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OZET

Bu calismada Elazig, Diyarbakir, Mardin ve Batman’da dogal olarak yetismis olan
yabani semizotu (Portulaca Oleracea L.) ile Elazig’da kiiltiir ortaminda yetistirilmis
semizotu (Portulaca Oleracea L.) bitki o6rneklerinin antioksidan aktiviteleri farkl
yontemler ile incelenmistir. Bitkiler yesil halde temin edilip, gblgede, ayni ortamda
kurutulmustur. Kurutulan bitkilerin su, etanol ve asetondaki ekstraktlar1 alinarak her bir
ekstraktin Toplam Fenolik Madde miktari, DPPH giderme aktivitesi, H,O, giderme
aktivitesi ve metal iyonlar1 selatlama kapasitesi tayin edilmistir. Olciim igin UV-Gorinir

bolge spektrofotometresi kullanilmis ve sonuglar standart maddelerle karsilastirilmistir.

Toplam Fenolik Bilesik madde miktarnin, en yiksek eseton ekstraktinda ve en
diisiik ise etanol ekstraktinda oldugu tespit edilmistir. Ayrica, toplam fenolik madde
miktar1, Diyarbakir semizotunda en fazla (8,38+0,83) iken, kiltlir semizotunda ise en az
(1,70+1,44) oldugu goriilmiistiir (p<0.005). DPPH Giderme aktivitesinin Batman ydresinde
yetisen semizotunda en fazla (16,1+2,27) bulunurken, Kkiltir ortaminda yetistirilen
semizotunda en az (3,28+0,88) oldugu goriilmiistiir (p<0.005). Elaz1g da yetisen semizotu
orneklerinin metal selatlama 6zelliklerinin en fazla (50,57%0,07), kiiltiir ortaminda
yetistirilen semizotunda ise en diisiik oldugu (3,85+0,03) goriilmiistir (p<0.005). Hidrojen
peroksit giderme aktivitesi ise Diyarbakir’da yetisen semizotu Orneklerinde en fazla
(35,78+0,23) iken, kiiltiir ortaminda yetisen semizotu ekstratlarinda ise en disiik (22,39
+0,24) olarak bulunmustur (p<0.005).

Anahtar Kelimeler: Semizotu, Portulaca Oleracea L., Toplam Fenolik Madde, DPPH,
H,0, Giderme, Metal Selatlama.
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SUMMARY

In-Vitro Determination of Antioksidative Capacity of Culturaly Grown and
Wild Purslane (Portulaca Oleracea L.) in Different Regions

In this work, antioxidant activity of purslane (Portula Oleracea L.) grown in four different
regions, Elazig, Diyarbakir, Mardin Batman, and cultivated in Elaz1ig were studied
Antioxidant properties of samples analysed by different methods and results were
compared. All the samples were collected fresh and dried under shed. Then the extract of
(water, ethanol and acetone) investigated for the total phenolic substance, DPPH
scavenging activity, H,O, scavenging activity and metal chalets capacity. Analysis were

performed by UV-Visible spectrophotometer.

It was found that, total phenolic compound is the least in ethanol extract of purslane while
highest in acetone extract. In addition, total phenolic compound is found to be the least in
cultivated purslane (1,70£1,44) while the highest grown in Diyarbakir (8,38+0,83)
(p<0.005). DPPH scavenging activities of purslane found to be the highest grown in
Batman (16,1+2,27) while least in cultivated (3,28+0,88) in Elazig (p<0.005). In general,
DPPH scavenging activities purslane is the highest in low concentration of extracts. With
the increasing concentration of purslane extracts, DPPH scavenging activity seems to be
decreasing. When metal chelating properties of purslane extract were compared, the one
grown in Elaz1g (50,57+0,07) was the highest chelating capacities, while the least metal
chelating capacities was found to be the cultivated (3,85+0,03) purslane (p<0.005).
Hydrogen peroxide scavenging properties measured to be highest in purslane grown in
Diyarbakir (35,78+0,23), on the other hand least in grown cultivated purslane (22,39
+0,24) (p<0.005).

Keywords : Purslane, Portula Oleracea L., Total phenolic substance, DPPH scavenging

activity, H,O, scavenging activity, metal chelating capacity.
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1. GIRIS

Viicutta, fizyolojik olaylar sirasinda ya da ¢evresel etkenler sebebiyle dis
orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunan, oldukca yiiksek aktiviteye sahip, kisa
omurlu reaktif molekuller meydana gelir. Bu molekiller organizmada strekli bulunur ve
lipitler, karbonhidratlar, proteinler gibi viicudun organlarinda rahatlikla reaksiyona
girebilirler. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri denilen bu tanecikler, solunum
enzim reaksiyonlar1 gibi hayati faaliyetler sirasinda endojen kaynakli olabildigi gibi hava
kirliligi ve UV (Ultraviyole) 1sinlar gibi etkenler ile radyasyonda olusumlarinda etkilidir
(Young ve Woodside, 2001).

Serbest radikaller arasinda siiperoksit (@O;’), hidroksil (¢ OH) ve singlet oksijen
(0O,) yeralir. Ayrica radikal 6zellik gostermeyen hidrojen peroksit (H,O;) ve peroksinitrit
(ONOQO") de bu gruba dahil edilir. Bu maddelerin hepsi birden “reaktif oksijen tirleri
(ROT)” seklinde tanimlanirlar. Vucutta siirekli var olan serbest radikaller etkisiz hale
getirilmezse hiicre membranina zarar verip hiicreleri 6ldiirme boyutunda sikintilara yol
acabilir. Ayrica DNA (Deoksiriboniikleik asit)’ da kirilma ve mutasyon olusmasina zemin
hazirlayabilir ve bagisiklik sistemi i¢in de ciddi sorunlar olusturabilirler (Serteser ve Gok,
2003). Bu yiizden serbest radikaller dolagim sistemi, immiinite, gastrointestinal sistem ve
gorme ile ilgili pek ¢ok hastaliktan sorumlu tutulurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

ROT’ larin varolusu ile organizmanin viicutta bazi tepkimelerle olusan zararli
maddeleri etkisizlestirme veya meydana gelen sorunlar1 giderme arasinda olusan
dengesizlige oksidatif stres denir. Oksidatif stres tiim canlilarda gozlenebilir. Insan
viicudunda ¢esitli kalp damar hastaliklari, diyabet, sinir dejenerasyonu (Alzheimer ve
Parkinson hastaliklar1 gibi), hiicre yipranmasi ve yaslanma, kikirdak iltihabinda, solunum
yolu hastaliklari, Down sendromu ve kanser gibi hastaliklarin olusumunda oksidatif stresin
etkisi oldugu belirtilmektedir (Gardes-Albert ve dig., 2002).

Reaktif oksijen tiirleri gidalar bakimindan ele alindiginda saklanmalar sirasinda
olusabilen 6nemli bir sorun ortaya ¢ikmaktadir ki o da lipit peroksidasyonudur (Senkoyli,
2001). Oksidasyondan ileri gelebilecek hasarlar1 6nlemek adina bazi gida maddelerine
antioksidanlar ilave edilmektedir ve bu antioksidanlar genellikle sentetik seklinde

olmaktadir.



Antioksidanlar ROT olusumunu ve bunlarin verebilecekleri hasar1 kontrol altinda
tutmak icin viicutta bulunmasi gereken maddeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Antioksidanlar endojen sekilde bir savunma mekanizmasi olarak viicutta bulunurken ayni
zamanda dogal gidalarla, katki maddesi olarak igerisinde antioksidan kullanilan gidalarla
ve ilaglarla da eksojen olarak viicuda alinabilmektedir.

Viicuda eksojen sekilde alinan antioksidan kaynaklari oldukga ¢esitlidir. Bunlar
arasinda fenolik bilesiklerce zengin, dogal meyve ve sebzeler 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bazi caligmalar bitkisel besinlerin ROT’ lara karsi viicuda fayda getirdigi ve bu
faydalarinin yapilarinda barindirdiklart natiirel maddelerden ileri geldigini vurgulamistir
(Halvorsen ve dig., 2002).

Giiniimiizde, ozellikle yag ve yag iceren gidalarin igerisinde toluen ve anisolin
biitillenmis hidroksi tirevleri (BHT ve BHA) kullanilmakta, bu maddelerin de sentetik
olmasindan 6tiirii baz1 sakincalar1 olabilmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar bu maddelerin
de karsinojenik olabilecegi yoniinde bazi bulgular rapor edilmistir (Ito ve dig., 1986).
Dogal yollarla alinabilecek antioksidanlarin ¢ok daha giivenli ve saglikli olacag1 goriisii
tiikketici ve tireticileri bu alternatif iizerine daha ¢ok yogunlastirmistir.

Bu sebeplerden otiirli semizotu gibi ¢ig yenebilen, salatalara ilave edilen veya
haslanarak da yenilebilen bir bitkinin antioksidan 6zelliklerinin arastirilmasi 6nem teskil
etmektedir. Bu ¢alismada dogada ¢ogu zaman kendiliginden yetistigi gibi kiiltiir ortaminda
iiretimi de kolaylikla yapilabilen semizotu iizerinde galisma yapilmistir. Uzerinde daha
once yeterince calisilmamis olan semizotu farkli yontemlerle analiz edilerek yapisindaki
antioksidan o6zellikler arastirilmistir. Semizotu farkli yorelerden temin edilerek, etanol,
aseton ve su ekstraktlar lizerinde toplam fenolik madde tayini, demir selatlama, H,O, ve
DPPH  (1,1-difenil-2-pikril  hidrazil) giderme aktiviteleri standart maddelerle

karsilastirilmistir.

1.1. Serbest Radikaller

Yoringelerinin en ylksek enerji bolgesinde eslesmemis elektron iceren kimyasal
yapilara serbest radikaller tanim1 yapilir (Mercan, 2004). Bu eslesmemis elektronlar atom
veya molekullin Uzerine her biri icin bir nokta konularak ifade edilir. Yo6rungelerindeki

elektronlart eslesmis atom ve molekiiller kararli yapiya sahiptir ve yeni bag olusturma



istekleri azdir. Ancak serbest radikaller eslesmemis elektron bulundurdugundan oldukca
aktif ve kararsiz maddelerdir.

Serbest radikaller baslica 3 yolla olusurlar:
1. Kovalent baglarin homolitik kopmasiyla; molekiildeki bagin kopmasiyla her bir

tanecikte elektronlardan biri muhafaza edilir.
KiL—-K + L

2. Molekulden elektron kopmasiyla: hiicresel antioksidanlarin radikal tiirlere elektron

vererek onlari indirgerken kendilerinin radikal olugturmasi gibi.
XY-X +Y
3. Molekule e” eklenmesiyle: oksijenin peroksit radikalini olusturmasi gibi:

Xo + le- — X5
(Cheesman ve Slater, 1993; Wu ve Cederbaum, 2003)

Serbest radikaller canlilarda daha ¢ok elektron transferi ile meydana gelir. Canli
fizyolojisine asil zarar verenler oksijen radikalleridir. Bazi d blogu metallerinin (Cu®,
Fe3+, Mn2+, M05+...V.b.) kimi oksidasyonlarin olusumuna yardimeci olmalarindan o&tiiri
viicuda zararli etkilerinin olabileceginden soz edilir (Akkus, 1995). Elektron transferi
biyolojik dongiiniin devami i¢in ¢ogu zaman gereklidir ancak belirli sinirlar dahilinde

gerceklesmesi gerekir. Bu elektron transferi antioksidanlar durdurana kadar devam eder.
1.2. Oksidatif Stres Ve Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin durdurulmasi bir denge sistemi
olusturur. Bu denge diizgiin calistigt miiddetge vicut serbest radikallerden negatif
etkilenmez. Oksidatif dengesin serbest radikaller lehine bozulmasi sonucunda ise oksidatif
stres meydana gelir. Bu denge bozulmasi antioksidan yetersizligi ya da serbest radikallerin
artmasi sonucunda olabilir (Serafini ve Del Rio, 2004; Hermes-Lima ve Zenteno-Savin,
2002) .



Serbest radikal olusumu bazi fizyolojik olaylar ic¢in gereklidir. Ancak serbest
radikallerin gereksiz ve fazla miktarda olusmasindan ileri gelen oksidatif stres sonucunda
hiicrede DNA, proteinler, enzimler, lipitler ve karbonhidratlarin tizerinde zararli etkiler
olusmasi s6z konusudur. (Song, 2004; Nordberg ve Arner, 2001).

Oksijen molekiilii 6zellikle oksijenli solunum yapan canlilarin solunumunda rol
oynamasi nedeniyle vazgecilemez éneme sahiptir (Thurnam, 1990; Erenel ve ark. 1992).

O, yapisinda bulunan eslenmemis ve spin kisitlamasina sebep olan iki elektron
nedeniyle diradikal olarak adlandirilir ve radikal olmayan maddelerle yavas tepkimeye
girerken radikallerle oldukga rahat reaksiyona girer (Akkus, 1995; Mates, 2000).

Viicuda giren oksijenin ¢ok biiylik bir miktar1 enzimatik reaksiyonlarla suya
dontistiirtiliir, az bir miktar ise elektron eklenmesi sonucu reaktif oksijen tiirlerine doniisiir
(Unlii ve Akaya, 1999; Barnes, 1990; Wickens, 2001).

Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda her bir elektron alis1 sonucunda farkli reaktif
oksijen tiirleri meydana gelir. Bunlar sirasiyla siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalidir. Ardindan alinan elektron ile de su meydana gelir (Wickens, 2001;
Halliwell ve Guttendge, 1984).

O, + elektron — *Oy
*0, + elektron — H,0,
H,0, + elektron — OH®
OH® + elektron — H,0

ROT, oksidatif streste oldugu gibi yiiksek dozlarda hiicresel zararlara yol acar
(Martin ve Barret, 2002).

Reaktif oksijen turleri oksidan ve mutajen 6zelliktedir ve bu metabolizma yan
triinleri proteinler vb. makromolekiiller iizerinde zararli etkileri oldugu gibi hiicrenin
Oliimiine neden olarak kronik hastaliklar da baslatabilir (Kazang, 1997).

Serbest oksijen radikallerinin, kimyasal maddelerle tepkimeleri, bazi metal
toksisitesi, bobrek toksisiteleri, karaciger lezyonu, bdbrek iltihaplanmasi, karaciger
enfeksiyonu, E vitamini ihtiyaci, hiicre yikimi, solunum yolu sikintilari, damar sertlesmesi,
pankreas iltihabi ve romatizmal bir ¢ok saglik sorununun {iizerinde etkisi bulundugu
sdylenmektedir(Cross ve dig., 1987; Ozdem ve Sadan, 1994).



Bu oksijen metabolizmast {iriinlerinin uzaklastirilmast enzimatik ve enzimatik

olmayan mekanizmalarla denetim altinda tutulmaktadir (Wickens, 2001).

Serbest radikallerin ekzojen kaynaklari

Bunlar arasinda bazi ilaglar ve kimyasal igerikli besinler ile Fe, Cu, Cd, Ni, Cr, Hg
gibi metallerin iyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica hava kirliligine neden olan toz (elemental),
O3, CO, baz1 s1v1 ve ¢ozliculer, SO, gibi maddeler ile mordtesi 1sinlar, x 1sinlari, gamma
radyasyonu sayilabilir (Abdollahi ve dig., 2004).

1.2.1. Stiperoksit (*05)

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliiniin distaki iki orbitalinde bulunan
eslenmemis ve ayni yonde spini olan iki elektronundan birinin disaridan baska bir
elektronla eslesmesi durumunda meydana gelir (Fridovich, 1975). Siiperoksidin oksijen
toksisitesi ajant oldugu ve detoksifikasyonundan siiperoksit dismutaz enziminin sorumlu
oldugu ileri siiriilmiistiir (Erenel, 1992). Bu anyon fazla aktif olmamasina karsilik hicre
zarmin transport 6zelligini olumsuz etkiler (Nordberg ve Arner, 2001).

Baslica olusum mekanizmalar1 asagidaki gibi siralanabilir (Sies, 1991; Halliwell,
1994):

1- Yiikseltgenme ozelligine sahip bazi molekiillerin (hidrokarbon, katekolamin gibi)
oksijene elektron vermesi
X+0; - X" +°0;
2- Baz1 enzimlerin (dehidrojenaz, oksidaz gibi) kullanildig: reaksiyonlar
3- Molekiiler oksijene e tasiyicilarindan (koenzim A-CoA gibi) elektron aktarilmasi

4- Gegis metal iyonlarinin bir derece daha yiikseltgenmesi

Fe"/Cu” + O, — Fe™/Cu*? +°0,
Stiperoksit gecis metallerini indirgeyebilmesi ve H2O; kaynagi olmasindan otiirii
onemlidir ve kendi basina ¢ok zararh bir oksidan degildir. Kinetik ac¢idan yavas olmas1 ve
ilimhi reaktivitesinden dolayr m1 yoksa kendiliginden mi hiicre hasar1 yapabildigi sorulari

arastirmacilar tarafindan sorulmustur.



Slperoksit anyonlar1 hidrojen iyonuyla birleserek hidrojen peroksit ve oksijen
molekiiliini olusturur (Nodberg ve Arner, 2001; Erenel, 1992).

2 .02- + H+H — 05+ H,05
1.2.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit temel olarak aerobik hiicrelerde bulunan oksidaz enzimlerin ve
biyolojik molekiillerin invivo etkisiyle e, p*(H") veya H; transfer edilmesi sonucu olusur.
(Murray ve dig., 1996; Erenel, 1992; Isbilir, 2008; Ardag 2008)

XHs; + O, — H,0, + X
O, +2¢e + 2H" —H,0,
.02- +e +2H" —H,0,

Ayrica hidrojen peroksit olusturan farkl: bir reaksiyon dismutasyon reaksiyonudur.
2°0; + H+H" = 0.+ H,0;

H,O; bilesiklerin ¢ogunu oksitleyebilme ozelligine ssahiptir. Fenton reaksiyonu
yoluyla bir ¢ok bilesigi oksidasyona ugratabilir (Winterbourn, 1995).

H,0; radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri arasindadir. Bunun en
onemli sebebi; Fe™ gibi metallerin bulundugu kosullarda, Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 ile reaktiflik diizeyi en yiiksek ve en tehlikeli olan hidroksil radikaline

doniismesidir.

Fe*? + H,0, —Fe*® + OH + OH*® Fenton reaksiyonu
(Erenel, 1992)

*0; + H,0, — OH® + OH™ + O, Haber-Weiss Reaksiyonu
(Fridovich, 1997; Nordberg ve Arner, 2001; Deaton ve Marlin, 2003)



1.2.3. Hidroksil (OH*)

Oksidatif strese en olas1 toksik reaktan olarak goriilmektedir. Asir1 derece reaktif
olup ¢ok hizli bir sekilde hem diisiik hem de yiiksek molekiil agirlikli bilesikleri hasara
ugratabilir ve degistirebilir (Erenel, 1992). Bulunan en zehirli radikal maddedir. Ayrica
neredeyse tiim organizma molekullerini oksitleyebilir (Fantel, 1996).

Fenton Reaksiyonu, Haber-Weiss Reaksiyonu ve H,O’ nun radyoaktif ortamda
isinlardan etkilenmesi ile iyonize olmasi sebebiyle olusur (Cheesman ve Slater, 1993;
Halliwell, 1999; Song, 2004).

H,0 — H® + OH®

1.2.4. Singlet Oksijen (*O,)

Canli organizma iginde reaksiyonlarla olusabildigi gibi bilirubin ve retinal
pigmentlerin aydinlik ortamda oksijenle tepkimesinden de olusabilir. Ayrica bazi
metabolizma sorunlarinda olusdugu da bildirilmistir. Serbest radikallerin reaksiyonlarinda
rol oynar. Bu reaksiyonlarda ortaya ¢ikabilir yahut tepkimelerin olusmasina neden olabilir
(Bast ve dig., 1991; Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Radikal olmamasina kargin yiiksek reaktiviteye sahip olan singlet oksijen,
molekiiler oksijenin enerjisini artirmast sonucunda olusur. Enerjisi artan oksijen
ortaklanmamis elektronlarindan birini farkli bir orbitale tasir veya spin yoniinii degistirir.
Bu sayede molekiiler oksijene gore spin kisitlamasi da olmayan bir reaktif oksijen tiri
olan singlet oksijen olusur (Isbilir, 2008).

Iki farkli sekilde tanimlanir. Delta singlet oksijenin yar1 omrii kendisinden daha
diisiik enerjiye sahip sigma singlet oksijene gore daha uzundur (Cotton ve Wilkinson,
1988).

0:0:|f f-0:0-
A0, 'z 0,

Singlet Oksijen (102)



1.2.5. Hipoklorik Asit (HOCI)

Kuvvetli oksitleyici 6zellige sahiptir. Cogu organik bilesigi rahatlikla oksitleyebilir.
(Korthuis ve dig., 1993).

1.2.6. Nitrik Oksit (NO®)

Vazodilator 6zellik gosterebilecek bir madde olmaktadir ve ayn1 zamanda dolagim
ile bobrek sorunlarmin birlikte goriildiigii hastaliklarda etkisi oldugu diigtiniilmektedir
(Tirkay ve dig., 2004).

Organizmada yaygin sekilde olusabilir. Ancak yar1 omrii oldukca kisa olan bir
radikaldir. Olusumu sirasinda enzimler rol oynar (Moncada ve dig., 1991).

Hemen hemen tim fizyolojide bulunmaktadir. Hiicre zarlarindan rahatlikla transfer
olabilen, akcigerler i¢in onemi olan bir maddedir. Bunun yaninda superoksit radikali bu
maddeyi inaktive edebilmektedir. (Ozkan ve Yiksekol, 2003).

1.2.7. Diger Radikaller

Hidroksi Peroksil (ROO®), Alkoksi (RO®)yine bir radikal olan organik peroksitlerin
(ROOH?®) yikimu sirasinda olusan oksijen merkezli radikallerdir. Tiyil (RS®), Azotdioksit

(NO3®) radikal maddeler arasinda gosterilir.

1.3. Serbest Radikal ve ROT Kaynaklari

Dogal kaynakli radikaller: Bu radikaller hicre iginde elektron tasinmasi
mekanizmasi esnasinda olusur.

Haber-weiss ve fenton reaksiyonlari: Oksidatif stres durumunda, H,O, ve Oy,
Fe* veya Cu*? gibi gecis metalleriyle Hidroksil radikalini olusturabilir. Buna haber-weiss
reaksiyonu denir.

Fe'? iyonunun hizli bir sekilde H,O, ile verdigi tepkime ise Fenton tepkimesidir ve
yine en tehlikeli radikal olan hidroksil olusur.

Ksantin Oksidaz: Endotel hiicresinde 6nemli bir serbest radikal kaynagidir.



Katekolaminler: Sempatik sinir sisteminden salgilanan noradrenalin, mono amin
oksidaz tarafindan yikilirken oksijen kullanildigindan H,0,°* veya HO® yan (riin olarak

olusmaktadir. Bu sekildeki olusumlar ¢ok az miktardadir.

1.4. Serbest Radikallerin Fizyolojik Etkileri

Serbest radikaller ¢ok aktif maddelerdir ve viicuttaki sistemler tarafindan etkisiz
hale getirilmezlerse protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi énemli komponentlerde
hasara neden olabilmektedirler. Bu etkinin biiyiikliigline gore sonu¢ da daha 6nemli ve
tehlikeli bir fizyolojik etkiyle kendini gosterir.

1.4.1.Protein Merkezli Etkiler

Kikdrt (S) muhteva eden aminoasitler ve pi bagi iceren aminoasitlerin (triptofan,
tyrozin, fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonuyla kalici
farkliliklar ortaya c¢ikar. Reaksiyon verme istegi, bu aminoasitlerle iliskili enzimler
(papain, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi), radikallerle etkilesince inhibe hale
gelirler. Aktifligi oldukga yiiksek hidroksil radikalleri, peptid baglarda hidroksilasyona yol
acarak hasar verirler (Akpoyraz, 1995).

Serbest radikallerle proteinlerin etkilesimi esnasinda karbon merkezli organik
radikaller ve stlfir radikalleri meydana gelir. Bahsedilen tepkimeler sonrasi albimin ve
immunoglobin G (IgG) gibi disiilfit bag1 igeren proteinlerin tersiyer kimyasi degisir.
Hemoglobin iceriginde bulunan ferro demir (Fe*?) oksitleyici maddelerle yikseltgenme
acisindan istekli oldugundan, oksijen tasimayan methemoglobin meydana gelir (Murray ve
dig., 1996).

Serbest radikaller proteinlerde baslica; aminoasit yapisinda degisim, protein
pargcalanmasi, yi8ilmas1 ve ¢apraz baglanmalar seklinde de tanimlanabilir (Erenel ve dig.,
1992).



1.4.2. Lipid Merkezli Etkiler

Lipitler serbest radikal hasarlarmna g¢ok duyarli biyolojik molekullerdir. Hicre
zarlarindaki ve besinlerdeki kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle rahatlikla tepkime
verirler ve lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan tirtinler olusur. Membran
lipitleri en hassas olan lipitlerdir (Erenel ve dig., 1992; Akpoyraz, 1995).

Lipid peroksidasyonu 6zellikle *OH’in, hiicre zarmda ihtiva edilen ¢oklu doymamis
yag asitlerindeki (PUFA) konjuge ¢ift baglardan bir H atomu ¢ikarmasiyla baglar. Boylece
yag asidi zinciri bir lipid radikali (L*) 6zelligine biirtiniir. Molekdil i¢i bir bigimlendirme ile
daha kararli haldeki konjuge dienler meydana gelir. Oksijenli ortamda, konjuge dienin
molekiiler oksijenle tepkime vermesiyle lipid peroksil radikalleri (LOO®) meydana gelir.
LOO® membran igerigindeki diger ¢oklu doymamus yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid
radikallerinin (L*) meydana gelmesine sebebiyet verir. Peroksil radikali de agikta kalan
hidrojen ile birleserek lipid peroksitleri (LOOH) olusturur. (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Radikalik tepkimenin sonucunda malondialdehit (OHC-CH2-CHO), aldehit,
karboksilli asit, alkol kimyasal maddeleri ortaya ¢ikar (Akpoyraz, M., 1995).

1.4.3. Karbonhidrat Merkezli Etkiler

Fizyolojik pH ve 1sida glukoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu ile H2Op,
peroksitler ve okzoaldehitler olugabilir. Karbonhidratlarin proteine baglanmasi (glikasyon)
proteinlerin serbest radikal saldirisina duyarliligini artirmaktadir (Erenel ve dig., 1992).

Okzoaldehidlerin  deoksiriboniikleik asit, ribontkleik asit ve aminoasitlere
katilabilme ve aralarinda ¢apraz bag yapabilme yeteneklerinden dolay1 kanser hastaliklari

ve yaslanma etkilerinde rol oynadiklari diisiniilmektedir (Thornaley ve Vasak, 1985).

1.4.4. DNA Merkezli Etkiler

Radyoaktif 1ginlar organizmada anyon, katyon, serbest radikal ve yiksek enerjili
molekdllerin meydana gelmesine yol acar. Serbest radikaller arasinda 6zellikle hidroksil
radikalleri, DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla tepkime verme
istegine sahiptir ancak DNA bu radikallere karsi enzimatik ve geometrik sekil olarak

oldukga iyi korunmustur (Akpoyraz, M., 1995).
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1.5. Antioksidanlar

Vicutta karsinojenlerin, ilaglarin, ksenobiyotiklerin ve radikallerin etkilerine karsi
hicreleri koruyan maddelere antioksidanlar denilmektedir. Bu maddeler ve sistemler
hiicrelerde olusan serbest radikal iirlinlerinin zararsiz Seviyede tutulmasini ve oksidatif

hasarlarin olugsmasini engeller. Dogal ve yapay olarak ikiye ayrilan bu maddeler, kendi

elektronlar ile radikallerle etkilesirler ve kendileri radikal hale doniismezler.

Antioksidanlar etkilerini serbest radikal olusumunu engelleyerek ya da olusmusg
olan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek gosterirler. Olusumu engellerken dogal olarak
reaksiyonun baslamasinda rol oynayan reaktifleri, oksijeni veya katalitik etki yapabilecek
metalleri etkisiz hale doniistiiriir. Var olan serbest radikallerde ise, radikali baska bir

maddeye doniistiirerek ya da zincir reaksiyonunu bozarak, koruma etkilerini gosterirler.

(Hermes-Lima ve dig., 2001).
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1.5.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar i¢in enzimatik olan ve enzimatik olmayan seklinde iki farkli
siniflandirma yapilabilir. Aymi sekilde enzimatik olmayan antioksidanlar da dogal ve
sentetik seklinde siniflandirilmistir.

Enzimatik sistemler iginde, hiicre etkili olarak bakildiginda, birinci grup
antioksidan enzimler olarak stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon proksidaz (GSH-Px)
karsimiza g¢ikmaktadir. Bunlarin disinda dolayli olarak savunma sisteminde bulunan
glutatyon redtiktaz (GSH-RD) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimlerinden de
s0z edilir ve bunlara ikinci grup antioksidan enzimler adi verilmektedir. Enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemlerinde ise baslica glutatyon (y-glutamil-sistein-
glisin), drik asit, albimin, Vit-A, Vit-C, Vit-E, melatonin, bilirubin vb.” dir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

1.5.2. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

Tim islem sonunda kendileri degismeden reaksiyon hizini artiran protein
yapisindaki katalizor maddelere enzim denir. Ayrica enzimler metabolik olaylar1 gerekli
oldugu sekilde yonlendirirler ve birgok biyokimyasal reaksiyon enzimlerin varliginda
gerceklesir. Enzimatik sekilde etki eden antioksidanlar ve savunma sistemleri birbirinden

farklilik gosterir.

1.5.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Slperoksit dismutaz bir metalloenzimdir ve slperoksit radikallerinin hidrojen
peroksit ve molekuler oksijen olusturmasini katalizler. Ayrica lipit peroksidasyonu inhibe
etme Ozelligine sahiptir (McCord ve Fridovich, 1969).

Reaksiyon sonucu superoksite gore daha az aktif olan hidrojen peroksit
olugmaktadir ancak sdzkonusu olan yine bir toksik {iriin oldugundan dolayr bunu da
tilkketmek icin baska enzim sistemleri rol alir. Siiperoksit dismutazlar 3 onemli sekilde
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan biri Cu-Zn, digeri Mn ve lglinciisii de Fe gegis

metallerini merkezinde tasirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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1.5.2.2. Katalaz

Degisik konsantrasyonlarda bulunan ve 6zellikle H,O,’ yi pargalama da onemli bir
rol oynayan bir hemproteindir. H,O,, *OH" olusumunda (Fenton reaksiyonu) énemli rol
oynadigindan oldukga tehlikeli bir maddedir. Bu yiizden hiicrelerde bir hasara yol agmadan
parg¢alanmasi da 6nemlidir (Cheung ve dig., 2001).

2 H,0O, — O, + H,0O

Ayrica peroksitatif etkisiyle metanol ve etanol gibi alkolleri aldehitlere de

yiikseltgeyebilir (Aydin ve dig., 2001).

AH, + H,O, — A + 2H,0

1.5.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px ), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
sitozolik bir enzimdir. Eritrositlerde oksidatif stresi engelleyen ¢ok énemli bir antioksidan
olup hiicrelerde de 6nemli etkileri s6z konusudur (Lunec, J., Blake, D.1990).

Katalaz ile birlikte, hiicrenin farkli yerlerinde bulunmalarindan &tiirii, H2O2’ nin
tilketilmesini saglarlar. Asirt hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (y-glutamil-sistein-
glisin) okside glutatyona (GSSG, glutatyon distlfiir) oksidasyonunu katalize ederken,
hidrojen peroksiti de suya doniistiiriir (Demirsoy ve dig., 2003).

H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0
Selenyuma bagli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere iki c¢esidi vardir.
Selenyuma bagli olan H,0O,’ yi de metabolize ederken, selenyumdan bagimsiz olan sadece

lipid hidroperoksitlerini metabolize eder (Isbilir, 2008).

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H;0
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Glutatyondisilfur (GSSG), GSH-Red enzimi sayesinde yeniden GSH (Glutatyon)’a
doniistir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

1.5.2.4. Glutatyon Rediktaz (GSH-Red)

Glutatyon rediiktaz, dimerik bir yapida olan, sitozol ve mitokondride yer alan bir
enzimdir (Halliwell, 1994). Glutatyon peroksidaz enzimiyle H,O, nin pargalanmasi sonucu
olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar Glutatyona (y-glutamil-sistein-glisin)

doniistiiriilmesini saglar. (Hermes-Lima ve dig., 2001).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

1.5.2.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-s-transferaz iki protein alt biriminden olusur ve degisik versiyonlar
vardir. Ozellikle ksenobiyotikler denen yabanci maddelerin metabolize edilmesini ve
detoksifikasyonunu saglarlar. Ayrica, baslica arasidonik asit linoleat hidroperoksitleri
olacak sekilde lipid peroksitlere karsi selenyumdan bagimsiz Glutatyon peroksidaz

aktivitesi gosterirler (Akkus, 1995).

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

1.5.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

a) Karotenoidler ve Vitamin A: Karotenoid grubu maddeler meyve, sebze ve
cigeklerde yaygin olarak bulunur. Ayrica bazi hayvanlarda ve yosunda da bulunan sari,
turuncu ve kirmizi renkte dogal pigmentlerdir (Baysal ve Ersus, 1999). Antioksidan
etkileri, yapisindaki konjuge cift baglari sayesindedir. Karotenoidler arasinda en sik
karsilagilan1 B-karotendir. f-karoten, A vitamininin metabolik 6n maddesidir. Cok guglu

bir singlet oksijen yok edicisi olan B-karoten hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri ile
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tepkime vererek lipit peroksidasyon reaksiyon zincirini engeller. f-karotenin agik zincirli

analogu olan likopen karotenoidler arasindaki en etkili singlet oksijen tutucudur (Stahl ve

Sies, 1999).

Sekil 1.2. Likopenin agik formiilii

b) Vitamin C (askorbik asit): Insan viicudu L-glukonolakton icermedigi ve
sentezleyemedigi icin diyetle alinan bir essansiyel vitamindir. Kuvvetli indirgeyici
ozelliginden dolay1 6nemli bir antioksidandir.

Askorbik asit superoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip
dehidroaskorbikasidi (DHA) olusturur (Erenel ve ark).

AA +2H" + 2°02- — 2H,0, + DHA

Ayrica koroner kalp hastaliklarinda, safra asidi olusumunda, noradrenalin
sentezinde, demir emiliminde, bagisiklik ve yara iyilesmesinde de rol oynadigi,
antioksidan 6zelligi disindaki bazi metabolik fonksiyonlari da mevcuttur (Adam ve dig.,
2013).

¢) Vitamin E (a-tokoferol): a-, B-, 8-, Y-tokoferol olarak bilinen maddelerin genel
adidir. a-tokoferol en fazla bulunan ve biyolojik aktivitesi en fazla olan tokoferoldur.
Vitamin E hicresel ve sub-selliler membran fosfo-lipitlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonuna kars1 ilk savunma hatt1 olusturdugundan ¢ok Onemli bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir (Adam ve dig., 2013).

a-tokoferol, peroksil ve alkoksil radikalleri bir yag asidiyle birlesmeden zincir
reaksiyonu keser ve kendisi zayif bir radikale doniiserek peroksidasyonun zincir
reaksiyonunu kirmig olur (Erenel, 1992). Olusan radikal zayif oldugu igin peroksidasyon
sonlanir.

ROO* + XH — ROOH + X*
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d) Bilirubin: Bilirubin siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir. Lipid
peroksidasyonunda antioksidan olarak gorev yapar ve albiimine bagli yag asitlerinin
peroksidasyonunu énleyebilmektedir (Cavdar ve dig., 1997).

e) Albumin: Dolasimdaki baslica ve en oOnemli antioksidandir. HOCI ’nin

giderilmesinde 6zellikle rol oynar (Halliwell ve dig., 1992; Soriani ve dig.,1994).

f) Urik Asit: Onceleri bobrek tast olusumunda rol oynayan ve gut artridine neden
olan bir madde olarak bakilan iirik asidin daha sonralar1 6nemli bir antioksidan oldugu
kabul edilmistir. Urik asit singlet oksijeni, oksijen radikallerini ve peroksinitriti gideren
ayrica gec¢is metallerinin selatlanmasinda rol oynayan bir antioksidandir. Plazma
konsantrasyonunda bulunan {irat, plazma antioksidan kapasitesinin yaklasik yarisini

olusturmaktadir (Watanabe ve dig., 2002; Parmar, 2009; Spitsin ve dig., 2002).

g) Melatonin: Melatonin aydinlik ve karanlik ile ilgili doniisiimleri canli
fizyolojisine yansitarak organizma fonksiyonlarnin dogru ¢alismasinda rol oynar. Endojen
bir hormon olan melatonin bu déngu sayesinde vicudun ginluk biyolojik saatini diizenler
(Arendt ve dig., 2005; Schultz ve Steimer, 2009).

Melatonin hidroksil radikalini yoketme ozelligi vardir (Akkus, 1995; Tan ve dig.,
1993).

Melatoninin hidroksil radikali Gizerine etkisi glutatyondan, ROO® iizerine etkisi ise
E vitamininden daha yiiksektir. Ayrica peroksil radikali iizerindeki azaltici etkisi de,
tartismal1 olmakla beraber, E vitamini ile karsilastiriimaktadir (Reiter ve dig., 2000; Pieri

ve dig., 1994)

h) Glutatyon: Organizmadaki tum hicrelerde bulunan glutatyon (GSH),
antioksidan olarak 6énemli rollere sahiptir. GSH kendisi hidroksil ve singlet oksijen gibi
radikalleri tutucu Ozellik gostermesi yaninda antioksidan enzimlere de substrat gorevi
gorir. Ozellikle glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin reaksiyona
girmeleri adina biyik 6neme sahiptir (Altinisik, 2000).

GSH’ un antioksidan gorevi, yapisindaki tiyol sayesindedir. Bu sayede antioksidan
ozelligi gosterirken ayni zamanda —SH gruplar1 sayesinde protein ve enzimlerin inaktive

olmasini da engeller (Murray ve dig., 1993; Burton, 1994).
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i) Polifenolik Bilesikler: Yapilarinda hidroksil grubu iceren aromatik maddeler
fenol grubundadir. Pek ¢ok poli fenol yapisinda birden fazla hidroksil grubu igerir.
Polifenoller, reaktif oksijen tiirleri ve lipit baglarmi kiran radikalleri, selatlanarak
siipiirebilen antioksidanlardir ve kimyasal aktiviteleri antioksidan o6zelliklerinin bir
oOl¢iitiidiir. Fenolik asitler ve Flavanoidler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Gallik asit ve
katesin 6nemli polifenolik maddelerdendir (Pellegrini ve dig., 2009; Ratnam ve dig.,
2006).

Polifenoller antioksidan olarak énemli bir yere sahiptirler. Hidroksil, superoksit,
lipit peroksil ve lipid alkoksil iizerinde siipiiriicii etkisi vardir. Ozellikle yapilarindaki —OH
sayist kimyasal ozelliklerinde etkilidir ve bazi kosullarda Vitamin E ve C’ den daha fazla

antioksidan 0zellik gosterdigi tespit edilmistir (Rice-Evans ve dig., 1997).

i) o-lipoik Asit: Alfa lipoik asit (ALA) vicutta sentezlenebildigi gibi eksojen
olarak bazi yiyeceklerde de bulunan bir maddedir. Bitkiler i¢inde en fazla 1spanak, brokoli
ve domates lipoik asit igerir. Viicutta ise en fazla bobrek, kalp ve karacigerde bulunur
(Kramer, 2001).

Lipoik asit ve formlar1 siiperoksit, hidroksil ve peroksil radikalleri ile singlet
oksijen gibi maddelere karsi etkilidir. Ayn1 zamanda vitamin E, vitamin C ve glutatyon ile

birbirlerini etkileyerek membranlari korur (Packer ve dig., 1995).

k) Biitillenmis Hidroksi Anisol Ve Biitillenmis Hidroksi Toluen:
Biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) besinlerle
oksidasyon oOnleyici olarak kullanilan sentetik maddelerdir. Bu fenol tiirevleri serbest

radikallerle tepkime verirler.

1.6. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlari

Tek bir yontemle belirlenen antioksidan 6zellikler bir kaniya varabilmek i¢in yeterli
olmayacaktir. Bu yiizden “aktivite” tanimlamasi yerine elde edilen verileri “kapasite”
seklinde tanimlayarak kullanmanin daha dogru olacag belirtilir (Koleva ve dig., 2002).

Antioksidan kapasitesini 6l¢iminde simdiye dek oldukga fazla sayida yontem
gelistirilmistir. Bu yontemlerde genel olarak, antioksidan aktivite (AOA) ile reaksiyon

kinetigi orani iligkilendirilirken, antioksidan kapasite (AOK) ile reaksiyon termodinamigi
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belirlenebilir. Bu yontemler arasinda en genis kabul goren siniflandirma sekli hidrojen
atomu transfer (HAT) temelli ve elektron transfer (ET) temelli analizlerdir (Ozyiirek ve
dig., 2011).

HAT- ve ET- temelli metotlar, 6l¢timii yapilacak ornek maddenin koruyucu
antioksidan kapasitesini degil deradikal veya oksidan giderici kapasitesini 6l¢gme esasina
dayanir. Basit “lipidsiz” sistemlerde; antioksidandan serbest radikal molekiiliine elektron
veya H* iyonu verilmesinin direk 6l¢iimii yapilir. Bu metotlar ticari kit halinde de

piyasada bulunan yaygin sekilde kullanilan metotlardir (Isbilir, 2008).

HAT-temelli metotlar
e LDL (Low density lipoprotein) oksidasyonunun inhibisyonu
e Oksijen radikalini absorblama kapasitesi (ORAC)
e Crocin agartma metodu
e Linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu
ET-temelli metotlar
e DPPH radikali giderme aktivitesi
e FCR ile toplam fenolik bilesik tayini
e Trolox ekivalenti antioksidan kapasite

e Fe(lll) iyonu indirgeme glcl

Tiyobarbitirikasit ile oksidasyon iiriinlerinin tayini, Peroksit degeri, Ransimat metodu
ve ¢esitli serbest radikalleri yakalama metodlar1 da diger metotlar arasindadir.

Bahsedilen tim yontemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilmast miimkiin olmasinin yaninda, 6rnekteki antioksidan maddelerin c¢esitliligi bu
yontemler arasinda her zaman dogrusal iligki olusmasini engelleyebilir. Bu yiizden tek bir
yontem kullanarak bitkinin antioksidan kapasitesi hakkinda karar vermek uygun
olmayabilir. Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini sirasinda literaturdeki veriler
acikca gostermektedir ki antioksidan aktivite segilen tayin metoduna bagli degiskenlik
gosterir. Bulunan antioksidan aktivite (veya kapasite) ile bitki ekstrelerinin total fenolik
madde icerigi arasinda tam bir iliski ortaya c¢ikmayabilir (Trouillas ve dig., 2003;
Miliauskas ve dig., 2004).
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1.6.1. Oksijen Radikalini Absorblama Kapasitesi Metodu (ORAC)

Bircok bitki 6zitl ve bitki kaynakli kimyasallarin antioksidan aktivitesi tayininde
kullanilabilir. Bu metotta radikal, baslatici olarak islev goren AAPH [2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorit], floressein veya B-PE’nin fliioresansinda diisiise sebebiyet
verir. Tepkime siireci ilerledik¢e fluoressein veya B-PE harcanir. Antioksidan maddeler
sayesinde AAPH radikalleri giderilir ve fluoresansin diistisii inhibe edilir (Tomer ve
dig.,2007).

1.6.2. Toplam Radikal Yakalayici Antioksidan Parametre Metodu (TRAP)

Bu ydnteme 6zellikle serum ve plazmalardaki antioksidan kapasitesini 6l¢mek igin
sitk¢a basvurulmaktadir. TRAP metodunda APPH’den peroksi radikali olusturulur.
Plazmaya APPH ilave edildiginde oksidasyon, tepkime suresince harcanan oksijen
miktarmin tespit edilmesiyle 6lgiiliir. Baslama periyodunun uzunlugu (duraklama fazi) i¢
standart olarak kullanilan Trolox’ a karsi degerlendirilir ve plazmadaki antioksidan
kapasiteyle niceliksel olarak baglantilandirilir (Ali ve dig., 2008).

Bu yontemde floresan probu yerine R-fikoeritrin (R-PE) kullanilir ve APPH
tarafindan meydana getirilen peroksil radikallerinden R-PE’yi koruyabilme yetenegi
Olculir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji oksijen elektrodunun u¢ kisimlarinin sireg
boyunca kararliliginin korunamamasi ile belirli siirelerde kontrol ve bakim gerektiriyor
olmasidir. Bunun yaninda yine bir dezavantaj olarak, bu metod zaman gerektiren kompleks
bir yontemdir ve arastirmacilarin tecriibe sahibi olmalar1 gerekmektedir (Somogyi ve dig.,
2007; Apak ve dig., 2007; Prior ve dig., 2005).

1.6.3. Crocin Agartma Metodu

Crocin, bitkilerde ve yosun, mantar gibi bazi fosfosentetik mikroorganizmalarda
bulunan karotenoid biyolojik pigmentinin tiirevidir. Bu metot, serbest radikal baslatici
AAPH’ m neden oldugu, crocinin agarmasini engellemede antioksidanlarin inhibisyon
kapasitesini belirler. Crocin dogal pigment karisimi oldugundan oldukga fazla cesitlilige
sahiptir. Karotenoidler gibi diger gida pigmentleri ayn1 dalga boyundaki 15181 absorblar. Bu

da crocinin endiistriyel uygulamasini sinirli bir hale getirir (Huang ve dig., 2005).
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1.6.4. FCR ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Singleton ve arkadaslari bu metodu antioksidanlarin toplam fenolik madde
miktarini 6l¢mek i¢in gelistirmistir (Lussignoli ve ark., 1999). Yontemin temelinde fenolik
bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdene elektron aktarilmasi yer almaktadir.
Mavi renge sahip olan kompleks maddenin olusumu 750-765 nm’ de spektrofotometrik
Olcumle izlenir (Albayrak, 2010). Standart bilesik olarak genellikle gallik asit tercih edilir
ve sonuglar gallik asit esdegerine doniistiiriiliir (Prior ve dig., 2005).

Ayni1 zamanda bu reaktifin ilag analizlerinde (Rao ve dig., 1978), bazi tahlil
orneklerinde (Roura ve dig., 2006) ve besinlerde (Mogalhaes ve dig., 2006) fenolik madde
miktart veya indirgeme Kkapasitesi tayinlerinde kullanilmak {izere kosullara gore
uyarlanmis halleri de mevcuttur.

Bu metot, gida ve bitki ozUtlerinin antioksidan kapasitesinin tayininde basit bir
yontem olmas1 yaninda yinelenebilir ve givenilir bir metottur. FCR reaktifi kimyasal bir
madde olarak pazarlanmaktadir. Metodun olumsuz taraflar1 ise daha kisa zamanda
tamamlanmasi gereken uygulamalarda sikinti ¢ikarmasi, sulu fazda gerceklestiginden
dolayr lipofilik maddeler i¢in kullanilamamas1 ile beraber bir de fenolik maddelerin
yalnizca bazik ortamda tepkimeye girmesi seklinde bilinir (Prior ve dig., 2005; Yildiz,
2007; Albayrak ve dig., 2010).

1.6.5. Troloks Ekivalenti Antioksidan Kapasite Metodu (TEAC)

Troloks vitamin E’nin suda ¢6ziinen esdegeridir (Ree ve dig., 1999). Troloks canli
viicudunda dogal yollarla var olan bir madde olmamasi yaninda bir ¢ok antioksidan
aktivite 6lgim metodunda standart madde olarak yer alir. Cogunlukla belirli bir
konsantrasyon araliginda antioksidan madde yerine kullanilir ve bir ¢alisma grafigi cizilir.
Caligilan antioksidanin aktivitesi bu grafikten Troloks esdegeri seklinde belirlenir.

CH5
HO o

CH
H3C ]
CH=
CHs
Sekil 1.5. Trolox
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Bu yontemde metmiyoglobin/H,O; sisteminin olusturdugu ferrilmiyoglobin
radikali ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzothiazolin-6-sllfonat)] ile tepkimeye girerek
ABTS"e radikalinin olusmasmi saglar. Olusan ABTS e radikali antioksidan sayesinde

giderilir ve bu olay 734 nm’de absorbansin diisiisii ile izlenir (Frankel ve Meyer, 2000).

1.6.6. Fe (IIT) iyonu Indirgeme Potansiyeli Metodu (FRAP)

+35

Bu metot Benzei ve Strain tarafindan gelistirilmistir olup Fe™ {in indirgenme
kapasitesi sayesinde toplam antioksidan miktar1 tsyin edilmektedir. Diisilk miktarlarda
meydana gelen Fe™’ iin, tripiridiltriazin (TPTZ) ile tepkimesiyle meydana gelen [Fe(lI1)-
TPTZ] kompleks, antioksidanlarin miidahalesiyle Fe(II)-tripiridiltriazin [Fe(ll)-TPTZ]
kompleksine doniismektedir. Olusan Fe(IT)-TPTZ kompleksi mavi renktedir ve 593 nm’de
maksimum absorbans o6lculir (Benzie ve Strain, 1996; Yildiz, 2007). Veriler troloks
esdegeri olarak doniistiiriiliir. Orijinal metotda absorbans igslemi 4 dakika gdzlemlenir.
Fakat bu slrecte tepkimenin tamamlanmama ihtimalinden dolayr gozlem siresinin 30
dakikaya artirtlmasi onerilir (Albayrak ve dig., 2010).

Bazi polifenollerin daha yavas tepkime vermesi sebebiyle FRAP sonuglarinin

ortaya ¢ikmasi daha fazla zaman alabilmektedir. Metot yalmzca Fe*

iyonu Uzerinden
gerceklesmektedir ve mekanik ya da fizyolojik antioksidan aktiviteleri 6l¢ciimlerinde yeterli

degildir. Bunun yaninda diger metotlara gore basit, hizli ve ucuzdur (Prior ve dig., 2005).

1.6.7. DPPH Radikali Giderme Metodu

Metot ilk defa Blois (1958) tarafindan, 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin, antioksidan molekil tayininde yer alabileceginin ileri surtlmesiyle
kullanilmaya basglanmistir. Antioksidan aktivite tayinlerinin yaygimlastigt donemlerde
Brand-Williams ve arkadaslar1 (Brand-Williams ve dig., 1995) yontemi gelistirmis ve bu
yontem pek ¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmigtir.

Metot DPPH ihtiva eden bir c¢ozelti ile hidrojen atomu verme aktifligindeki bir
molekdl (antioksidan) cozeltisinin etkilestirilmesiyle DPPH radikalinin indirgenmesine ve

bu sirada ¢ozeltinin sahip oldugu mor olan rengin giderilmesi esasina dayanir. 520 nm
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civarinda absorbans degerindeki diisiis tespit edilerek tepkime sireci izlenir (Brand-
Williams ve dig., 1995).

DPPH yonteminin bazi dezavantajlar1 vardir. Bir¢ok antioksidan madde peroksil
radikalleri ile ¢ok hizli ancak DPPH ile yavas reaksiyon vermektedir (1,15 dk-130 dk).
Bundan sebeple, antioksidan kapasitenin net dlgiilemedigi ifade edilebilir (Huang ve Prior,
2005; Molyneux, 2004).

OaN N——N

Sekil 1.6. DPPH (1,1-difenil — 2-pikrilhidrazil)

1.6.8. Bakar(IT) indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)

Bu metot temelde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin’ in bakir (II) ile olusturdugu bakir
(IN-neokuproin kompleksinin (Cu(l)-Nc), 450 nm’ de maksimum absorbans veren bakir
(I)-neokuproin (Cu(l)-Nc) selatina doniisme yeteneginden faydalanilarak antioksidan
kapasite o6l¢iilmesine dayanmaktadir (Apak ve dig., 2004).

CUPRAC metodunun toplam antioksidan kapasite tayininde farkli metotlardan
avantajli tarafi, pH’1n rahat ayarlanabilmesi, ayiraglarin kullanigliligi ve kararliligi, basit ve
ucuz olmasi ile hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlarda kullanilabilmesidir

(Ozyiirek ve dig., 2011).

1.6.9. Oksijen Radikali (O;") Giderme Kapasitesi Tayini

NADH (Nikotinamit adenin dintkleotit)/PMS(Premenstrual syndrome)/O, sistemi
ile (Franke ve dig., 2004; Giilgin ve dig., 2003) ve riboflavin/metiyonin sisteminde flavinin
fotokimyasal indirgenmesi ile non-enzimatik olarak ya da hipoksantin/ksantin oksidaz
sistemi ile enzimatik yollarla (Wood ve dig., 2002) siiperoksit radikali iiretilir. Bu metotta
olusturulan O, radikalleri, substrat olarak yer alan sar1 renkli NBT2+’yi mavi renkli

formazan tiirevine indirger. Ortamda antioksidan bilesik bulunmasiyla mavi-mor NBT
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(Nitroblue tetrazolium) olusumu inhibe edilir veya NBT direk antioksidan tarafindan

indirgenir.

1.6.10. Hidroksit Radikali (*OH) Giderme Kapasitesi Tayini

Viicuttaki *OH radikali, g¢ogunlukla Fenton reaksiyonu sonucu meydana
geldiginden viicut disinda da UOretilebilir ve antioksidanin *OH giderebilme yetenegi
degerlendirilebilir. Fakat bir ¢ok antioksidan metal baglayici olarak da rol oynadigi i¢in
Fe?*’nin aktivitesini degistirebilir. Bu da yontemin dezavantajlarindandir (Becker ve dig.,

2004).

1.6.11. Peroksinitrit Giderici Kapasitesi Tayini

ONOOQO'" giderici olcimler genellikle ONOQO" tarafindan tirozinin nitrolanmasinin
inhibisyonuna dayanir ve Nitrozaminlerin HPLC (Yiiksek performansl sivi kromatografi)

ile ayrimindan ileri gelen ayn1 zamanda da uzun siiren bir metottur (Becker ve dig., 2004).

1.6.12. Hidrojen Perkosit( H,O,) Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

H,0, radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri arasindadir. Bunun en
onemli nedeni; Fe*? gibi metallerin (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) bulundugu ortamda,
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar ile reaktiflik miktar: en yiksek ve en tehlikeli olan

hidroksil radikaline doniismesidir. Bu yontemle H,O, giderebilme aktivitesi dl¢tlr.

1.6.13. Fe (II) Selatlama Aktivitesi Tayini

Fe*? reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda rol oynayan bir iyondur. Fe?* iyonlarimi
selatlamak amaciyla kuvvetli bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi karsisinda
ortamdaki metal selatlayic1 diger maddelerin yarigsmasi temeline dayanir. Selatlama giicii
yiiksek oldugunda Fe®*/ ferrozin kompleks olusumu inhibe edilir (Dinis ve dig., 1994).
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1.7. Semizotu ile Tigili Bilgiler ve Yapilmis Arastirmalar

Semizotu binlerce yildan beri saglik agisindan degerlendirilen bir bitkidir. 1960” I
yillardan beri bilimsel arastirmalara konu olan bu bitki iizerinde 1990’ 11 yillardan sonra

daha fazla yogunlasilmistir.

Fotograf 1.1. Semizotu

Semizotu; antioksidan, vitamin, mineral, omega-3 yag asitleri, karbonhidrat, protein
ve lif agisindan oldukg¢a zengin ve 6nemli bir madde olarak degerlendirilmistir. Tiirkiye’ de
Ozellikle Ege bolgesinde semizotu iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Dogu ve Giiney Dogu
Anadolu bolgelerinde boyle bir calisma yapilmamastir.

Semizotu yesil bir sebze olup, bilinen en yaygin bitkiler siralamasinda 8. siradadir.
Diinya’nin pek ¢ok bdlgesinde yabani ot olarak genis yayillim gostermektedir. Afrika,
Giiney Avrupa, Akdeniz Ulkeleri, Asya ve Avustralya’da yerli halklar tarafindan farkli
sekillerde kullanilmaktadir (Palaniswamy ve dig. 2000).
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Semizotu (Portulaca oleracea L.), semizotugiller (Portulacaceae) familyasindan
yillik sebzedir. ingilizce’ de purslane, purslave, pursley, pusley isimleri ile anilmaktadir.
Portulaca (Latincede, kapsiillerin agilis seklinden dolay1 “kii¢clik kap1” anlamindadir).
Tarih, arkeoloji ve dilbilim ile ilgili dokiimantasyona gére, De Candolle bu turiin 4000
yildan fazladir tariminin yapildigini diistinmektedir (FAO, 1994).

Hindistan ilk ortaya c¢iktigi yer olarak tahmin edilmektedir. Ayrica Himalaya
Daglari, Iran, Giiney Rusya, Anadolu’da anavatani olarak olarak bilinmektedir (Vural ve
dig.,2000; Giinay, 2005).

Eski Misirlilardan beri sebze, baharat ve tibbi bitki olarak kullanilmasma ve
Ortagag’da Ingiltere’de olduk¢a popiiler olmasina ragmen (Dweck, 2001) sonraki
zamanlarda bu sebzeye duyulan ilgi azalmistir.

Antik Yunanistan’da ateslenme, kadin hastaliklari, mide agrilari, hemoroid ve yara
tyilestirmedeki kullanimindan dolayi, tipta kullanilabilecek oOnemli bir bitki olarak
goriilmiistiir (Dweek, A. C., 2001).

Semizotu, “Uzun ve saglikli bir 6miir i¢in sebze” ilkesinin benimsendigi Cin kiiltiiriinde,
sadece yenilebilen bir bitki degil, ayn1 zamanda da geleneksel, tip alaninda kullanilan bir
ottur. Kanli dizanteri, egzama, yilancik, yillan ve bodcek 1sirmalarinda etkisinden

bahsedilmektedir (Xu ve dig., 2006).
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Akdeniz Ulkeleri, Afrika ve Asya’ nin bazi kesimleri basta olmak iizere sebze
olarak ve hastaliklarda kullanildig: bilinmektedir. Birlesik Arap Emirlikleri, Hindistan ve
Pakistan’da dilretik, kas gevsetici, antipiretik, anti paraziter, inflamasyon giderici ve yara
tyilestirici olarak kullanilmaktadir. Bu kullanimlarin bir kismi bilimsel caligmalarla da
ispat edilmis ve semizotu ekstraktinin agr1 kesici, inflamasyon giderici ve kas gevsetici
etkileri deneylerle ispatlanmistir (Okwuasaba ve dig., 1986; Chan ve dig., 2000;
Radhakrishnan ve dig., 2001).

Kardiyovaskiiler sistem rahatsizliklarinin yaninda semizotunun, beyin gelisimine
yardimcet oldugu, hastaliklara karsi direng gosterme ve ¢ocuk dogum agirligi gibi etkileri
olan, doymamis esansiyel yag asitlerince zengin bir sebze oldugu belirtilmistir
(Palaniswamy ve dig., 2001).

Semizotu bitkisi 6zellikle tibbi agidan ¢ok degerli maddeler iceren bir sebzedir.
Ancak semizotu konservesinin tiketilmesi sonucunda bulanik gorme, kuvvetsizlik, yutma
giicliigli, solunum sikintis1 (Botulismus) gibi sorunlara yol acabildigi de semizotu
hakkindaki bulgular arasindadir (Yayla ve dig., 2010). Bununla beraber, semizotu ve bazi
sebzelerde nitrat oranmin yliksek olduguna ve dikkat edilmesi gerektigine de isaret
edilmektedir (Tosun ve dig., 2003). Normalde nitrat yuksek dozlarda zehir etkisi
yapabilmektedir. Yiksek miktarda nitrat tlketiminin tiroit bezine zarar verdigi
bilinmektedir (Algigek ve Baslar, 1995).

Kuru semizotu yapraginda fosfor, potasyum, kalsiyum, kiikiirt, sodyum, demir,
mangan, bakir, ¢ginko ve magnezyum saptanmistir (Turan ve dig.,2003).

Birgok sebze gibi semizotu igerdikleri bazi kimyasal bilesiklerden dolay1 kanser,
kalp damar, seker, yiiksek tansiyon ve dilser gibi bircok hastaliklarin Onlenmesinde
etkilidirler. Bunlar arasinda biyoflavanoidler, fenoller, tiyoller, indoller, glukozinolatlar ve
organik kiikiirtlii bilesikler sayilabilir (Dillard ve German, 2000).

Taze semizotu yapraklarinda protein, karbonhidrat, lif, omega-3, E vitamini, C
vitamini, a-tokoferol asit, askorbik asit, beta-karoten ve glutatyon bulundugu bildirilmistir
(Simopoulos ve dig., 1992; Simopoulos ve dig., 1995; Odhav ve dig., 2007).

Taze semizotunun % 0,25 l-noradrenalin icerdigi, ayn1 zamanda da vitaminler,
mineraller (6zellikle potasyum) ve doymamis yag asitleri (0zellikle omega-3) bakimindan
zengin oldugu bildirilmistir (Dweck, 2001).
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Icerdigi fenolik maddelerin serbest oksijen radikallerini radikallerini yok etme, Fe
ve Cu selatlama, a-tokoferol rejenerasyonu gibi tepkimelerde yer aldigi bildirilmistir
(Miller ve Luiz-Larrea, 2002; Rice-Evans, 1999; Ross ve Kasum, 2002).

De Candolle gibi baz1 botanik¢iler semizotu tiirliniin eski diinyanin dogal bir tiirii
oldugunu, 1492’den 6nce Avrupa’da bulundugunu, Kuzey Amerika’ya 17.yy’da gittigini
belirtmektedir. Ancak Gray ve Trumbull (1883), tiiriin buraya Viking’lerin Greenland ve
Newfoundland’1 isgali sirasinda gitmis olabilecegini One siirmiislerdir (Byrne ve
Mcandrews, 1975). P. olarecae, Avrupa’nin giineyinde ve merkezinde yabani ot olarak
yayilmis ve buradan da Kuzey Amerika’ya uzamistir. Siirlingen ya da yatik formlu olan
yabaniler, bitki yetistirilen alanlarda sikint1 yaratmaktadir (Small, 1997).

Cinliler, Fransizlar, Italyanlar ve Ingilizler semizotunu genelde salatalarda
kullanmaktadirlar (D'Amelio, 1999). Temizlenmis ve yikanmis olarak “kullanima hazir”
sekilde pazarlanan semizotu ¢esitleri de bulunmaktadir (Sportelli, 2006).

Kashaninejad and Tabil (2004)’e gore, Portulacaceae familyasi 16 cins ve yaklasik
500 tir icermektedir (Kashaninejad ve Tabill, 2004).

Semizotu bitkisinin sistematik yeri, Tiirkiye Florasi adli kitaba gdre asagidaki gibidir

(Davis, 1967):

Alem Plantae (bitkiler)

Alt alem Tracheobionta (iletme demetleri tasiyan bitkiler)
B6lUm Magnoliophyta (cicekli bitkiler)

Sinif Magnoliopsida (dicotyledones: iki ¢cenekliler)
Alt simif Caryophyllidae

Takim Caryophyllales

Familya Portulacaceae (semizotu familyasi)

Cins Portulaca L.

Tur Portulaca oleracea L.

Semizotunun (Portulaca oleracea L.) yeni c¢esidi olarak, Matsukizono (2003)
tarafindan “Kakegawa CY2”, bulunmustur. Bagka bir ¢esit olarak yeni bulunan “Yubi
Primrose” de bitkinin genel ve govde ozellikleri “Kakegawa CY2” ¢esidi ile ayn1 olmakla
birlikte, gdvdesi ayn1 zamanda tiiyliidiir (Matsukizono, 2003; Gonzales, 2004).

Tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in minimum, optimum ve maksimum sicaklik degerleri

sirastyla: 15, 35 ve 40°C olarak belirlenmistir (Uremis ve Uygur, 1999). Bir baska
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caligmada ise, semizotu tohumlarmin 5-6 ay arast dormansi (bUyume faaliyetlerinin
yavaglamasi veya durmasi) gosterdigi belirtilmektedir (BaoGuang, L. ve dig.,2000).

Semizotundan, kuru agirhigin yaklasik % 25’ini olusturan bir polisakkarit
kompleksi izole edilmistir. Bu viskoz, gidalarin kullanim siiresini uzatmak amaciyla uygun
fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir (Wenzel ve dig., 1990).

Toplam lipitler bakimindan gelisme siireleri ve seviyelerinde, yapraklar ve govdeler
arasinda onemli farklar goriiliirken, gelisme siiresi ve bitkinin farkli kisimlar1 arasinda bir
ilisgki bulunmamustir. Biiylime evresinde, yapraklarin zengin omega-3 igerigine sahip
oldugu gozlemlenmistir (Omara-Alwala ve dig., 1991).

Cinlilerin sifali bitkisi Portulaca oleracea L.’nin farkli ekstraktlart kullanilarak,
noradrenalin ve dopamin tayini yapilmistir (Chen ve dig., 2003). Yue ve arkadaslar1 da
semizotundaki farkli kisimlarin igerdigi noradrenalin ve dopamin bulmuslardir (Yue ve
dig., 2004).

Lazer indiiksiyonlu floresan yontemini kullanan kapiler elektroforezle yapilan
calismada semizotunun baglica biyoaktif bilesenlerinin katekolaminler (noradrenalin ve
dopamin) oldugunu ve % 0,15 noradrenalin ve % 0,25 dopaminin bulundugunu tespit
etmislerdir (Zhang ve dig., 2002).

Semizotundaki alkoloidler de kimyasal bilesimin Onemli yapilarindan birini
olusturmakta olup, 5 alkaloit (oleraceins A, B, C, D ve E) izole edilmis ve yapilar
belirlenmistir (Xiang ve dig., 2005).

Semizotu, degisik tuzluluk tiplerine dayanikli bir bitkidir. Diinya’nin pek ¢ok
bolgesinde yetistirilebilmesi, pek ¢ok kisinin kolayca ve ucuza temin edebilecegi bir iiriin
olmas1 gibi nedenlerle oniimiizdeki yillarda popiilaritesinin giderek artacagi beklentisini
dogurmaktadir (Grieve ve Suarez, 1997; Ellis ve dig., 2000).

Semizotunun Avustralya’da bulunan gesitleri iizerinde yapilan bir ¢galismada toplam
yag asidi igeri8i taze yapraklarda , govdede ve tohumlarda bulunmustur (Liu ve dig.,
2000). Malezya’da, arastiricilar semizotunda bulunan degisik bilesiklerin nitrik oksit
tiretimini de engelledigini bildirmektedirler (Abas ve dig., 2006)

Semizotunun sulu ekstraktinin yliksek fenolik, flavonoid ve antosiyanin igeriginin,
antioksidan etkisi gosterebilecegi soylenmektedir. Semizotunun kolay ulasilabilir ve dogal

bir antioksidan kaynagi olabilecegi bildirilmektedir (Peksel, A. ve ark., 2006).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Ornekleri

Deneylerde semizotunun farkli yorelerden alinmis ornekleri iizerine c¢alisildi
Elazig’in Aksaray mahallesinden, Diyarbakir’in Hevsel bahgelerinden, Mardin’in Yesilli
belediyesinden ve Batman’in Bismil-Batman arasi bolgeden yabani semizotu Ornekleri
toplandi. Ayrica Elazig Hankendi belediyesinden kiiltlir ortaminda yetistirilmis semizotu
ornekleri satin alindi.

Elde edilen Ornekler temizlenerek ve g¢ok kalin sap kisimlarindan ayiklanarak
Temmuz-Agustos aylarinda oda sartlarinda golgede kurutuldu. Analizlerde kullanilmak

lizere cam kaplarda karanlikta saklandi.

2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Deney Siiresince Kullanilan Malzemeler

UV Spektrofotometre: T80+ UV/VIS Spectrometer. PG Instruments Ltd.

Evaporator: Heidolph Laborota 4000 efficient.

Hassas Terazi: Precisa XB 220A

Etlv: Binder

Calkalamali su banyosu: GFL 1083

Su Destilasyon Cihazi: GFL 2001/2

pH metre: Mettler Toledo. Seven multi.

Manyetik sitic1 karistiricilar: IKA C-MAG HS 7, Heidolph MR Hei-Standart, Wisestir
MSH-20A

2.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Folin-Ciocalteu Reaktifi: Bu reaktif hazir preparat halinde ticari olarak satilmaktadir.
Piyasadaki haliyle kullanildi.



1 mM DPPH c¢ozeltisi: 0.0394 gr DPPH hassas terazide tartilarak etanolde ¢oziildi ve

hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

0.1 mM DPPH cozeltisi: 1 mM DPPH ¢ozeltisinden 10 mL alinarak etanol ilavesiyle 100

mL’ye tamamlandi.

40 mM H,0, c¢ozeltisi: 0.409 mL H,0, otomatik pipetle cekilerek, balon jojede 0,1 M
fosfat tamponu (pH=7,4) eklendi ve toplamda 100 mL’ye tamamlandi.

0.1 M fosfat tamponu (pH=7,4): KH,PO, (13.609 g/L) ve Na,HPO,4.2H,O (17.799 g¢/L)

cozeltileri sayica 1:4 oraninda karistirildi ve pH=7,4 olacak sekilde hazirlandi.

2 mM FeCl, cozeltisi: 0.0254 gr FeCl, tartilarak destile suda ¢6ziildii ve hacmi su
ilavesiyle 100 mL’ye tamamlandi.

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 0.0616 gr ferrozin tartilarak destile su ile ¢oziildi ve hacmi 25

mL oluncaya kadar seyreltildi.

% 2’lik Na,CO; cozeltisi: 2 gr Na,CO; tartilarak balon jojede destile su igerisinde

¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

2.2. Metot

2.2.1. Ekstraktlarin Hazirlamisi

Daha onceden kurutularak hazirlanmis bitki 6rnekleri havanda ezilerek toz haline
getirildi. Daha sonra su, aseton ve etanoldeki siispansiyonlar1 hazirlandi. Su
ekstraksiyonunda 1’e 20 orani korunarak 10 gr bitki drnegi 200 mL kaynamakta olan
destile su icerisinde 30 dk bekletildi (Mata ve dig., 2007). Kaynama olay1 balon ve erlen
kullanilarak manyetik karistiricili 1siticilar yardimiyla yapildi. Ekstraksiyon sonrasi karigim
3 defa siizge¢ kagidindan suizildi. Elde edilen ekstrakt 35 °C’ deki etlivde suyu

ucuruluncaya kadar bekletildi.
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Etanol ve aseton ekstraksiyonunda ise yine 10’ar gram bitki 6rnegi 200 mL ¢oziicii
ile oda sartlarinda calkalamali su banyosunda 300 rpm’de 3 saat karistirildi (Tawaha,
2007). Karigimlar, vakum uygulanarak once siizge¢ kagidindan ardindan ise Buchner
hunisinden suzuldi. Stzintllerin ¢ozucileri vakumlu evaparatér yardimiyla 35 °C’de
ucuruldu.

Orneklerden ekstrakte edilen ve ¢oziiciisti ugurulan maddelerin miktar tayini igin
tartim1 alind1. Antioksidan aktivite deneyleri siiresince g¢alisilacak konsantrasyonlar icin
suda ekstrakt edilmis 6rnekler yine destile suda, aseton ve etanol ekstraktlari ise etanolde
2000 pg/mL konsantrasyona ulasacak sekilde c¢ozeltileri hazirlandi. Caligilan tim

derigimler bu stok ¢ozeltilerden seyreltilerek hazirlandi.

2.2.2. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Semizotu 6rneklerinin su, etanol ve aseton ekstraktlarindaki toplam fenolik madde
tayinleri Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile Singleton ve Rossi’ye gore Ol¢ildi (Singleton
ve Rossi, 1965). FCR maddesi fosfotungustik (H3PW1,040) ve fosfomolibdik
(H3PMo012040) asitlerin karisimidir ve fenol oksidasyonu strecinde mavi renkli maddelere
dontsiirler. Mavi renkte meydana gelen bu degisim polifenolik bilesik miktar: ile
orantilidir. Degisimler 760 nm’de spektofotometrede izlenir. Polifenol miktari ¢ogunlukla,
eski ve giivenilir metotlar olan, gallik asit veya katesol esdegeri seklinde gosterilir.

Bitki ekstraktlarindan hazirlanan 2000 pg/mL ¢o6zelti, su ve etanol ile 250-500-
1000-2000 konsantrasyonlarinda hazirlandi. Hazirlanan su, aseton ve etanol
ekstraktlarindan 1’ er mL alindi. Destile su eklenerek hacimleri 46 mL’ye tamamlandi ve
I’er mL FCR ilave edildi. 3 dakika bekletildikten sonra % 2’lik 3 ml Na,COs3 ¢ozeltisi
katilarak oda sartlarinda 2 saat ¢alkalamali su banyosunda 250 rpm’de karistirildi.

46 ml destile su tizerine de ImL FCR eklenip 3 dakika sonra % 2’lik 3 ml Na,CO3
ilave edilerek kor hazirlandi. 760 nm’de 6rneklerin absorbans degerleri 6l¢iildii.

50-100-200-350-500 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan gallik asit ve katesol
cozeltilerine de FCR ile toplam fenolik madde tayini metodu uygulandi. GOzlemlenen
absorbanslar ile konsantrasyonlar arasinda cizilen gallik asit ve katesol grafiklerinin
denklemleri olusturuldu (Sekil 3.1.- Sekil 3.2.). Olclilen maddelerin toplam fenolik madde
miktarlar pg gallik asit esdegeri (ug GAE/g ekstrakt) ve pg katesol esdegeri (ug KE/ g
ekstrakt) cinsinden hesaplandi.
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2.2.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Serbest radikal yakalama aktivitesi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikali kullanilarak c¢alisildi (Blois, 1958). Metot, ekstraktlarin bir proton veya elektron
verebilme yetenegine dayanir. Bu yetenek sayesinde mor renkli DPPH ¢6zeltisinin rengi
acilir. Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi ile serbest radikal giderme aktivitesi
varligin1 gosterir.

200-400-600-800-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan ekstraktlardan ve
standart ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak, 4 mL 0,1 mM DPPH (etanolde) ¢Ozeltisi eklendi.
Vorteks isleminin ardindan oda sartlarinda ve 1siksiz ortamda 30 dakika bekletildi. 517
nm’de absorbanslari okunarak kaydedildi. Ornek ve standart madde yerine 1 mL etanol
kullanilarak ve ayn1 islemlerden gegirilerek kontrol de ¢alisildi.

DPPH radikali giderme aktivitesi (%) hesaplanmasinda kullanilan formiil:

o _ . Kontroliin Absorbanst — Ornegin absorbanst
% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = Kontrolin Absorbans: x100

2.2.4. Demir (IT) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Farkli derisimlerdeki (200-400-600-800-1000 pg/mL) bitki ekstraktlarinin Fe*?
iyonlarin1 baglama kapasitesi Dinis ve ark.’nin yontemine goére galigildi (Dinis ve dig.,
1994).

Ekstrakt ¢ozeltilerinin 1 mL’sine 3,7 mL destile su ve 100 pL. 2 mM FeCl; ¢Ozeltisi
ilave edildi. Oda sartlarinda 30 dakika inkiibasyonda birakilip sonrasinda 200 pulL. 5 mM
ferrozin ¢ozeltisi eklendi ve vortekslenip 10 dakika dinlendirildi. Karigimlarin absorbans
degerleri 562 nm’de 6l¢iildii.

Kontrol, 6rnek yerine 1 mL deiyonize su kullanilarak hazirland1 ve ayni dalga boyunda
caligildi. Standart olarak 200-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda EDTA (Etilen diamin
tetraasetikasit) ¢ozeltileri kullanildi.

Demir iyonlar1 selatlama aktivitesi (%) asagida verilen formiil ile hesaplandi:

Kontroliin Absorbanst — Ornegin absorbanst

% Selatlama aktivitesi = Kontrolin Absorbans: x100

32



2.2.5. H,0, Giderme Aktivitesinin Tayini

Biitiin bitki orneklerinin hidrojen peroksit giderme yetenegi Ruch ve ark. metoduna
gore calisildi (Ruch vd., 1989). Ruch ve arkadaslarina gore, reaksiyon ortamina ilave
edilen hidrojen peroksit ¢ozeltisinin bitki ekstrakti tarafindan yikilmasi 230 nm’deki
absorbans degisimiyle izlenerek uygulanir.

250 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstraktlarinin 1 mL’sine
2,4 mL fosfat tamponu (0,1 M pH=7,4) ve 0,6 mL 40 mM H,0, ¢ozeltisi eklendi.
Ardindan her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 1 mL Ornek iizerine 4 mL fosfat tamponu eklenip
H,O, icermeyen numune korleri hazirlandi. Ayni islemler 6rnek yerine standart madde
kullanilarak tekrarlandi. 3,4 mL fosfat tamponu ve 0,6 mL 40 mM H,O, ¢0Ozeltisinden
kontrol ¢6zeltisi hazirlandi. Tiipler vortekslenerek oda sartlarinda 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Ardindan 230 nm’de absorbanslar1 o6l¢iildii. Asagida verilen denklemden

faydalanilarak 6rneklerin H,O; giderme etkinligi belirlendi.

Kontroliin Absorbanst — Ornegin absorbanst

% Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi = Kontrolin Absorbans: x100

Istatistiksel Analiz; Semiz otu orneklerine uygulanan analizler, ii¢ paralel halinde
yiiriitiilerek, verilerin aritmetik ortalamalar1 ile standart sapmalar1 hesaplandi. Istatistiksel
analiz tek yonll varyans analizi (ANOVA) yapild1 (SPSS v15). p degeri %5'ten kiicuk

olmasi (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Farklt bolgelerden toplanmis semizotu Orneklerinin su, etanol ve aseton
ekstraktlarindaki toplam ¢oziinebilen fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile
tayin edildi. Standart madde olarak Gallik Asit ve Katesol kullanilarak kalibrasyon
grafikleri cizildi. Standart maddelerin grafikleri sayesinde 6rneklerin toplam fenolik madde
miktarlart mg gallik asit (mg GAE/g ekstrakt) ve mg katesol (mg KE/ g ekstrakt) esdegeri
olarak hesaplandi.

Standart grafik denkleminden hesaplanan sonuglarin gallik asit ekivalenti olarak
0,742 mg/g ile 8,381 mg/g aras1 ve katesol ekivalenti olarak 4,762 mg/g ile 12,381 mg/g
arasinda degistigi gorildii.

Hesaplama yapilirken standart grafiginde bulunan denklemde ‘y’ yerine

spektrofotometrede okunan absorbans yazilir ve denklemdeki ‘x” degeri, kullanilan grafik

denklemine gore, gallik asit veya katesol esdegerini verir.
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Sekil 3.1. Gallik Asit Standart Grafigi
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Sekil 3.2. Katesol Standart Grafigi

Elazig, Diyarbakir, Mardin ve Batman’da yabani ortamda yetismis ve Elazig’da
kiltiir ortaminda yetistirilmis bitki 6rneklerinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin gallik
asit ve katesol esdegeri olan fenolik madde miktarlarina ait degerler agsagidaki tablolarda
(Tablo 3.1.-Tablo 3.2) verilmis ve grafiklerde (Sekil 3.3.-Sekil 3.4.) karsilastirma
yapilmistir. Grafiklerden de goriildiigi iizere, calisilan bitkilerin ekstrakte edilebilen
toplam fenolik bilesik igerikleri karsilastirildiginda; asetonda en yiksek etanolde ise en
diisiik miktarlar tespit edilmistir. Ayrica farkli yoreler karsilastirildiginda, toplam fenolik
madde miktar1 bilyiikten kiiglige siralanacak olursa Diyarbakir-Elazig-Mardin-Batman-

Kiiltiir seklinde bir siralama olusturulabilmektedir.

35



Tablo 3.1. Toplam Fenolik Madde (Gallik Asit Egsdegeri) Tablosu (mg Gallik asit/g)

. Aseton Ekstrakti | Etanol Ekstrakti Su Ekstrakt
Semizotu Ornegi
TPC TPC TPC
Elazig 4,10+0,83 2,19+0,83 3,62+1,65
Diyarbakir 8,38+0,83 5,05+0,83 6,48+0,83
Mardin 2,67+0,83 1,24+0,83 2,19+0,83
Batman 2,19+0,83 0,76+0,83 1,24+0,83
Kultir 1,70+1,44 0,74+0,84 1,22+1,67

Gallik Asit Esdegeri mgfg
elstrakt

Sekil 3.3. Semizotu 6rneklerinin Gallik Asit esdegeri toplam fenolik madde muhtevalari
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Tablo 3.2. Katesol Esdeger Tablosu (mg Katesol/g )

. Aseton Ekstrakti | Etanol Ekstrakti Su Ekstrakt
Semizotu Ornegi
TPC TPC TPC
Elazig 8,10+0,83 6,19+0,83 7,62+1,65
Diyarbakir 12,38+0,83 9,05+0,83 10,48+0,83
Mardin 6,67+0,83 5,24+0,83 6,19+0,83
Batman 6,19+0,83 4,76+0,83 5,24+0,83
Kultir 5,71+1,43 4,76+0,83 5,24+1,65
" 14
W 12
£
T 10
!% E E
- & Aseton
& 6
I ¢ 4 t Etanol
g
E 2 CE
0

Sekil 3.4. Semizotu drneklerinin Katesol esdegeri toplam fenolik madde muhtevalari
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3.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Elaz1g, Diyarbakir, Mardin, Batman ve Kiiltlir ortami semizotu 6rneklerinin serbest
radikal giderme aktivitesi DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali kullanilarak tespit
edildi. Kontrol olarak BHA, BHT ve troloks kullanildi. Artirilan konsantrasyona karst %

DPPH radikalini giderme aktiviteleri bitki ekstraktlari i¢in grafige gegirildi.
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Sekil 3.5. Elazig semizotu ekstraktinin % DPPH giderme aktivitesi
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e .0. Batman semizotu ekstraktinin % laerme aktivitesi
kil 3.6. B i kstrak % DPPH gid ktivitesi
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Sekil 3.7. Diyarbakir semizotu ekstraktinin % DPPH giderme aktivitesi
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Sekil 3.8. Kiiltiir ortami semizotu ekstraktinin % DPPH giderme aktivitesi
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ekil 3.9. Mardin semizotu ekstraktinin % DPPH giderme aktivitesi
g
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Calisilan  konsantrasyonlarda kontrol olarak kullanilan BHA degerleri %
83,86+0,13 ile 92,314+0,33 arasinda, BHT degerleri % 67,72+0,33 ile 83,94+0,29 arasinda
ve troloks degerleri % 89,32+0,07 ile 90,6340,07 arasinda bulunmustur. Bitki 6rneklerinin
% inhibisyon degerleri ise 1,64 0,46 ile 58,05 1,35 arasindadir.

Farkli 6rnek ekstraktlarinin ayni konsantrasyondaki % DPPH giderme aktiviteleri
de grafiklerle karsilastirildi.
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Sekil 3.10. 0,2 mg/mL derisiminde DPPH giderme kapasiteleri (% inhibiisyon)
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Sekil 3.11. 0,4 mg/mL derisiminde DPPH giderme kapasiteleri (% inhibiisyon)
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Sekil 3.12. 0,6 mg/mL derisiminde DPPH giderme kapasiteleri (% inhibiisyon)
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Sekil 3.13. 0,8 mg/mL derisiminde DPPH giderme kapasiteleri (% inhibiisyon)
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Butln ekstraklardan elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 3.3.’de gdsterilmistir.

Tablo 3.3. Farkli derisimlerdeki 6rneklerin % DPPH giderme degerleri

Semizotu Derisim Aseton

Ornegi (mg/mL) Ekstrakta Etanol Ekstrakti Su Ekstrakti
Elazig 0,2 13,37 +1,78 3,91 +0,95 15,85 + 2,66
Diyarbakir 0,2 12,82 +0,51 11,85 +0,46 16,56 +2,63
Mardin 0,2 6,73 0,41 3,45 +0,07 9,54 0,41
Batman 0,2 16,1 £2,27 2,82 +1,20 16,77 +2,75
Kltdr 0,2 3,28 +0,88 2,65 +0,33 1,64 0,46
Elazig 0,4 20,64 1,67 12,61 +1,03 25,14 0,74
Diyarbakir 04 19,04 +0,55 14,38 +0,99 25,47 £0,55
Mardin 04 18,99 +0,32 10,68 +0,44 14,88 +1,14
Batman 0,4 24,00 0,72 15,13 £3,30 26,23 +1,33
Kltar 0,4 4,92 £1,78 3,28 £0,22 10,80 +0,60
Elazig 0,6 26,31 +1,85 17,87 0,64 48,84 £ 0,44
Diyarbakir 0,6 28,71 £3,44 22,95+1,14 50,61 +0,70
Mardin 0,6 25,68 +0,19 16,18 +1,96 23,20 +0,13
Batman 0,6 29,55 +2,10 25,10 +0,58 34,34 +0,96
Kltdr 0,6 13,99 +1,14 12,40 1,17 19,38 +0,84
Elazig 0,8 46,11 +0,99 48,47 0,82 53,43 £1,07
Diyarbakir 0,8 47,29 £0,99 41,11 £1,28 53,13 £1,85
Mardin 0,8 46,53 £1,08 24,55 +1,03 41,91 +0,48
Batman 0,8 39,18 +1,10 36,32 £1,12 41,91 +0,95
Kultar 0,8 39,43 £1,25 27,03 £2,20 36,91 +0,60
Elazig 1,0 56,24 +0,79 53,01 +0,26 56,07 £1,14
Diyarbakir 1,0 52,79 £1,26 45,36 £1,46 58,05 1,35
Mardin 1,0 48,59 £0,39 32,16 1,12 50,23 £0,57
Batman 1,0 52,46 +0,58 48,63 +0,64 51,20 +0,88
Kltdr 1,0 49,94 +1,08 30,01 £1,00 46,07 £2,09
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3.3. Demir (IT) fyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Bitkilerin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin, c¢ozeltideki Fe?* iyonlarini
baglayabilmek adina ferrozine karsi yarismasi esasina dayanan metal selatlama kapasiteleri
degerlendirildi. Standart madde olarak iyi bir metal gelatlayici olan EDTA secildi ve
karsilagtirma yapildi. Calismada kullanilan tim bitki ekstraktlarinin metal selatlama

aktivitesini ifade eden konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri cizildi.
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Sekil 3.15. Elaz1g semizotu ekstraktinin % metal selatlama aktivitesi
120
(%)
=
5 100 - - - >t -
g 80 -
: == EDTA
s 60 -
g X —i-su
E 40 -
é ETANOL
E O 71 T T T T
2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

KONSANTRASYON (mg/mL)

Sekil 3.16. Diyarbakir semizotu ekstraktinin % metal selatlama aktivitesi
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Calisilan bitki ekstraktlarinin genellikle iyi metal selatlama aktivitesine sahip
olmadiklar1 grafiklerden goriilmektedir. Mardin ve Kiiltiir ekstraktlari en diistik, Diyarbakir
ve Elazig ekstraktlar ise en yiiksek metal selatlama degerleri vermistir.

Farkli yorelerden elde edilen Ornek ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri

derigimlerine gore kendi aralarinda da karsilastirilmis ve asagidaki grafikler elde edilmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda % metal selatlama kapasitesi sonuglar1 standart sapma
degerleri ile birlikte Tablo 3.4.’te verilmistir. Orneklerin % metal selatlama kapasiteleri %

0,37 £0,12 ile % 87,61 +0,03 degerleri arasinda degismektedir.

Tablo 3.4. Farkli derisimlerdeki 6rneklerin % metal gelatlama kapasitesi degerleri

Semizotu Derisim Aseton

Ornei (mg/mL) Ekstrakin Etanol Ekstrakti Su Ekstrakti
Elazig 0,2 6,21 +0,41 35,36 +0,27 17,94+ 0,12
Diyarbakir 0,2 0,61 +0,07 27,30 +0,03 42,57 +0,10
Mardin 0,2 1,37 +0,14 0,37 +0,12 3,96 +0,19
Batman 0,2 1,44 0,24 10,42 +0,26 3,98 +0,16
Kdaltdr 0,2 1,37 +0,03 0,66 +0,12 6,19 +0,24
Elazig 0,4 8,94 +0,14 50,57 +0,07 21,18 +0,09
Diyarbakir 0,4 8,28 £0,03 30,31 +0,27 57,14 £0,10
Mardin 0,4 3,83 +0,03 3,96 +0,03 5,54 +0,15
Batman 0,4 3,69 +0,16 22,42 +0,26 6,60 +0,03
Kdaltdr 0,4 3,01 +0,12 3,85 +0,03 7,32 +0,26
Elazig 0,6 12,32 +0,03 51,11 0,16 24,06 + 0,16
Diyarbakir 0,6 19,59 0,24 31,52 +0,12 69,75 +0,12
Mardin 0,6 9,54 +0,10 7,32 0,10 6,60 +0,14
Batman 0,6 9,99 +0,03 23,48 +0,33 10,29 0,03
Kdaltdr 0,6 6,17 £0,12 5,45 £0,10 11,48 0,20
Elazig 0,8 17,74 0,16 56,68 +0,10 29,26 +0,32
Diyarbakir 0,8 23,67 0,09 36,57 0,26 80,93 +0,14
Mardin 0,8 11,48 +0,16 9,56 +0,03 13,33 £0,03
Batman 0,8 11,75 +0,03 24,16+0,09 14,72 £0,12
Kdltdr 0,8 7,77 0,21 9,39 +0,03 13,49 0,39
Elazig 1,0 23,48 +0,06 59,86 +0,03 30,60 +0,09
Diyarbakir 1,0 27,97 0,03 41,14 £0,12 87,61 +£0,03
Mardin 1,0 34,11 +0,03 13,45 0,17 15,40 £0,59
Batman 1,0 23,61 +0,03 25,64 +0,20 17,56 +0,06
Kdltdr 1,0 12,02 £0,12 12,72 +0,07 14,79 £0,14

47




3.4. H,0, Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitkilerin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin H,O, giderme aktivitesi Ruch ve
arkadaslarinin (1989) metoduna gore tayin edildi. Ekstraktlar genellikle iyi sonuclar veren
0,25 mg/mL ve 0,4 mg/mL derisimlerde 6l¢iildii. Higbiri reaksiyon ortamindaki H,0,’yi
tamamen uzaklastiramadigi gibi ¢ogunlukla diisiik H,O, kapasitesine sahip sonuclar ortaya
¢ikti.

Sonuglar arasinda en diisiik deger % 2,03 £1,08 ile 250 mg/mL konsantrasyondaki
Elazig’dan alinmig semizotu Orneginin ekstrakti, en yiiksek deger ise % 35,78 +0,23 ile
400 mg/mL konsantrasyondaki Diyarbakir semizotu 6rneginin ekstrakti olmustur. Diger

degerler ise grafik ve tablo halinde asagida verilmistir.
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Sekil 3.25. Elazi1g semizotunun % H,0, giderme kapasitesi ile standart maddelerin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.26. Batman semizotunun % H,O, giderme kapasitesi ile standart maddelerin kargilagtirilmasi
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Sekil 3.27. Diyarbakir semizotunun % H,0, giderme kapasitesi ile standart maddelerin karsilagtiritlmasi
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Sekil 3.28. Kiiltiir semizotunun % H,O, giderme kapasitesi ile standart maddelerin karsilagtiriimasi
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Sekil 3.29. Mardin semizotunun % H,0, giderme kapasitesi ile standart maddelerin karsilastirilmasi
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Tablo 3.5. Farkli derigimlerdeki 6rneklerin % H,0, giderme aktiviteleri

Semizotu Derisim Aseton Etanol

Ornegi (mg/mL) | Ekstrakti Ekstrakti Su Blstrakt
Elazig 0,25 8,29 £0,52 2,03 £1,08 7,25+1,73
Diyarbakir 0,25 11,24 £0,21 13,28 £1,04 14,19 0,10
Mardin 0,25 9,96 +0,98 12,50 £0,12 10,95 +0,37
Batman 0,25 8,13 0,28 9,64 +0,38 2,64 £1,07
Kaltdr 0,25 3,52 £0,47 8,91 +0,83 6,05 £0,92
Elazig 0,4 17,30 +0,31 28,14 +1,17 18,48 +2,35
Diyarbakir 0,4 29,07 £0,59 35,78 £0,23 32,38 +0,24
Mardin 0,4 27,85 0,33 27,68 £0,27 35,70 +0,13
Batman 0,4 24,10 0,80 29,61 0,12 20,60 +1,43
Kaltdr 0,4 16,22 £0,15 22,39 £0,24 21,71 £0,42
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada farkli bélgelerde yetismis semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin
antioksidan oOzellikleri arastirildi. Arastirma icin Batman, Diyarbakir, Elazig ve
Mardin’den yabani semizotu 6rnekleri ile Elaz1g’da kiiltlir ortaminda yetistirilmis semizotu
tedarik edilerek, bu bitkilerin toprak iistii kisimlar1 kullanildi. Bitkiler oda sartlarinda
kurutulduktan sonra, aseton, etanol ve su igerisindeki ekstraktlar1 alindi. Bu ekstraktlardan
coziicliler ugurulduktan sonra farkli konsantrasyonda oOrnekler hazirlanarak, Toplam
Fenolik Madde (TPC), DPPH Giderme Aktivitesi, Metal Selatlama Kapasitesi ve H,0;
Giderme Aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen bulgular kendi aralarinda ve standart
maddelerle karsilastirildi.

Bitkilerin igerdigi fenolik bilesikler, primer antioksidan ve serbest radikal
sonlandirict olarak davranmak gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Bu bilesikler bitkilerin
onemli dogal bilesenleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu ¢alismada bitkilerin
ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktar1 FCR yontemi ile tayin edildi. Sonuglar
onemli standart maddeler olarak kabul goren gallik asit ve katesol esdegeri tiiriinden
hesaplandi.

Elde edilen sonuglara bakilacak olursa; su ekstraktlari i¢in 1,218-6,476 GAE mg/g
arasinda, etanol ekstraktlar1 i¢in 0,742-5,047 GAE mg/g arasinda ve aseton ekstraktlar i¢in
ise, 1,704-8,381 GAE mg/g arasinda ¢ikmistir (Tablo 3.1.). Katesol esdegeri olarak
incelendiginde ise; su ekstraktlart i¢in 5,238+1,65-10,476+0,825 KE mg/g arasinda, etanol
ekstraktlar icin 4,762+0,825-9,047+0,825 KE mg/g arasinda ve aseton ekstraktlari igin
5,714+1,429-12,381+0,825 KE mg/g arasinda sonuglar elde edilmistir (Tablo 3.2.).

Bu sonuglar arasinda, aseton ekstraktiyla elde edilen olgiimler (ort. 5,81 mg/g)
digerlerine ( ort. 4,48 mg/g ) gore daha yiiksek ¢ikarken (p<0.05), sehir olarak ta en fazla
toplam fenolik madde igeriginin Diyarbakir 6rneginde (asetonda - 12,38+0,83 mg KE/g) en
azinin ise Elazig’dan alinmis olan kiiltiir ortaminda yetistirilmis Ornekte (etanolde -
0,74+0,84 mg GAE/g) oldugu goriilmiistir (p<0.005).

Ilgili literatiir taramalarinda, Uyar ve dig. (2013) su ile yaptiklar1 ¢alismada 1,319
mg/g GAE ekstrakt degeri bulmuslardir. Andalwulan ve dig. (2010) tarafindan
Endonezya’dan temin edilmis Ornekte etanol ile yaptigi calismada 0,334 mg/g GAE
ekstrakt degeri tespit edilmistir. Sulaiman ve dig.(2011)’nin ¢alismasinda asetonda 138,2



mg/g GAE ekstrakt, etanolde 23,8 mg/g GAE ekstrakt ve suda 98,6 mg/g GAE ekstrakt
degerleri elde edilmistir. Alam ve dig. (2015) oniki farkli semizotu {izerinde yaptiklar
caligmalarda 0,96 ile 9,12 arasinda mg/g GAE sonuglar1 elde etmislerdir. Rinaldi ve dig.
(2010) calismalarinda 4,7 mg/g GAE sonucunu bulmuslardir.

Dogal antioksidanlar i¢cinde oldukga 6nemli olan bitkisel polifenol madde tarimsal
siireg, giines, hava sartlart ve iklim, hasat zamani1 ve depolama sartlar1 v.b bir ¢ok dis
faktorden etkilenir (Heimler ve dig., 2007). Ayrica ¢6ziicii ve ekstraksiyon siire¢lerindeki
farklilik da fenolik bilesiklerde tespit edilen degerler arasindaki degisikliklerinden
sorumludur.

Calismamizda kullanilan bitki ekstratlarinda DPPH iizerinden serbest radikal
giderici etkileri tayin edilmistir. DPPH, antioksidanlarin serbest radikal giderici aktivitesi
tayini i¢in kullanilan énemli bir sentetik radikaldir. Bu tayinde, mor renkli DPPH c¢ozeltisi
serbest radikal bulunduran maddelerle etkilesimi sonucu, ¢ozeltinin rengi sartya doniisiir.
Testler sonucu elde edilen sonuclar iyi birer kontrol maddesi olan Troloks, BHT ve BHA
ile karsilastirnllmis ve farkli sehirlerde yetismis semizotu orneklerinin serbest radikal
giderme aktivitesi % inhibisyon cinsinden hesaplanmistir.

Orneklerin DPPH giderme aktiviteleri; su ekstrakt: i¢cin % 1,64 ile 58,05 arasinda,
etanol ekstrakt1 i¢cin % 2,65 ile 53,01 arasinda ve aseton ekstrakti i¢in % 3,28 ile 56,24
arasinda bulunmustur (Tablo 3.3.). Deneylerde genel olarak su (ort. % 33,13) ve aseton
ekstraktlarmin (ort. % 29,71) birbirine yakin (p>0.05) ve etanolden ( ort. % 22,48) daha
yiiksek sonuglar verdigi goriilmiistir (p<0.005). Ayni1 zamanda, Elazig, Diyarbakir,
Batman orneklerinin DPPH giderme aktivitelerinin Mardin ve Kiiltiir ortam1 6rneklerine
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.005).

Alam ve dig. (2015) 12 farkli semizotu iizerinde 0,156-10 mg/mL konsantrasyon
araliginda yaptiklar1 caligmalarda % inhibisyon degerlerini 41,25 ile 66,81 arasinda
bulmusglar ayrica en diisiik IC50 degerlerini 2,52 mg/mL, enyiiksek IC50 degerlerini ise
3,29 mg/mL degerlerinde bulduklarini belirtmistir. Mousavi ve dig. (2015) ise yaptiklar
calismada % inhibisyon degerlerini 15,41 ile 79,06 arasinda bulduklarini bildirmistir.
Khaled ve Sayed Mokhtar (2014) semizotu yapraklarinda yaptiklar1 arastirmalarinda en
fazla % 52,23 degerini elde etmislerdir.

Ekstraktlarmin Fe*? iyonlarin1 selatlama aktivitesi, 0,2-1,0 mg/mL derisim
araliginda yapilan Slgiimlerde Fe*? iyonlar selatlama yetenegi % 0,37 ile % 87,61 arasinda

bulunmusken, konsantrasyon arttik¢a genelde bir artis oldugu goriildi (Tablo 3.4.). Genel
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itibariyle artan konsantrasyona karsi, % inhibisyon artarken, bu artiglarin bazen ¢ok diisiik
seviyede oldugu gozlendi. Genel itibariyle Elazig ve Diyarbakir’dan alinmis 6rnekler daha
iyi Fe*? selatlama Ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. En 1yi degerler, Elaz1g’ dan elde
edilen 6rnegin etanoldeki ekstrakti (1,0 mg/mL derisimde - % 59,86 +0,03) ile Diyarbakir’
dan elde temin edilen 6rnegin sulu ekstraktinda (1,0 mg/mL derisimde - % 87,61 +0,03) en
diisiik deger ise Mardin’ e ait 6rnegin etanol ekstraktinda (0,2 mg/mL derisimde - % 0,37
+0,12) elde edilmistir (p<0.05).

Peksel ve dig.’nin (2006) yaptig1 ¢alismada 0,25-1,00 mg/mL konsantrasyonda
ekstraktlarin farkli inkiibasyon siirelerinde verdikleri selatlama aktivitesi 562 nm’de
Olciilmiistiir. Bu olgtimlerdeki degerler yaklasik % 10 ile % 50 arasinda bulunmustur.

Bu calismamizda bitki ekstratlarinin H,O, giderme aktivitelerine de bakildi. Daha
onceden yapilmis fazla ¢aligma olmadigindan ve var olan benzer ¢alismalarda genellikle
0,25 ve 0,4 mg/mL araliginda, iyi sonuglar alindigindan bizim calismamizda da bu
konsantrasyon degerleri arasindaki ¢ozeltiler iizerinden deneyler yapildi ve H,O, giderme
aktivitelerine % 2,03 ile % 35,78 arasinda bulunmustur. Bu sonuglardan, ekstratlarin
diisik H,O, giderme aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.5.). Peksel ve
dig.’nin (2006) yaptig1 ¢alismada 20-100 pg/mL derisimlerde ¢ozeltiler kullanilmis ve su
ekstraktinda 0,1 mg/mL derisimli ¢ozeltinin H,O, giderme aktivitesi % 15 olarak
belirtilmistir olup, bizim elde ettigimiz degerler arasinda bulundugu goériilmektedir.
Caligmamizin sonuglari itibariyle fenolik madde miktarinin en fazla bulundugu 6rnegin
alindig1 sehir Diyarbakir (asetonda - 12,38+0,83 mg KE/g), DPPH giderme aktivitesinin en
yiiksek oldugu orneklerin alindigi sehirler Elazig (etanolde - % 53,01 +0,26), Diyarbakir
(suda - % 58,05 £1,35) ve Batman (asetonda - % 52,46 +0,58) , demir selatlama
kapasitesinin en yiiksek oldugu &rnegin alindigi sehirler ise Elazig (etanolde - % 59,86
+0,03) ve Diyarbakir (suda - % 87,61 +0,03) olarak tespit edilmistir. Yapilan deneyler
acisindan antioksidan kapasitesinin en az bulundugu oOrnekler ise kiiltiir ortaminda
yetistirilmis semizotu ve digerlerine nispeten Mardin ilinden alinmis semizotu olarak
gorulmektedir (p<0.05). Coziicii olarak kullanilmis olan su, etanol ve asetonun ise farkli
deneylerde degisken siralamalarla 6ne ¢iktiklar1 dolayisiyla da aralarinda net bir kiyaslama

yapilamayacagi goriilmiistiir (p>0.05).
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