte 370 nm’de absorpsiyon yapan kromofor gruplari ihtiva eden
proteinlerin (hemoglobin, miyoglobin, retinoidler vb.) karbonil tayininde giivenilir
degildir. Ayrica proteinlerin oksidatif hasarinin kapsami hakkinda ayrintili bilgi

saglamamaktadir [143].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Bu ¢alismada; kimyasal maddelerin ve ger¢ek 6rneklerin tartimi icin RADWAG marka
Was 220X model analitik terazi, Bandelin Sonorex model ultrasonik banyo, hazirlanan
cozeltilerin kanistirilmasinda Velp Scientifica girdap karistirici, ¢ozeltilerin pH’sinin
belirlenmesinde HI 221 Calibration Check Microprocessor pH-metre, inkiibasyon
islemi i¢in IKA HB4 basic su banyosu, ¢oktiirme islemi i¢in Electromag M 4812 P
model santrifiij, absorbans Ol¢limlerinde Perkin Elmer Lambda 35 UV-goriiniir alan
spektrofotometresi ve Varian SpectrAA 220 model atomik absorpsiyon spektrometresi
ve Ol¢iim yapmak icin 1 ¢ift 1 ecm’lik Hellma (Miillheim, Almanya) kuartz kiivet

kullanilmustir.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler: neokuproin (Nc¢) (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), (-
)epigallokatesin gallat (EGCG), (-)epikatesin (EC), kuersetin (QR), gallik asid (GA),
mutlak etil alkol (EtOH), hidroklorik asid (HCI), metanol (MeOH), sodyum dodesil
stilfat (SDS) ve iire: Sigma (Steinheim, Almanya); naringin (NG), p-kumarik asid (p-
COU), kafeik asid (CFA), troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asid) (TR), E vitamini (a-TOC) ve askorbik asid (AA): Aldrich (Steinheim, Almanya);
bakir(IT) kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0), amonyum asetat (NH4Ac), sodyum dihidrojen
fosfat dihidrat (NaH,PO42H,O) ve tris (tris(hidroksmetil)aminometan): Merck
(Darmstadt, Almanya); rosmarinik asid (ROS), (+)katesin (CT): Fluka (Buchs, Isvicre);
disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO42H,0), bakir(Il) siilfat (CuSQO4) ve
trikloroasetik asif (TCA): Riedel-de Haén (Steinheim, Almanya). dinitrofenilhidrazin
(DNPH) (2,4-dinitrophenylhydrazine) kullanilmistir. Kullanilan kimyasallar analitik
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safliktadir. Adacay1 (Salvia officinalis), yesil ¢ay (Camellia sinensis), mercankosk

(Origanum majorana) ve nane (Mentha) Malatya Pazar1 A.S.’den temin edilmistir.

3.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Bakir(I) kloriir ¢ozeltisi, 1.0x10® M olacak sekilde bakir(II) kloriir dihidrat’tan
(CuCl,.2H,0) 0.4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
Amonyum asetat (NH4Ac) tamponu, 1 M (pH=7.0) olacak sekilde NH4Ac’dan 19.27 g
tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin) (Nc¢) ¢ozeltisi, 7.5x107 M olacak sekilde 0.078 g tartim alinip mutlak etil
alkolle ¢oziiliip 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Bakir(Il) siilfat ¢ozeltisi, 10° M
olacak sekilde bakir(Il) siilfat’tan 0.0125 g tartim alinip su ile 50 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. Standart antioksidan bilesiklerin 10° M’hk ¢ozeltileri mutlak EtOH
icerisinde hazirlandi. Askorbik asidin 10° M’hik ¢ozeltisi destile suda hazirlandi.
Sodyum dihidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfatin destile suda ¢6zelmiis 0.2
M’lik  ¢ozeltileri ile pH=7 fosfat tamponu (NaH;PO4/Na,HPO,s) hazirlandi.
Trikloroasetik asid ¢o6zeltisi, % 10’luk olacak sekilde 10 g tartim alinip destile suda
¢oziiliip 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Dinitrofenilhidrazinin 102 M’lik ¢ozeltisi
0.1981 g tarttim alimip 2N HCIl’de 1sitilarak hazirlandi. Protein ¢oziicii (pH=6.8)
¢oOzeltisi, 50 mM olacak sekilde 1.5142 g tris, 8 M olacak sekilde 120.12 g iire ve %
2’lik olacak sekilde 5 g SDS tartimlar1 alinip 250 mL destile suda ¢oziilerek hazirland
ve 2N HCI c¢ozeltisi ile pH ayart yapildi. Yumurta aki ¢ozeltisi, bir yumurtanin aki
tartilarak destile su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Bitki ekstreleri, bitki
orneklerinden 2 g tartim alinarak, MeOH/H,0 (4:1, v/v) ¢oziicli ortaminda 10 dakika
ultrasonik banyoda bekletilerek hazirland1 ve adi siizge¢ kagidinda siiziildii. Analiz
oncesinde 0.45 pm-gozenek capli seliiloz asetat filtreden (FJ25AC4550/010402)

gegirilerek ilgili analizlerde kullanildi.
3.4. UYGULANAN YONTEMLER

3.4.1. Modifiye CUPRAC Yontemi

Calisma grubumuz tarafindan kromojenik oksidan olan Cu(Il)-neokuproin reaktifi
kullanilarak, plazma antioksidanlari, flavonoidler, gida polifenolleri, C vitamini ve E

vitamini i¢in basit, genis alanda uygulanabilen bir antioksidan kapasite tayin yontemi
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gelistirilmistir. Bu reaktif, kararli, ucuz, kolay ulasilabilen, hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlara cevap verebilen bir reaktiftir. Toplam antioksidan kapasite tayininde
kullanilan bu yontem diinya literatiirine CUPRAC (bakir(Il) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite) adiyla kazandirilmistir [118]. Bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin ~ (Neokuproin-N¢)’in ~ Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(II)-Nc) antioksidan bilesikler varliginda 450 nm’de maksimum
absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden
yararlanilarak (Esitlik 3.1) ¢esitli 6rneklere basariyla uygulanmis ve modifiye edilerek
bir¢ok antioksidan kapasite tayin yontemi gelistirilmistir [119-137].

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc),” + Ar(=0), + 2n H" (3.1)

Bir deney tiipii igerisine 0.2 M fosfat tamponu (NaH,POs,~Na,HPO,) ¢ozeltisi,] mm
Cu(Il) ¢dzeltisi, yumurta aki ¢ozeltisinden sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine 1 mL 1
mM standart antioksidan ¢ozeltisi ilave edildi ve toplam hacmi 5 mL’ye destile suyla
tamamlandi. Her deney tlipi 5’er dakika vorteks cihazinda karistirildi ve oda
kosullarinda agzi kapali olarak 30 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda her tiipe
I’er mL %10’luk TCA ¢ozeltisi eklenerek protein ¢oktiiriildii. Santrifiij tiipiine alinan
cozeltiler 10 dakika siiresince 4000 rpm hizla santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda sulu
fazlar atilarak protein ¢okeltileri destile su ile 3’er kere yikandi. Protein ¢okeltileri
tizerine neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan 1’er mL ilave edildi ve
toplam hacim destile suyla 4.1 mL’ye tamamlanarak iyice karstirildi. Adi siizgeg
kagidindan siiziilen ¢ozeltilerde olusan Cu(I)-Nc kelatinin renginin karakteristik

dalgaboyu olan 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

1 mL pH 7.4 Fosfat Tamponu + 1 mL Cu”*" + 1 mL AOx + 1 mL protein + 1 mL H,O

et | mL TCA —*42l 5 | mL Nc + 1 mL NH,Ac + 2.1 mL H,0

Vioplam = 4.1 mL

(3.2)

Modifiye CUPRAC yontemiyle Ol¢iilen absorbans degerleri ile konsantrasyon arasinda
cizilen kalibrasyon egrilerinin dogru denklemleri, regresyon katsayilari, lineer ¢alisma
araliklar1 ve TPA (toplam pro-oksidan aktivite) degerleri hesaplandi (Esitlik 3.3).

QREPA katsayilari, her bir bilesigin molar absorblama katsayilarinin (g) ayn1 deneysel
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sartlarda referans bilesik olan kuersetinin & degerine oranlanarak hesaplandi (Esitlik
3.4).

Absorbans N Toplam hacim

TPA degeri = x 10° 3.3
g

Eor Alinan hacim

QREPA katsayis1 = ZA& (QR: kuersetin) (3.4)
QR

3.4.2. AAS Yontemi

Tayin edilecek metalin atom halinde, buhar fazinda absorpsiyonundan faydalanilarak
yapilan bir analiz tiirii olan atomik absorpsiyon spektrometrisi kullanilarak c¢esitli

orneklerde bakir tayini yapilmistir [74,138-141].

Bir deney tiipii igerisine 0.2 M fosfat tamponu (NaH,PO4,—Na,HPO,) ¢ozeltisi,] mm
Cu(Il) ¢dzeltisi, yumurta aki ¢dzeltisinden sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine 1 mL 1
mM standart antioksidan ¢ozeltisi ilave edildi ve toplam hacmi 5 mL’ye destile suyla
tamamlandi. Her deney tiipii 5’er dakika vorteks cihazinda karistirildi ve oda
kosullarinda agzi kapali olarak 30 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda her tiipe
I’er mL %10’luk TCA ¢ozeltisi eklenerek protein ¢oktiiriildii. Santrifiij tiipiine alinan
¢ozeltiler 10 dakika stiresince 4000 rpm hizla santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda sulu
fazlar atilarak protein ¢okeltileri destile su ile 3’er kere yikandi. Protein c¢okeltileri
tizerine 1’er mL pH 6.8 protein ¢oziicli ¢ozeltisi ilave edildi ve toplam hacim destile
suyla 4.1 mL’ye tamamlanarak iyice karistirildi. Adi silizge¢ kagidindan siiziilen

¢ozeltilerde bulunan bakir miktar1 atomik absorpsiyon spektrometre cihazinda 6l¢iildii.

1 mL pH 7.4 Fosfat Tamponu + 1 mL Cu®" + 1 mL AOx + 1 mL protein + 1 mL H,O

Sddkvorels __y | [, TCA —2&=i 5 | m[ pH 6.8 protein ¢dziicii + 3.1 mL H,O

25 dak inkiibasyon
Vioplam = 4.1 mL
(3.5)

AAS yontemiyle Olgiilen degerleri ile konsantrasyon arasinda ¢izilen kalibrasyon

egrilerinin dogru denklemleri, regresyon katsayilari, lineer calisma araliklar1 ve TPA

(toplam pro-oksidan aktivite) degerleri hesaplandi (Esitlik 3.3). QREPA katsayilari,
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her bir bilesigin molar absorblama katsayilarinin (¢) ayn1 deneysel sartlarda referans

bilesik olan kuersetinin € degerine oranlanarak hesapland: (Esitlik 3.4).

3.4.3. Karbonil Tayini Yontemi

Bu yontem, protein oksidasyonu sonucunda protein yapisinda bulunan karbonil
gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklari dinitrofenilhidrazonlarin
(DNP) absorbans degerlerinin 370 nm dalga boyunda Olclilmesi esasina dayanir

[14,142].

Bir deney tiipii igerisine 0.2 M fosfat tamponu (NaH,POs,~Na,HPQO,) ¢ozeltisi,] mM
Cu(Il) ¢dzeltisi, yumurta aki ¢ozeltisinden sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine 1 mL 1
mM standart antioksidan ¢ozeltisi ilave edildi ve toplam hacmi 6 mL’ye destile suyla
tamamlandiktan sonra iyice calkalandi. Tiipler agz1 kapali olarak 30 dakika boyunca
37°C’lik su banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda 1’er mL. DNPH ¢ozeltisi ilave
edilerek oda kosullarinda 30 dakika daha bekletildi. Toplam 1 saat inkiibasyon
stiresinin ardindan her tiipe 1’er mL %10’luk TCA ¢ozeltisi ilave edildi ve iyice
karigtirildi. Santriflij tiiplerine alinan ¢ozeltiler 10 dakika siire ile 4000 rpm hizla
santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda sulu fazlar atilarak protein ¢okeltileri destile su ile
3’er kere yikandi. Protein ¢okeltileri iizerine 1’er mL pH 6.8 protein ¢oziicii ¢ozeltisi
ilave edildi ve toplam hacim destile suyla 4.1 mL’ye tamamlanarak iyice ¢alkalandi.

Adi slizgec kagidindan siiziilen ¢ozeltilerin 370 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii.

1 mL pH 7.4 Fosfat Tamponu + 1 mL Cu®*" + 1 mL AOx + 1 mL protein +2 mL H,0

37°C N oda sicakhgr 10 dak santrifiij
30 dak inkiibasyon ” 1 mL DNPH 30 dak inkiibagsyon ,1 mL TCA -
1 mL pH 6.8 Protein ¢oziicii + 3.1 mL H,O Vioplam = 4.1 mL (3.6)

Karbonil Tayini yontemiyle Olgiilen absorbans degerleri ile konsantrasyon arasinda
cizilen kalibrasyon egrilerinin dogru denklemleri, regresyon katsayilari, lineer ¢alisma
araliklar1 ve TPA (toplam pro-oksidan aktivite) degerleri hesaplandi (Esitlik 3.3).

QREPA katsayilari, her bir bilesigin molar absorblama katsayilarinin (g) ayn1 deneysel
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sartlarda referans bilesik olan kuersetinin & degerine oranlanarak hesaplandi (Esitlik

3.4).

3.4.4. Sentetik Karisimlarin Pro-oksidan Aktivitelerinin Tayini

Polifenolik bilesiklerin %100 etanolde hazirlanmis ¢ozeltilerinden 1’er mL alinarak
farkli kombinasyonlarda ikili karisimlar1 hazirlandi. Bu sentetik karigimlarin beklenen
ve deneysel Olglilen pro-oksidan aktiviteleri modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil
Tayini yontemleri uygulanarak mM kuersetin esdegeri cinsinden Esitlik 3.7 ve 3.3’e

gore hesaplandi.

(Ao, T Aoy,) . Toplam hacim

Beklenen Aktivite = x 10° 3.7

& Alinan hacim

QR

Beklenen aktivite esitliginde kullanilan absorbans degeri, karisimi olusturan
antioksidan bilesiklerin tek baglarma bu yontemlerin uygulanmasi sonucunda sahip

olduklar1 absorbans degerlerinin toplamidir.

3.4.5. Bitki Orneklerine Rozmarinik Asid (ROS) ve Kafeik Asid (CFA) Standart
Katkis1 Yapilmasi

Boliim 3.3’te belirtilen sekilde hazirlanan adacayi, yesil ¢ay, mercankdsk ve nane
ekstrelerinin 1 mL’si {izerine 1 mL 1 mM rozmarinik asid veya 1 mL 1 mM kafeik asid
cozeltileri ilave edilerek Modifiye CUPRAC yontemi uygulandi. Katkili 6rneklerin
beklenen ve deneysel olarak olgiilen pro-oksidan aktiviteleri mol QR g cinsinden

sirastyla Esitlik 3.8 ve Esitlik 3.9°a gore hesaplanmugtir.

(Ajox, T Anox,) « Toplam hacim X Ekstre hacmi

Beklenen Aktivite = (3.8)

& Alinan hacim g bitki

QR

Absorbans X Toplam hacim _ Ekstre hacmi

Deneysel Olgiilen Aktivite = (3.9)
g

oR Alinan hacim g bitki
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4. BULGULAR

4.1. OPTIMUM DENEY KOSULLARININ BELIRLENMESI

4.1.1. Sicakhik Calismasi

Kuersetin bilesiginin 10° M, 10* M ve 10° M konsantrasyonlarinda Modifiye
CUPRAC yontemine gore 25°C, 37°C ve 50°C sicakliklarda elde edilen sonuglart Sekil
4.1°de goriilmektedir. Bu degerlere gore konsantrasyon ve sicaklik artisi ile dogru
orantilt olarak absorbans degerlerinde de belirgin artislar olmustur. Yiiksek
sicakliklarda proteinin yapisal bozunmalar1 dikkate alinarak, 25°C c¢alisma sicakligi

olarak belirlenmistir.

04
n25%C
0,3 37
ma0tc

0,24

Ahsothans

0,1
07
7

5

0,01
0,1 i

Eonsantrasyon (mhbI)

Sekil 4.1: Kuersetin bilesigi kullanilarak yapilan sicaklik ¢alismasi

4.1.2. Zaman Calismasi

Kuersetin bilesiginin 10 M konsantrasyonunda Modifiye CUPRAC ydntemine gore
farkli inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de goriilmektedir.
Bu degerlere gore, absorbans degeri belirli bir silire artmakta, maksimum

absorpsiyondan sonra artan siire ile orantili olarak azalmakta ve bir siire sonra
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sabitlenmektedir. Bu ¢alisma sonucunda normal CUPRAC yonteminde oldugu gibi
maksimum absorbans degerine 30 dakika sonra ulasildigindan, bu deger optimum
calisma siiresi olarak kabul edilmistir. Gallik asid bilesiginin kuersetin bilesiginden
farkli olarak hizli reaksiyon verdigi, 5 dakika vortekste karigtirma igleminden sonra
reaksiyonun tamamlandigi ve artan siire ile absorbans degerlerinde pek fazla bir
degisim olmadigr Sekil 4.3’te goriilmektedir. Yapilan zaman ¢alismasi sonucunda
kuersetin bilesigi icin reaksiyon 30 dakikada tamamlanirken, gallik asid bilesiginde
reaksiyonun hizli ger¢eklesmesi sebebiyle inkiibasyonun ilk dakikalarinda maksimuma
ulagilmaktadir. Bu sonuglara bakildiginda, yavas reaksiyon veren antioksidan bilesikler

g0z oniinde bulundurularak optimum inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

0.3
— {
0.2 °
|
2 °
=
s )
=
i °
0.1
0.0 \ \ \
0.0 40.0 80.0 120.0
Zaman (dak)

Sekil 4.2: Kuersetin bilesigi kullanilarak yapilan zaman ¢aligsmast
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Sekil 4.3: Gallik asid bilesigi kullanilarak yapilan zaman galigmasi
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4.2. POLIFENOLIK BILESIKLERIN PRO-OKSIDAN AKTiVITELERININ
BELIiRLENMESI

4.2.1. Polifenolik Bilesiklerin Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini
Yontemlerine Gore Molar Absorplama Katsayilari, Lineer Calisma Araliklar1 ve

Korelasyon Katsayillarinin Belirlenmesi

Mutlak EtOH ¢6ziicii ortaminda, 107 M, 5,10'4 M, 10*M ve 10° M derisimlerindeki
antioksidan bilesiklerin (gallik asid, rozmarinik asid, kafeik asid, katesin, epikatesin,
kuersetin, askorbik asid, a-tokoferol, troloks) Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil
Tayini yontemlerine gére molar konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon dogru
denklemleri hesaplanarak korelasyon katsayilari (r), molar absorplama katsayilari (g) ve
lineer caligsma araliklar tespit edilmistir (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3). Naringin ve kumarik
asid bilesikleri Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini yontemlerine cevap
vermektedir. Ancak deneysel veriler tekrarlanabilir olmadigindan lineer olarak tayin
edilebildigi konsantrasyon araligi belirlenememistir. Epigallokatesin gallat bilesiginin
ise Karbonil Tayini yontemine gore lineer olarak tayin edilebildigi konsantrasyon
aralig1 belirlenebilmesine karsin Modifiye CUPRAC ve AAS yontemlerine gore lineer
calisma araliklar tespit edilememistir. Bu nedenle bu bilesiklerin molar absorplama
katsayilar1 (¢) ile lineer calisma araliklari hesaplanamamistir ve veriler tablolarda

(Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3) gosterilmemistir.
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Tablo 4.1: Mutlak EtOH ¢oziicii ortaminda hazirlanan polifenolik bilesiklerin Modifiye

CUPRAC yo6ntemi verileri
Polifenolik Bilesikler Dogru Denklemi € Lineer Arahk (M)
Basit Fenolik Asidler
y=447,12¢ +0,1133 . 3
Gallik asid (GA) 447,12 1,04x 107 -2,30 x 10
r=0,9632
Hidroksisinnamik asidler
y=228,77¢ +0,0766 . 3
Rozmarinik asid (ROS) 228,77 3,64x 107 —-4,65x 10
r=0,6862
o y=173,31c +0,0849 4 3
Kafeik asid (CFA) 173,31 433x 107 -6,09 x 10
r=0,9181
p-Kumarik asid (COU) - - -
Flavanoller
) y=1342,03¢ +0,0782 . 3
(+)Katesin (CT) 342,03 2,39x 107 -3,10x 10
r=0,9446
) ] y=1388,26¢ + 0,0907 . ,
(-)Epikatesin (EC) 388,26 1,78 x 107 -2,70 x 10
r=0,9343
(-)Epigallokatesin gallat (EGCG) - - -
Flavonoller
y=2346,67¢ +0,0716 . ,
Kuersetin (QR) 346,67 2,55x 107 -3,08x 10
r=0,9582
Flavononlar
Naringin (NG) - - -
Digerleri
o y=120,18¢ + 0,0456 4 3
Askorbik asid (AA) 120,18 9,52x 107 -9,11 x 10°
r=0,9884
y=1276,77c + 0,0435 . 3
a-Tokoferol (a-Toc) 276,77 421 x107-3,96x 10
r=0,9830
y=204,83¢ +0,0491 . 3
Troloks (TR) 204,83 541x107-533x 10

r=0,9789
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Tablo 4.2: Mutlak EtOH ¢oziicii ortaminda hazirlanan polifenolik bilesiklerin AAS yontemi

verileri

Polifenolik Bilesikler Dogru Denklemi € Lineer Arahk (M)
Basit Fenolik Asidler
y=16606,37c +0,1400
Gallik asid 666,37 s 3
r=0,8919 3,00x 107 - 1,50 x 10
Hidroksisinnamik asidler
o ) y=1392,45¢ + 0,1495 s 3
Rozmarinik asid 392,45 2,67x10°-2,52x 10
r=20,7781
. ) y=286,62¢ +0,0979 4 3
Kafeik asid 286,62 2,17x107-3,64 x 10
r=0,9341
p-Kumarik asid - - -
Flavanoller
) y=424,05¢+0,1123 . 3
(+)Katesin 424,05 1,12x107-2,42 x 10
r=0,9373
] ) y=43236¢ +0,1578 . 3
(-)Epikatesin 432,36 5,00x 107 -2,27x 10
r=0,8982
(-)Epigallokatesin gallat - - -
Flavonoller
y=1530,13¢ + 0,0944 . 3
Kuersetin 530,13 1,24x 107 -1,97 x 107
r=0,9691
Flavononlar
Naringin - - -
Digerleri
) ) y=200,26¢ +0,0110 . 3
Askorbik asid 200,26 7,44 x 107 —5,64 x 10°
r=0,9920
y=1314,12¢ + 0,0976 . 3
a-Tokoferol 314,12 1,99 x 107 -3,32x 10
r=0,9514
y=227,33¢+0,0701 . 3
Troloks 227,33 3,95x 107 -4,71 x 10

r=0,9534
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Tablo 4.3: Mutlak EtOH ¢o6ziicii ortaminda hazirlanan polifenolik bilesiklerin Karbonil Tayini
yontemi verileri

Polifenolik Bilesikler Dogru Denklemi € Lineer Arahk (M)

Basit Fenolik Asidler

y=274,38¢c + 0,0876 . 3
Gallik asid 274,38 2,64x 107 -3,83x 10°
r=0,9891

Hidroksisinnamik asidler

y=352,43¢+0,1374

Rozmarinik asid 352,43 6,41x10°-2,84x10°
r=10,9866

o y=135,60c + 0,0950 . 3

Kafeik asid 135,60 4,79x 107" -7,71 x 107
r=0,7996

p-Kumarik asid - - -

Flavanoller
y=248,01c + 0,0862 . 3
(+)Katesin 0.9490 248,01 298 x 107 -4,25x 10
r= )
) ) y=1303,23¢+0,1318 s 3
(-)Epikatesin 0.9356 303,23 9,30x 107 -3,32x 10
r=0,
) ) y=142,00c + 0,0836
(-)Epigallokatesin gallat 09918 142,00 538x 10*-7,44x 107
r = b
Flavonoller
¥ =463,06c + 0,0904 . 3
Kuersetin 0.9921 463,06 1,50x 107 -2,27x 10
r=0,
Flavononlar
Naringin - - -
Digerleri
) ) y=96,91c+0,0109 4 >
Askorbik asid 0.9935 96,91 1,54x 107 -1,16 x 10
r= )
y=135,93¢ +0,0781 . 3
o-Tokoferol 0.9970 135,93 6,02x 107 -7,81x 10
r=0,
y=71,05¢+0,0870 2 )
Troloks 71,05 1,03x 107 - 1,48 x 10

r=0,8553
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4.2.2. Polifenolik Bilesiklerin Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini

Yontemlerine Gore TPA (Toplam Pro-oksidan Aktivite) Degerlerinin Belirlenmesi

Gallik asid, rozmarinik asid, kafeik asid, kumarik asid, katesin, epikatesin,
epigallokatesin gallat, kuersetin, naringin, askorbik asid, a-tokoferol ve troloksun 107
M, 5,10'4 M, 10 M ve 10° M’lik cozeltilerine Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil
Tayini yontemleri uygulanmasi sonucu elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
deneysel olarak 6l¢iilen pro-oksidan aktivite degerleri Esitlik 3.3’de belirtildigi sekilde
hesaplandi.

Standart olarak belirlenen kuersetinin, mutlak etanolde hazirlanan ¢o6zeltisine
uygulanan Modifiye CUPRAC yontemi verileri ile absorbans ve derisim arasinda
cizilen kalibrasyon grafiginin egiminden, molar absorplama katsayis1 hesaplanmigtir
(Tablo 4.1). Mutlak etanolde hazirlanan gallik asid, rozmarinik asid, kafeik asid,
katesin, epikatesin kuersetin, askorbik asid, o-tokoferol ve troloksun Modifiye
CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini yontemlerine gore molar absorplama katsayilari
belirlenip, bu degerlerin kuersetinin molar absorplama katsayisina boliinmesiyle elde
edilen (Esitlik 3.4) kuersetin esdegeri pro-oksidan aktivite (QREPA) katsayilari
hesaplanmistir. Kumarik asid, epigallokatesin gallat ve naringin bilesiklerinin ise lineer

dogru denklemleri olusturulamadigindan € degerleri hesaplanamamastir.
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Tablo 4.4: ilgili polifenolik bilesiklerin 10~ M konsantrasyonda TPA degerleri

Polifenolik Bilesik TP Apodifiye CUPRAC TPA s TP Axarbonil Tayini
(mM QR) (mM QR) (mM QR)

Basit Fenolik Asidler

Gallik asid 3,41+0,11 3,08+0,22 3,11 +£0,22

Hidroksisinnamik asidler

Rozmarinik asid 2,24+0,17 2,47 +0,14 4,30+0,23

Kafeik asid 2,89+ 0,19 2,75+0,21 1,89 +0,01

p-Kumarik asid 0,22 + 0,04 0,31 +0,08 0,21 £ 0,07

Flavanoller

(+)Katesin 4,55+0,15 3,78 £0,06 3,19+0,23

(-)Epikatesin 5,14+ 0,13 4,09+0,17 3,53 +£0,01

(-)Epigallokatesin gallat 0,50 + 0,05 0,36 = 0,06 1,97 +£0,14

Flavonoller

Kuersetin 1,35+ 0,01 1,19+ 0,03 4,74 + 0,04

Flavononlar

Naringin 0,47 £ 0,04 0,25+ 0,05 0,93 £ 0,02

Digerleri

Askorbik asid 1,89 + 0,02 1,57+0,16 0,90 + 0,03

o-Tokoferol 3,76 £ 0,11 2,95+0,27 1,87 0,10

Troloks 2,85+0,14 2,15+0,02 1,31 £0,06
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QREPA Degerleri

Sekil 4.4: Ilgili polifenolik bilesiklerin 10~ M konsantrasyonda Modifiye CUPRAC, AAS ve
Karbonil Tayini yontemlerine gore TPA degerleri



54

Tablo 4.5: ilgili polifenolik bilesiklerin 5,10 M konsantrasyonda TPA degerleri

Polifenolik Bilesik TPAModiﬁye CUPRAC TPAAAS TPAKarbonil Tayini
(mM QR) (mM QR) (mM QR)

Basit Fenolik Asitler

Gallik asit 3,91 +0,05 3,52+ 0,01 2,17+ 0,08

Hidroksisinnamik asitler

Rozmarinik asit 2,11+£0,10 2,55+ 0,003 2,80 + 0,06

Kafeik asit 2,29+0,17 2,28 +0,10 1,66 £0,17

p-Kumarik asit 0,30 + 0,09 0,33 + 0,001 0,96 + 0,02

Flavanoller

(+)Katesin 3,77 + 0,06 321+0,02 1,37+0,13

(-)Epikatesin 439+0,11 3,80 = 0,08 3,19+ 0,17

(-)Epigallokatesin gallat 1,04 £0,02 0,54 + 0,04 1,42 +0,16

Flavonoller

Kuersetin 2,83 + 0,002 2,73 £ 0,05 3,19+ 0,07

Flavononlar

Naringin 0,32+ 0,05 0,21 +0,08 0,89 + 0,09

Digerleri

Askorbik asit 1,39+0,13 0,99 + 0,06 0,53 £ 0,09

o-Tokoferol 2,14+ 0,26 2,42 +0,23 1,33+ 0,10

Troloks 2,08+ 0,16 1,69 + 0,08 1,24+ 0,07
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QREPA D eferleri

Sekil 4.5: Ilgili polifenolik bilesiklerin 5,10 M konsantrasyonda Modifiye CUPRAC, AAS ve
Karbonil Tayini yontemlerine goére TPA degerleri
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Tablo 4.6: ilgili polifenolik bilesiklerin 10™* M konsantrasyonda TPA degerleri

Polifenolik Bilesik TPAModiﬁye CUPRAC TPAAAS TPAKarbonil Tayini
(mM QR) (mM QR) (mM QR)

Basit Fenolik Asitler

Gallik asit 2,29+ 0,17 2,34+0,10 1,11+0,14

Hidroksisinnamik asitler

Rozmarinik asit 1,99 + 0,06 2,15+0,03 1,82+ 0,10

Kafeik asit 1,60 = 0,07 1,20 + 0,09 1,39+0,10

p-Kumarik asit 0,31 +£0,12 0,15+0,02 0,94 + 0,001

Flavanoller

(+)Katesin 1,50 + 0,02 1,36+ 0,14 1,10 0,21

(-)Epikatesin 1,74 + 0,20 1,83+0,14 1,29 + 0,01

(-)Epigallokatesin gallat 1,58 +£0,04 0,98 £ 0,09 0,94 +0,11

Flavonoller

Kuersetin 1,60 £ 0,02 1,44 + 0,08 1,09 +£ 0,04

Flavononlar

Naringin 0,26 £0,10 0,17+0,15 0,75 + 0,005

Digerleri

Askorbik asit 0,68 £ 0,09 0,22 + 0,01 0,24 + 0,06

o-Tokoferol 1,20 +£ 0,09 1,12+ 0,02 0,84+ 0,16

Troloks 0,90 + 0,001 0,87 +0,14 0,96 + 0,04
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GREPA D eferleri

Sekil 4.6: Tlgili polifenolik bilesiklerin 10™* M konsantrasyonda Modifiye CUPRAC, AAS ve
Karbonil Tayini yontemlerine gore TPA degerleri
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Tablo 4.7: lgili polifenolik bilesiklerin 10 M konsantrasyonda TPA degerleri

Polifenolik Bilesik TPAModiﬁye CUPRAC TPAAAS TPAKarbonil Tayini
(mM QR) (mM QR) (mM QR)

Basit Fenolik Asidler

Gallik asid 1,05+ 0,07 0,53 £ 0,04 0,63 +£0,04

Hidroksisinnamik asidler

Rozmarinik asid 0,27 £0,11 0,62 + 0,05 0,97 £ 0,05

Kafeik asid 0,54 +0,01 0,37 + 0,06 0,36 £0,21

p-Kumarik asid 0,35 + 0,06 0,34 + 0,06 1,17 + 0,04

Flavanoller

(+)Katesin 0,40 + 0,07 0,40 + 0,05 0,92 + 0,06

(-)Epikatesin 0,41+0,35 0,54 + 0,08 0,98 + 0,08

(-)Epigallokatesin gallat 0,66 + 0,03 0,36 £ 0,07 0,66 = 0,05

Flavonoller

Kuersetin 0,61 +0,06 0,53 +£0,01 0,79 +£ 0,07

Flavononlar

Naringin 0,32+ 0,08 0,34+ 0,04 0,80 + 0,07

Digerleri

Askorbik asid 0,48 £0,12 0,06 + 0,04 0,05 £ 0,09

o-Tokoferol 0,23 £ 0,01 0,45+ 0,08 0,66 + 0,002

Troloks 0,39 + 0,05 0,29 + 0,01 0,58 + 0,03
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GREPA D egerleri

Sekil 4.7: Ilgili polifenolik bilesiklerin 10 M konsantrasyonda Modifiye CUPRAC, AAS ve
Karbonil Tayini yontemlerine goére TPA degerleri
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Tablo 4.8: 1lgili polifenolik bilesiklerin QREPA (Kuersetin Esdegeri Pro-oksidan Aktivite)

katsayilar
Polifenolik Bilesik QREPA yiodifiye cuPrAC QREPA 445 QREPA g honil Tayini
Basit Fenolik Asidler
Gallik asid 1,29 1,26 0,59
Hidroksisinnamik asidler
Rozmarinik asid 0,66 0,74 0,76
Kafeik asid 0,50 0,54 0,29
p-Kumarik asid - - -
Flavanoller
(+)Katesin 0,99 0,80 0,54
(-)Epikatesin 1,12 0,82 0,65
(-)Epigallokatesin gallat - - 0,31
Flavonoller
Kuersetin 1,0 1,0 1,0
Flavononlar
Naringin - - -
Digerleri
Askorbik asid 0,35 0,38 0,21
o-Tokoferol 0,80 0,59 0,29
Troloks 0,59 0,43 0,15
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GREPA Katsailan

Sekil 4.8: Tlgili polifenolik bilesiklerin Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini
yontemlerine gore QREPA katsayilart




QREPA 4 , ¢

62

1.6
1.2 -
°
0.8 ®
°
°
°
°
0.0 0.4 0.8 1.2
QREPAp1,difiye CUPRAC
y=10,8169¢ + 0,0663 r=0,9016

Sekil 4.9: Polifenolik bilesiklerin QREPA katsayilarinin Modifiye CUPRAC ile AAS

yontemleri korelasyonu
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Sekil 4.10: Polifenolik bilesiklerin QREPA katsayilarmin Modifiye CUPRAC ile Karbonil
Tayini yontemleri korelasyonu
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4.2.3. Polifenolik Bilesiklerin ikili Sentetik Karisimlarinin Beklenen ve Deneysel

Olarak Olciilen Pro-oksidan Aktiviteleri

Polifenolik bilesiklerin (gallik asid, rozmarinik asid, kafeik asid, kumarik asid, katesin,
epikatesin, kuersetin, askorbik asit, a-tokoferol, troloks) mutlak etanol ¢oziicii
ortaminda 107 M, 5,10'4 M, 10 M ve 10° M derisimlerinde hazirlanmis
cozeltilerinden 1’er mL alinarak farkli kombinasyonlarda ikili karigimlar1 hazirlandi.
Bu karisim c¢ozeltilerine Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini yontemleri
uygulanarak beklenen ve deneysel olarak olgililen pro-oksidan aktiviteleri mM kuersetin
ekivalenti cinsinden Esitlik 3.7 ve 3.3’e gore hesaplandi. a-Tokoferol ile kumarik asid,
kuersetin ile rozmarinik asid ve gallik asid ile epikatesin ikili karisimlarina Karbonil
Tayini yontemi uygulanmasi sonucu siizme ve filtreden gecirme islemleriyle
giderilemeyen bulamklik olustugundan pro-oksidan aktiviteleri olgiilemedi. Ikili
sentetik karigimlarin Modifiye CUPRAC yontemi ile bulunan TPA degerlerinin ayri
ayrt AAS ve Karbonil Tayini yontemleriyle bulunan TPA degerleri ile
karsilagtirildiginda, Modifiye CUPRAC yontemi ile AAS yoOntemi arasinda daha
uyumlu sonuglar elde edildigi Tablo 4.11°de goriilmektedir.
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Tablo 4.9: Ilgili polifenolik bilesiklerin ikili sentetik karisimlarinin TPA degerleri

Karbonil
Modifiye CUPRAC AAS o
Polifenolik Tayini
o Konsantrasyon
Bilesik Olgiilen | Beklenen | Olgiilen | Beklenen | Olgiilen | Beklenen
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
10°M 2,42 2,95 1,78 2,49 1,47 3,97
1 mL Kuersetin 5.10% M 2,43 3,30 2,04 2,97 1,11 2,28
1 mL Katesin 10*M 2,28 1,55 1,68 1,40 1,79 1,10
10°M 1,88 0,50 1,30 0,46 1,70 0,85
10°M 2,72 3,15 1,95 2,92 2,04 2,50
1 mL Gallik asid 5.10% M 2,77 3,10 2,16 2,90 1,52 1,92
1 mL Kafeik asid 10*M 2,36 1,94 1,98 1,77 1,27 1,25
10°M 2,14 0,80 1,58 0,45 1,30 0,49
10°M 2,99 3,69 1,27 3,28 0,76 3,91
1 mL Epikatesin 5.104 M 2,49 3,25 1,42 3,41 0,92 2,99
1 mL Rozmarinik asid 10*M 2,09 1,86 1,11 1,99 1,07 1,56
10°M 1,77 0,34 1,10 0,58 0,85 0,98
10°M 2,18 2,37 1,94 1,86 1,14 1,13
1 mL Troloks 5.104M 2,16 1,73 1,45 1,34 0,90 0,89
1 mL Askorbik asid 104 M 0,84 0,79 0,67 0,54 0,66 0,60
10°M 0,29 0,44 0,25 0,17 0,57 0,31
10°M 0,68 1,99 1,71 1,63 - -
1 mL a-Tokoferol 5.104 M 2,27 1,22 1,74 1,37 - -
1 mL Kumarik asid 10°M 2,78 0,75 1,41 0,63 - -
10°M 2,27 0,29 1,49 0,39 - -
10°M 2,76 1,79 1,71 1,83 1,53 4,52
1 mL Kuersetin 5.104 M 2,65 2,47 1,96 2,64 1,13 3,00
1 mL Rozmarinik asid 104 M 2,76 1,80 1,52 1,79 - -
10°M 2,67 0,44 1,40 0,58 - -
10°M 2,69 4,27 1,85 3,59 2,10 3,32
1 mL Gallik asid 5.104 M 2,87 4,15 2,05 3,66 1,67 2,68
1 mL Epikatesin 104 M 2,82 2,01 1,97 2,08 - -
10°M 2,39 0,73 1,53 0,54 - -
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Tablo 4.10: Ikili sentetik karisimlarin Slgiilen ve beklenen TPA degerleri arasindaki lineer

dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

Polifenolik Bilesik Modifiye CUPRAC AAS Karbonil Tayini
y=4,7030c - 8,5185 y=23,5304c - 4,1718 y=-1,6020c + 4,7835
QR +CT
r=0,9363 r=0,9628 r=-0,3778
y=13,6709¢ - 6,9205 y=4,2600c - 6,1586 y=2,1086¢ - 1,6915
GA + CFA
r=0,9883 r=0,8856 r=0,8668
y=12,7309¢ - 4,0916 y="7,419%c - 6,7738 y=-5,2802c+7,1121
EC + ROS
r=0,9506 r=0,8503 r=-0,5178
y=0,8821c+0,1263 y=1,0053¢ - 0,1057 y=1,3543¢ - 0,3746
TR + AA
r=0,9553 r=0,9995 r=0,9762
y=-0,6545¢ +2,3716 y=13,2640c - 4,1765
a-Toc + COU -
r=-0,8229 r=0,9000
y=1,3431c-2,0149 y=3,1696¢ - 3,5119
QR +ROS -
r=0,0920 r=0,9121
y=5,4669c - 11,9296 | y=5,1582c-7,0751
GA +EC -

r=0,6842

r=0,7982

Tablo 4.11: Ikili sentetik karisimlarin TPA degerleri kullanilarak Modifiye CUPRAC
yonteminin ayri ayrt AAS ve Karbonil Tayini yontemleriyle karsilagtirilmasi sonucu elde

edilen lineer dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

Polifenolik Bilesik CUPRAC-AAS CUPRAC-Karbonil
y=1,1162¢ - 0,8142 y=-0,7071c + 3,1103
QR+ CT
r=0,9371 r=-0,6007
y=0,6854c +0,2058 y=0,8456¢ - 0,5795
GA + CFA
r=10,8456 r=0,7128
y=0,1904c + 0,7803 y=-0,1225¢+ 1,1862
EC + ROS
r=0,6619 r=-0,4931
y=10,7709¢ + 0,0233 y=0,2483¢ + 0,4780
TR + AA
r=10,9670 r=0,9241
y=-0,1143¢ + 1,8160
o-Toc + COU -
r=-0,6413
y=-1,1863c + 4,8623
QR +ROS -
r=-0,2831
y=1,0598¢ - 1,0034
GA +EC -
r=10,9988
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4.2.4. Bitki Orneklerine Rozmarinik Asid ve Kafeik Asid Standart Katkilar

Yapilmasi

Boliim 3.3’te belirtildigi sekilde %80 MeOH ortaminda hazirlanan ada cay, yesil cay,
mercankdsk ve nane ekstrelerinin 1 mL’si {izerine ayr1 ayr1 1 mL 1 mM rozmarinik
asid veya 1 mL 1 mM kafeik asid ¢ozeltileri ilave edilerek Modifiye CUPRAC
yontemi uygulandi. Katkili 6rneklerin beklenen ve deneysel Ol¢iilen pro-oksidan
aktiviteleri mol QR g cinsinden sirastyla Esitlik 3.8 ve Esitlik 3.9’a gore hesaplandi.
Ilgili veriler Tablo 4.12’de gériilmektedir.

Tablo 4.12: Bitki 6rneklerine Modifiye CUPRAC yo6ntemi uygulanmasi sonucunda 6l¢iilen ve
beklenen pro-oksidan aktivite degerleri

Bitki Orneklerine Standart Beklenen Aktivite Olciilen Aktivite

Katki (mol QR g'l) (mol QR g'l)
Adagay1 + ROS 0,058+ 0,056" = 0,114 0,123 £0,04
Adagay1 + CFA 0,058 +0,072°= 0,130 0,102 +0,01
Yesil cay + ROS 0.007° + 0,056 = 0,063 0.070 £ 0.01
Yesil cay + CFA 0,007 + 0,072 = 0,079 0,061 +0,01
Mercankosk + ROS 0,018°+ 0,056 = 0,074 0,093 £ 0,01
Mercankosk + CFA 0,018 + 0,072 = 0,090 0,095+ 0,01
Nane + ROS 0,015+ 0,056 = 0,071 0,103 + 0,02
Nane + CFA 0,015+ 0,072 =0,087 0,070 £ 0,01

a: Adacgay1 6rneginin tek basina Modifiye CUPRAC yontemine gore pro-oksidan aktivitesi

b: Rozmarinik asid 6rneginin tek basina Modifiye CUPRAC yontemine gore pro-oksidan aktivitesi
c: Kafeik asid 6rneginin tek bagina Modifiye CUPRAC yontemine gore pro-oksidan aktivitesi

d: Yesil cay orneginin tek basina Modifiye CUPRAC yontemine gore pro-oksidan aktivitesi

e: Mercankosk orneginin tek bagina Modifiye CUPRAC yontemine gore pro-oksidan aktivitesi

f: Nane 6rneginin tek basina Modifiye CUPRAC yontemine gére pro-oksidan aktivitesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Pro-oksidanlar lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve
bunun sonucunda c¢esitli patolojik olaylara veya hastaliklara yol acan toksik
maddelerdir. Bu nedenle antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin belirli kosullar
altindaki pro-oksidan aktivitelerinin tayin edilmesi énem kazanmaktadir. Modifiye
CUPRAC yontemi uygulanarak tiyol grubu iceren proteinler varliginda polifenolik
bilesiklerin ve bu bilesikleri igerebilecek gergek orneklerin (sifali bitkiler; adagay1
(Salvia officinalis), yesil ¢ay (Camellia sinensis), mercankosk (Origanum majorana) ve
nane (Mentha)) pro-oksidan aktivitelerinin Ol¢iilmesi bu caligmanin temel amacin
olusturmaktadir. Polifenolik bilesiklerin tek baslarina, ikili sentetik karisimlarinda ve
bitki orneklerine standart katkilari sonucunda sahip olduklart mM kuersetin cinsinden
TPA (Toplam Pro-oksidan Aktivite) degerleri Esitlik 3.3’te belirtildigi seklinde
hesaplanmistir. Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini yontemleri kullanilarak
elde edilen bulgular karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
polifenolik antioksidanlar farkli siniflar1 temsil edecek sekilde se¢ilmistir. Bu bilesikler
gallik asid (basit fenolik antioksidan), rozmarinik asid, kafeik asid, p-kumarik asid
(hidroksisinnamik asidler), katesin, epikatesin, epigallokatesin gallat (flavanol),
kuersetin (flavonol), naringin (flavonon), askorbik asid, a-tokoferol ve trolokstur

(digerleri).

Gelistirilen yontemin prensibi; polifenolik bilesikler tarafindan ortamdaki serbest
bakir(Il) iyonlarinin bakir(I)’e indirgenerek proteine baglanmasi ve inkiibasyon
tiriiniine neokuproin (Nc)-amonyum asetat (NH4Ac) karigimi ilave edilerek Cu(I)-Nc
kelatinin  olusturulmasidir. Olusan Cu(I)-Nc¢ kelatinin 450 nm’de maksimum
absorpsiyon yapmasindan faydalanilarak polifenolik bilesiklerin  pro-oksidan
aktiviteleri tayin edilmistir. Baska bir ifadeyle, polifenolik bilesiklerin bakir(Il)
iyonlarim1 bakir(I)’e indirgerken bir yandan da ortamda bulunan oksijen ile bakir(I),

Fenton tipi reaksiyon vererek serbest radikal olusturur. Sonucta agiga ¢ikan Cu(l) bir
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yandan Fenton-tipi reaksiyonlara neden olurken diger yandan kismen hasar gormiis
proteinlerin —SH gruplarina kuvvetli kovalent baglarla baglanir. Olusan serbest
radikaller protein gibi biyolojik makromolekiillere saldirarak, oksidatif hasara sebep
olurlar. Bunun sonucunda, polifenolik bilesik miktarinin artistyla radikal olusumu
artacagindan, pro-oksidan aktivite miktarinda artis gozlenmesi beklenir. Elde edilen
sonuglar da bu agiklamay1 destekler niteliktedir. AAS ydntemi, inkiibasyon iirliniine
CUPRAC reaktifi yerine protein ¢oziicli tamponu ilave edilerek olusturulan ¢ozeltide
AAS ile bakir tayini yapilmasi esasina dayanmaktadir. Bundan dolay1 gelistirilen
yontem ile AAS yontemi arasinda daha yiiksek korelasyon olmasi beklenmektedir,
¢linkii her ikisi de proteinlere baglanan Cu(I) miktarin1 6lger. Nitekim yontemler arasi
korelasyon incelendiginde, Modifiye CUPRAC yontemi ile AAS yontemi arasindaki
uyumun Modifiye CUPRAC yontemi ile Karbonil Tayini yontemi arasindakine oranla
daha yiiksek oldugu sirasiyla r = 0,9016 ve r = 0,6096 korelasyon katsayilar ile Sekil
4.9 ve Sekil 4.10°da goriilmektedir. Modifiye CUPRAC ve AAS yontemlerinden farkli
olarak Karbonil Tayini yoOntemi, proteinler iizerindeki ayr1 bir oksidatif hasari

Olgmektedir.

1 mM derisiminde hazirlanan polifenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri mM
kuersetin esdegeri cinsinden degerlendirildiginden, kuersetinin Modifiye CUPRAC,
AAS ve Karbonil Tayini yoOntemlerine gore sirasiyla Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo
4.3’te bulunan verileri kullanilarak kalibrasyon denklemleri olusturulmustur. Pro-
oksidan aktivitesi Olciilecek polifenolik bilesigin 1 mM’lik ¢ozeltisinin aktivitesine
esdeger olan kuersetinin milimolar derisimi, QREPA (Kuersetin Esdegeri Pro-oksidan
Aktivite) katsayist olarak ifade edilmistir. QREPA katsayilar1 antioksidan bilesiklerin
molar absorplama katsayilarinin (€) kuersetinin ilgili kosullar altindaki & degerine
oranlanarak Esitlik 3.4’te belirtildigi gibi hesaplanmustir. Ilgili katsayilar Tablo 4.8 de
goriilmektedir. Caligilan polifenolik bilesiklere Modifiye CUPRAC yontemi, AAS
yontemi ve Karbonil Tayini yontemi uygulanarak belirlenen molar absorplama
katsayilar1 () ve lineer ¢alisma araliklari, molar konsantrasyon-absorbans arasindaki
kalibrasyon dogru denklemleri hesaplanarak elde edilmistir. 10 M, 5,10* M, 10* M
ve 10° M derisimlerde antioksidan maddelerin mM kuersetin cinsinden TPA degerleri
Esitlik 3.3’te belirtildigi sekilde hesaplanmistir ve sirasiyla Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo
4.6 ve Tablo 4.7°de goriilmektedir.
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Yapilan ¢alismada Modifiye CUPRAC, AAS ve Karbonil Tayini yontemleriyle elde
edilen sonuglar bazi bilesikler icin degisiklik gostermistir. Genel olarak gelistirilen
Modifiye CUPRAC yonteminin AAS yontemi uyumlu sonuglar verirken, Karbonil
Tayini yontemi ile daha az uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Ornegin; gallik asidin
QREPAModifiye-cuprac katsayist 1,29 iken QREPAaas 1,26, QREPAkarbonit Tayini 0,59
bulunmustur. a-Tokoferoliin Modifiye CUPRAC yontemiyle QREPA katsayis1 0,80,
AAS yontemiyle 0,59, Karbonil Tayini yontemi ile 0,29 olarak hesaplanmistir.
Calisilan antioksidanlarin {ic yontemle elde edilen QREPA katsayilar1 Tablo 4.8’de
verilmig olmakla birlikte Sekil 4.5°te agik bir sekilde goriilmektedir. Polifenolik
bilesiklerin QREPAwdifiye-cuprac katsayilarina gore pro-oksidan aktivite siralamalar
gallik asid > epikatesin > katesin > a-tokoferol > rozmarinik asid > troloks > kafeik
asid > askorbik asid seklindedir. QREPAx4s katsayilarina gore pro-oksidan aktivite
siralamalart gallik asid > epikatesin > katesin > rozmarinik asid > a-tokoferol > kafeik
asid > troloks > askorbik asid seklindedir. Naringin, kumarik asid ve epigallokatesin
gallat bilesiklerinin lineer olarak tayin edilebildigi konsantrasyon araligi
belirlenememektedir. Bu nedenle dogru denklemleri hesaplanamadigindan molar
absorplama katsayilar1 belirlenememistir ve siralamada yer almamaktadirlar.
QREPAKarbonil Tayini katsayilarina gore pro-oksidan aktiviteleri ise sirasiyla rozmarinik
asid > epikatesin > gallik asid > katesin > epigallokatesin gallat > kafeik asid = a-

tokoferol > askorbik asid > troloks seklindedir.

Gelistirilen Modifiye CUPRAC yo6ntemine gore en yiliksek pro-oksidan aktivite katesin
tiirlerinde goriilmektedir. Bu bulgu, katesinlerin flavonoidler arasinda en yiiksek pro-
oksidan aktiviteyi gosterdigini belirten literatiir raporlartyla uyumludur [100]. Ornegin;
epikatesin bilesigi 10° M derisiminde 5,14 mM TPA degerine sahiptir. Bu degeri 4,55
mM TPA ile katesin takip etmektedir. Naringin, kumarik asid ve epigallokatesin gallat
bilesikleri ise zayif pro-oksidan aktiviteye sahiptirler. Bunun nedeninin naringin
bilesiginin A halkasinda glikozid yan grup i¢cermesinden kaynaklandigi ve bu grubun
naringinin aktivitesini azaltti§1 diisiiniilmektedir. Kumarik asid bilesigi ise p
pozisyonunda monohidroksil grup icermesi nedeniyle diisiik aktivite gostermektedir.
Kafeik asid bilesiginin dihidroksil grup igermesinden dolayr p-kumarik asid
bilesiginden daha yiiksek pro-oksidan aktiviteye sahip oldugu Tablo 4.4’te
goriilmektedir. Gallik asid bilesiginin ise trihidroksil grup icerdiginden p-kumarik ve
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kafeik asid bilesiklerinden daha yiiksek pro-oksidan aktiviteye sahiptir. Buradan yola
cikilarak hidroksil grup sayisinin artisiyla pro-oksidan aktivitede artis olmasi dikkat
cekmektedir. Bu bilesiklerin molekiil yapilart Sekil 5.1°de goriilmektedir.

CH=CH CO:H Ch=CH COM1 on
@ ©\ HOOC— -OH
] g
2 0 o
p-kumarik asid kafeik asid gallik asid

Sekil 5.1: p-kumarik asid, kafeik asid ve gallik asid bilesiklerinin molekiil yapilar

Rozmarinik asid ve kuersetin bilesiklerinde Modifiye CUPRAC ve AAS yontemleri
sonuglari birbirine yakin iken, Karbonil Tayini yontemi sonuglari arasinda iki ila ii¢ kat
fazla TPA degerleri elde edilmistir. Buna karsin, bu derisimde gallik asidin pro-oksidan
aktivitesinin Ol¢lilmesinde uygulanan ii¢ yoOntemle de birbirine yakin sonuglar
bulunmustur ve sirasiyla 3,41, 3,08 ve 3,11 mM TPA degerlerine sahip oldugu tespit

edilmisgtir.

Katesin tiirleri incelendiginde; Modifiye CUPRAC yontemine gore 10° M derisiminde
elde edilen sonuglar epikatesin 5,14, katesin 4,55 ve epigallokatesin gallat 0,50 mM
seklindedir. Literatiirde katesin tiirlerinin pro-oksidan aktiviteleri incelendiginde,
galloil grup iceren katesinlerin katesol grup igerenlerden daha diisiik aktivite
gosterdikleri belirtilmistir [100]. Epigallokatesin gallat bilesigi ise galloil grup icermesi
nedeniyle diger katesin tiirlerinden daha diisiik pro-oksidan aktiviteye sahiptir. Bununla
birlikte katesin ve epikatesin bilesikleri birbirine yakin yiliksek pro-oksidan aktivite
gostermislerdir. Katesin, epikatesin ve epigallokatesin gallat bilesiklerinin molekiil

yapilart Sekil 5.2°de goriilmektedir.
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Sekil 5.2: Katesin, epikatesin ve epigallokatesin gallat bilesiklerinin molekiil yapilar

Askorbik asid, o-tokoferol ve troloks bilesikleri i¢in uygulanan {i¢ ydntemi
karsilagtiracak olursak, sirastyla 1,89 mM, 3,76 mM ve 2,85 mM TPA degerleri ile ii¢
bilesik icin de en yiiksek aktivite Modifiye CUPRAC yonteminde gozlenmistir.

Polifenolik bilesiklerin ikili karisimlarinin mM kuersetin cinsinden TPA degerleri
incelendiginde 10° M derisimindeki karisimlarm 6lgiilen pro-oksidan aktivitelerinin
beklenen pro-oksidan aktivitelerinden daha diisiik, 10° M derisimindeki karisimlarin
Olclilen pro-oksidan aktivitelerinin ise beklenen pro-oksidan aktivitelerinden daha
yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir. Genel olarak 5,10% M ile 10 M’lik karisim ¢zeltilerinin
Olciilen ve beklenen pro-oksidan aktivitelerinin daha uyumlu oldugu
sOylenebilmektedir. Karisimlarin dlciilen ve beklenen absorbanslarina bakildiginda ise
her derisimde toplamsal olmadig1 goriilmektedir. Bunun disinda Karbonil Tayini
yontemi ikili karisim ¢ozeltilerinin tiimiine cevap vermemektedir. Ornegin; ikili
karisim ¢ozeltilerinden a-tokoferol-kumarik asid, kuersetin-rozmarinik asid ve gallik
asid-epikatesin karisimlarmin Karbonil Tayini ydntemi uygulanmasi sonucunda
bulaniklik olusmustur. Adi siizge¢ kagidindan slizme ve filtreden gegirme islemleriyle
bu bulaniklik giderilemediginden bu yontemle pro-oksidan aktiviteleri dlgiilememistir.
Buna karsin Modifiye CUPRAC ve AAS yontemleriyle bu ikili karisimlarin pro-
oksidan aktiviteleri tespit edilebilmistir. Ilgili veriler Tablo 4.9°da gériilmektedir. Ikili
sentetik karigimlarin TPA degerleri kullanilarak Modifiye CUPRAC ydnteminin ayri
ayrt AAS ve Karbonil tayini yontemleri ile karsilastirilmasi sonucunda elde edilen
korelasyon katsayilar1 incelendiginde, yine Modifiye CUPRAC ile AAS ydnteminin

Karbonil Tayini yontemine oranla daha uyumlu oldugu Tablo 4.11°de goriilmektedir.
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Gergek ornek olarak da ada cayi, yesil ¢ay, mercankdsk ve nane olmak tlizere dort bitki
ile calisildi. Bitki ekstrelerinin ve 1 mM rozmarinik asid veya 1 mM kafeik asid
standart katki ¢ozeltilerinin tek baslarina Modifiye CUPRAC uygulandiginda verdikleri
absorbans degerleri toplanarak mol QR g cinsinden beklenen aktivite degerleri Esitlik
3.8 kullanilarak hesaplanmistir. Bitki orneklerine Modifiye CUPRAC yontemi
uygulanmast sonucunda dlgiilen ve beklenen pro-oksidan aktivite degerlerinin
toplamsal oldugu ve birbirleriyle uyumlu sonuglar elde edildigi Tablo 4.12°de agikca
goriilmektedir. Olgiilen ve beklenen aktiviteler karsilastirildiginda rozmarinik asid
katkili 6rneklerde r = 0,8704, kafeik asid katkili 6rneklerde r = 0,7950 korelasyon
katsayilar1 elde edilmistir. Sonu¢ olarak ortamda bulunan antioksidan bilesiklerin

miktarinin artmasiyla pro-oksidan aktivitelerinde artis oldugu gozlemlenmistir.

Gelistirilen Modifiye CUPRAC yonteminde 30 dakika daha kisa siirede sonug
alindigindan referans yontem olan Karbonil Tayini yonteminden daha hizlidir. Aym
zamanda gelistirilen yontemde daha az reaktif kullanilmas1 ve kullanilan reaktiflerin
ucuz ve kolay temin edilebilir olmalar1 bir diger 6nemli avantajdir. Modifiye CUPRAC
yonteminin goriiniir alanda (450 nm), Karbonil Tayini yonteminin ise UV alanda (370
nm) caligsmast onemli bir farktir. Yontemlerin ikili sentetik karigimlara uygulanmasi

acisindan degerlendirildiginde referans yontem tiim karisimlara cevap vermemektedir.

Fenolik bilesiklerin metal katalizli yiikseltgenmesinin sonucunda reaktif oksijen
tirlerinin disinda farkl tiirler de meydana gelmektedir. Bunlar serbest tiyol iceren
bilesiklerle etkilesebilen, yiiksek elektrofilik tiirler olan semikinon radikalleridir
[11,12]. Bunun disinda katesol ve galloil yiikseltgenmesi, metal indirgenmesi ile es
zamanli gergeklesen reaksiyonlardir (Ornegin; Fe’™ — Fe®"). Ayrica gegis metallerinin
indirgenmis formlarinin, lipid hidroperoksid ile hidrojen peroksidin sirasiyla lipid
alkoksil (LO-) ve hidroksil (-OH) radikallerine bozunmasii katalizledikleri
bilinmektedir. Bu sonuclar ge¢is metallerinin, in vitro ve in vivo g¢aligmalarda
polifenolik bilesiklerin pro-oksidan aktiviteleri tlizerine rolii oldugunu goéstermektedir.
Flavonoidlerin insanlarda sistematik pro-oksidan etkisinin hala ispatlanamamis
olmasmmin yam sira, sadece antioksidan ya da sadece pro-oksidan olmadiklari

bilinmelidir [2]. Ayn1 zamanda polifenoller, C ve E vitaminleri meyve ve sebzelerde
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bulunan dogal antioksidandirlar. Bu bilesiklerin saglhia yararlh etkileri antioksidan
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ancak fazla miktarlarda bulunmalar1 veya bazi
kosullar altinda pro-oksidan gibi davranmalar1 sebebiyle de toksik etki

gosterebilmektedirler [7].

Bu calisma bulgular1 belirli bir “pro-oksidan aktivite” tanimi iizerine kurulu ve belirli
kosullarda yapilan aktivite Olglimlerini icerdiginden ¢ok farkli ortamlara
uyarlanabilirligi sinirhdir. Antioksidan kapasite dl¢ciim yontemlerinin aksine ¢ok daha
karmagik bir reaksiyon ortaminda birden farkli reaksiyon iirlinleri ortaya ¢iktigindan
gerek konsantrasyon bagimliligi gerekse sentetik karisimlarin toplamsal yanit verme

ozelligi, antioksidan 6l¢iim yontemleriyle bulunanlarin gerisinde kalmaktadir.
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