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FARKLI BITKIiLERIN ANTiOKSIDAN AKTiVITELERININ
BELIRLENMESI

OZET

Antioksidanlar, sagliga olan faydalar1 ile pek ¢ok kisi tarafindan bilinen ve gida
takviyeleri, kozmetik, islenmis tahil gevrekleri gibi {irlinler de ¢ogunlukla yer alan
bilesenlerdir.

Saglik iizerindeki faydalari saymakla bitmeyen ve besinlerin icerisinde degisen
oranlarda yer alan antioksidanlar, serbest halde bulunan radikaller nedeniyle olusan
hiicresel tahribatin 6nlenmesinde veya yavaslatilmasinda katki saglayan maddelerdir
ve viicuda besinler ya da takviye edici gidalar (6zellikle bitkiler) ile alinabilmektedir.

Ayni zamanda antioksidan maddeleri viicudun kendi iginde, serbest halde bulunan
radikallere kars1 savunma amaciyla tiretilir. Antioksidan kapasitesi,varlig1 kesfedilmis
bir¢ok farkli madde vardir.

Canli metabolizmasinda olagan sartlar altinda her zaman serbest radikaller meydana
gelir. Serbest radikaller; belirlenmis bir seviyenin iistiinde olunca kararsiz kimyasal
yapilar1 sebebiyle saglikli olan hiicreleri tahribata ugratarak kanser, diyabet,
Alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi pek ¢ok ciddi hastaliga yakalanma olasiligini arttirmis
olur. Eger viicut serbest radikalleri etkili olarak ortadan kaldiramazsa oksidatif stres
adi verilen bir durum meydana gelebilir.

Metabolizmadaki oksidatif stres, tiitiin ve alkol tiiketimi, agir metallerle etkilesim,
cevre kirliligi, radyasyon, sik gecirilen enfeksiyonlar, antioksidan azlig1 sonucuna
bagli olarak daha da artabilir. Genis bir zaman boyunca var olan yiiksek oksidatif stres,
hiicrelerin genetik bileseni olan DNA’da tahribatlara neden olarak kanser ve kronik
hastaliklara, hatta hiicre 6liimlerine dahi baglangi¢ olusturabilir. Tiim bunlara ek olarak
serbest radikallerin metabolizmada pozitif yonde faaliyetleride bulunmaktadir.
Ornegin immiin sistem, metabolizmaya katilan enfeksiyon ajanlari ile savagirken
serbest radikalleri kullanir. Saglhigimizin stabil kalabilmesi i¢in serbest radikaller ve
antioksidanlar metabolizmada belirli bir denge igerisinde bulunmalidir. Lakin
sagliksiz ve dengesiz diyete bagl olarak antioksidanlar, besinlerle birlikte gerektigi
diizeyde metabolizmaya alinmaz ise bu denge bozulur ve viicut, hastaliklara karsi
savunmasiz bir yapida olmus olur. Bu nedenle gerektigi kadar ve belirli periyotlarla
antioksidan kullanimina dikkat etmek olduk¢a 6nemlidir.

Canli metabolizmalarin toksik maddelerle miicadele etmek amaciyla {rettigi
antioksidanlar; katalaz, glutatyon peroksidaz, askorbat peroksidaz ve SOD (superoksit
dismutaz) gibi enzimlerdir. Antioksidanlarin pek ¢ok ¢esitleri bulunur. Bunlardan E
Vitamini (alfa tokoferol) i¢inde alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri bulundurur.
Bunlardan en 6nemli antioksidan olani alfa tokoferoldir. Digerleri; Askorbik Asit (C
Vitamini), beta caroten ve flavonoid gibi antioksidanlardir. Tiim bunlarin disinda var
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oldugu kanitlanmis onlarca farkli antioksidan ¢esidi bulunmaktadir. Bitkisel kokenli
pek cok tiirden besinin yapi tasinda farkli tiir ve miktarlarda bulunan antioksidanlar
beslenme yoluyla viicuda alinir.

Bu tez kapsaminda Sakarya Universitesi’nin Biyokimya laboratuvarinda farkl
bitkilerin farkli kisimlarinin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri DPPH
serbest radikali yakalama testi, Demir (Il) iyonlar1 selatlama aktivitesi ve indirgenme
kapasitesini igeren {ii¢ farkli yontem ile belirlenmistir. DPPH (1,1-Difenil-2—
pikrilhidrazil radikali; C1sH12N5Og) antioksidan analizi, farkli bilesiklerin antioksidan
kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilan hizli, yaygin ve maliyetsiz bir yontemdir.
Metal iyonlar1 selatlama testi serbest halde bulunan agir metallerin bozucu etkilerini
baskilamak amaciyla kullanilan bir test yontemidir.

Calisma igin, Bursa’nin Mudanya il¢esinden ; act kavun otu ((Ecballium elaterium),
dul avrat otu (Arctium lapa ), sazlik otu (Phragmites australis) ve miirver otu
(Sambucus nigra) gibi dort farkli bitki yaprak ve meyveleri ile beraber toplanarak
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bu dort bitki halk arasinda hastaliklara tedavi
amaciyla veya cilt bakimi gibi pek ¢ok alan i¢in yaygin olarak tiikketilmektedir. Miirver
otu diinya tizerinde astorpikal bolgelerde ¢ogunluktadir ve koyu mavi ya da siyah
renkte bulunur. Canli metabolizmasinda bir antioksidan ve anti-inflamatuar ajan
olarak gorev alir.

Toplanan dort bitki tlirliniin yaprak ve meyve kisimlari etanol ile ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Bu islem i¢in uygun kimyasallar kullanilarak kurutma islemi
gerceklestirilmistir. Tim bitkilerin hem yaprak hem de meyve kisimlarindan
antioksidan aktivite taramasi1 yukarida bahsedilen ii¢ yontem ile yapilmistir.

DPPH serbest radikal siipiirme testinde karanlikta inkiibasyon yapilarak 517 nm de
degerler okunmustur. Demir (II) iyonlar1 selatlama testinde deiyonize su ile FeCl, oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir ve 562 nm de degerler okunmustur.

Indirgenme kapasitesi testi igin ise fosfat tamponu ve kompleks bir tuz ile su
banyosunda inkiibasyonu yapilmistir. 700 nm de degerler okunmustur. DPPH serbest
radikal baglama aktivitelerine bakildiginda; derisim oranlarn arttikca aktivite
oranlarinin da arttig1 goézlemlenmistir. Demir (II) iyonlarinin selatlama isleminde de
konsantrasyon degerleri arttik¢a aktivite oraninin arttig1 goriilmiistiir.

Analizi yapilan ¢alismanin sonucunda en yiiksek DPPH aktivitesi, etanolde miirver
bitkisinin meyve kisminda % 82,12 olarak belirlenmis olup yaprak kisminda %72,12
olarak ol¢iilmiistiir. Indirgenme kapasitesi tayininde en yiiksek deger etanol ile
ekstrakte edilen hem kabuk hem de meyve kismi i¢in yine miirver otunda lgiilmiistiir.
Demir (II) iyonlarint selatlama tayininde de tekrardan etanol ile ekstraktesi yapilan
hem yaprak ve meyve kisimlari i¢in miirver otu yiiksek degere sahiptir. Yapilan ii¢
yontemde de en diisiik orana sahip olan ot ise sazlik otu olmustur.

Alternatif tipta daha ¢ok tercih edilen miirver otunun siniizit rahatsizlig1 gibi pek ¢cok
rahatsizlig1 gidermesi, sazlik otunun ise sadece siis esyalar1 yapiminda kullanilmasi,
insan viicuduna bir faydasinin goriilmemesi bu caligmay1 desteklemektedir. Bu
calismaya gdre uygulanan yontemlerden en iyisi DPPH yonetemi demek kesin sonucu
olusturmayacaktir.

XXii



DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF DIFFERENT
PLANTS

SUMMARY

Antioxidants are components that are known to many people for their health benefits
and are often included in products such as food supplements, cosmetic products,
enriched cereals.

In this study, the antioxidant activities of bitter melon grass (Citrullus colocynthis ),
dul avrat grass (arctium lapa ), reed grass (phragmites ) and elderberry grass
(Sambucus Nigra) of four different plants collected in Mudanya district of Bursa were
determined. These plants are widely consumed among the population Decently.

The benefits on health do not end with counting and are contained in varying
proportions in nutrients antioxidants are substances that contribute to the prevention
or slowing of cellular destruction caused by free radicals and can be taken into the
body with foods or supplements (especially plants).

At the same time, antioxidant substances are produced in the body itself for the purpose
of defense against free radicals.

Antioxidant capacity,there are many different substances whose existence has been
discovered. Under normal conditions in living metabolism, free radicals occur all the
time. Free radicals; When they are above a certain level, they destroy healthy cells due
to their unstable chemical structure, increasing the likelihood of developing many
serious diseases such as cancer, diabetes, Alzheimer's, heart diseases.Oxidative stress
in the body may increase due to conditions such as smoking and alcohol consumption,
environmental pollution, exposure to heavy metals, radiation, frequent infections,
antioxidant deficiency.

Oxidative stress in metabolism, tobacco and alcohol consumption, environmental
pollution, exposure to heavy metals, radiation, frequent infections, may increase even
more depending on the result of antioxidant deficiency. High oxidative stress, which
has existed for a long time, can cause damage to the DNA, which is the genetic
component of cells, causing the onset of cancer and chronic diseases, even cell death.
In addition to all these, free radicals also have positive activities in metabolism.
October 19, 2016. For example, the immune system uses free radicals when fighting
infectious agents involved in metabolism. In order for our health to remain stable, free
radicals and antioxidants must be present in a certain balance in metabolism. However,
if antioxidants are not metabolized at the required level along with nutrients due to an
unhealthy and unbalanced diet, this balance is disrupted and the body becomes
vulnerable to diseases. For this reason, it is very important to pay attention to the use
of antioxidants as much as necessary and with certain periods.
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Antioxidants produced by living metabolisms in order to combat toxic substances;
catalase, glutathione peroxidase, ascorbate peroxidase and SOD (superoxide
dismutase). There are many types of antioxidants. Alpha tocopherol (Vitamin E)
contains alpha, beta, gamma, and delta tocopherols. Among them, alpha tocopherol is
an important antioxidant. Others; Antioxidants such as Ascorbic Acid (Vitamin C),
beta carotene and flavonoids. Apart from all these, there are dozens of different types
of antioxidants that have been proven to exist. Antioxidants, which are found in
different types and amounts in the building blocks of many types of plant-based foods,
are taken into the body through nutrition.

A large number of methods have been developed to date to measure antioxidant
capacity. Methods that allow measuring the total antioxidant capacity can be divided
into two, namely methods based on hydrogen atom transfer (HAT) reactions and
methods based on electron transfer (ET). Many of the LINE-based methods use
competitive Kinetic reactions based on the competition of antioxidant and substrate for
peroxyl radicals formed by the degradation of azo compounds. MEAT-based methods,
on the other hand, measure the antioxidant's ability to reduce oxidants by color change.
The degree of color change is related to the antioxidant concentration of the samples.

ORAC; This method, which examines the effect of free radicals and uses the area
under curve (AUC) technique in determining the amount, is a method that can express
both the percentage of antioxidants inhibiting free radicals and the inhibition time as a
single value. The net AUC is proportional to the amount of antioxidants.

In the TRAP method, the delay time of the reaction is measured and the total amount
of antioxidants is calculated in terms of trolox by comparing the results found with
trolox. The disadvantage of this method is that the endpoint of the oxygen electrode is
not precisely detected, and the stability of the oxygen electrode cannot be maintained
within the required time frame.

This method, which is called DCFH-DA and is based on the TRAP method, the total
antioxidant capacity is calculated in two stages. At the first stage, the capacity of the
antioxidants in the sample is calculated in terms of delay time, and then trolox solution,
the amount of which is known, is added to the same sample. After the Trolox solution
is consumed by free radicals, the second delay time is calculated. The total antioxidant
capacity in trolox is calculated by taking advantage of the difference between these
two Deceleration times.

The luminol method is used by oxidizing the luminol substance with hydrogen
peroxide or perborate. In order for the reaction to occur faster, HRP (horse radish
peroxidase) was used as a catalyst and the light propagation was faster. Under normal
conditions, this reaction occurs as a low intensity light emission that decreases rapidly.
When p-iodophenol is added to the reaction medium, the light emission becomes more
intense, long-lasting and stable. In order for light to be emitted by luminol radicals, all
antioxidants in the environment must be consumed. Therefore, this method is sensitive
to antioxidant interference. The most significant disadvantage of this method is that
the antioxidants studied reduce not only the radicals formed from AAPH, but also the
luminol radicals.
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In the crocin bleaching method, the degree of bleaching of crocin, a carotenoid, is
measured by peroxyl radicals formed as a result of thermal degradation of the azo
initiator. Fr chromogenic oxidant in the cuprac method(11)-reagent using neokuproin,
plasma antioxidants, flavonoids, polyphenols food, vitamin C and vitamin E for a
simple, widely applicable, an antioxidant capacity determination method has been
developed. This reagent is a stable, inexpensive, easily accessible reagent that can
respond to hydrophilic and lipophilic antioxidants. This method used in the
determination of total antioxidant capacity has been introduced into the world
literature under the name CUPRAC (copper(ll) ion reduction antioxidant capacity).

The TEAC/ABTS method, expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity, is a
method based on the inhibition of the absorbance of the 2,2’ azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) chromogenic radical cation by hydrogen-donating
antioxidants. By taking advantage of the decrease in absorbance, the total antioxidant
capacity is given in trolox.

In the original FRAP method, the Fe3+-tripridyltriazine (Fe3+-TPTZ) complex is
reduced to the Fe2+-tripridyltriazine (Fe2+-TPTZ) complex by an antioxidant
substance with reducing properties in an acidic pH environment (pH=3.6).The Fe2+-
TPTZ complex gives a violent blue color. The absorbance of this Fe2+-TPTZ complex
formed at 593 nm is measured and the reducing power (or capacity) of electron-
donating antioxidants is measured in total.

The DPPH method is a method based on the measurement of the scavenging effects of
antioxidants on a stable free radical, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical.
This radical is reduced to hydrazine when hydrogen interacts with donors. The red-
colored DPPH radical provides maximum absorption at 517 nm. With the addition of
antioxidants to ethanol or methanol DPPH solution, there is a decrease in absorption
and the color of the radical turns from red to yellow with the presence of antioxidants.
This method is known as an easy and valid method for evaluating the radical
scavenging abilities of antioxidants.

In this study, DPPH free radical capture test, Iron (11) ion chelating activity, reduction
capacity were studied by three different methods in the Biochemistry laboratory of
Sakarya University. DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazil radical; CisH12NsOs)
antioxidant analysis is a fast, common, efficient, and inexpensive method used to
evaluate the antioxidant capacity of different compounds. Metal ion chelation test is a
test method used to suppress the destructive effects of free heavy metals.

In this study, antioxidant effects of elderberry (Sambucus Nigra) were determined.
Elderberry is concentrated in the astorpical regions of the world and is available in
dark blue or black. It functions as an antioxidant and anti-inflammatory agent in the
human body. Elderberry herb was first subjected to the extraction process. Drying was
carried out using suitable chemicals for this process. Antioxidant activity screening
was done from both leaf and fruit parts of elderberry.

For the study, four different plants such as bitter melon grass (Ecballium elaterium),
widow avrat grass (Arctium lappa), reed grass (Phragmites australis) and elderberry
grass (Sambucus nigra) from Mudanya district of Bursa were collected together with
their leaves and fruits and their antioxidant activities were determined. These four
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plants are widely consumed among the people for the treatment of diseases or for many
areas such as skin care. Dec. Elderberry grass is mostly found in astorpical regions
around the world and is found in dark blue or black color. It acts as an antioxidant and
anti-inflammatory agent in live metabolism.

The leaf and fruit parts of the four plant species collected were subjected to ethanol
extraction process. The drying process was carried out by using suitable chemicals for
this process. The screening of antioxidant activity from both leaf and fruit parts of all
plants was carried out by the three methods mentioned above.

In the DPPH free radical scavenging test, values were read at 517 nm by incubating in
the dark. In the chelating test of iron (Il) ions, deionized water and FeCl, were
incubated at room temperature and values were read at 562 nm.

For the reducing capacity test, it was incubated in a water bath with phosphate buffer
and a complex salt. Values were read at 700 nm. Considering the DPPH free radical
binding activities; It was observed that as the concentration ratios increased, the
activity ratios also increased.

As aresult of the analyzed study, the highest DPPH activity was determined as 82.12%
in the fruit part of the elderberry plant in ethanol and was measured as 72.12% in the
leaf part. The highest value in determining the reduction capacity was again measured
in elderberry grass for both the peel and the fruit part extracted with ethanol. In the
determination of chelating iron (1) ions, elderberry grass has a high value for both leaf
and fruit parts, which are extracted with ethanol again. The grass with the lowest rate
in all three methods was reed grass.

In fact, when we look at daily life, elderberry herb relieves many ailments such as
sinusitis discomfort, while reed grass is only used in the production of ornaments, no
benefit to the human body is seen supports this study.

According to this study, DPPH management is the best method, which will not create
a definitive result.
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1. GIRIS

Bitkiler insan ve hayvansal yasam igin vazgegilmez besin kaynaklarindandir. Bitkierin
bir ¢ogu ayrica tedavi amacli ve antioksidan olarak halk arasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu bitkilerden bazilar1 Tiirkiyede de yayin olarak yetisen ve halk

alarsinda tedavi amagli kullanilan miilver otu, ve e

Bunlardan kara miirver otu (Sambucus nigra) Adoxaceae familyasindan bir bitki
cinsidir. ik basta hanimeli familyasma (Caprifoliaceae) dahil olmanin yani sira son
yillarda Adoxaceae familyasiyla kesin bir genetik akrabalik ortaya g¢ikmustir.
Astorpikal bolgelerde diinya yaygin bir dagila sahip bir bitkidir. Kuzey ve Giiney
yarimkiirede yetismesine ragmen, Kuzeyde yarimkiirede daha yaygin olarrak
bulunmaktadir. Ayrica glineyde Avustralya ve Giliney Amerika daki iilkelerinde de

siklikla goriilmektedir.

Tiirkiyede yaygin olarak kara miirver otu bulunmaktadir. Miirver otu dogada koyu
mavi veya siyah renkte bulunur. Genellikle keskin ve tatlimsidir. Bu 6zelligi nedeniyle
surup, jole, regel ve salga gibi ¢esitli tatlilarda tercih edilen ve hatta pek ¢ok icecek ve
kokteyl de kullanilmaktadir.

Miirver otu demir, potasyum, bakir ve fosfor gibi mineraller bakimindan zengin olup
doyurucu ve beleyci olup iyi bir diyet lifi ve protein kaynagi olan bir bitkidir. Ayrica
A, B ve C vitaminleri a¢isindan da zengindir. Bunlara ilave olarak insan viicudun da

yiiksek derece bir antioksidan ve anti-inflamatuar madde olarak etki gostermektedir.

Z1t diizenli yapraklar, 5-9 yaprakeikli (veya nadiren 3 veya 11) ince ve uzundur. Her
yaprak 5-30 cm (2-12 in) uzunlugundadir. Yapraklarin tirtikli kenar bosluklart vardir.
[Ikbaharin sonlarinda biiyiik beyaz veya krem renkli ¢igek kiimeleri tasirlar; bunlari

kiiglik mavi-siyah veya kirmizi meyve (nadiren sar1 veya beyaz) kiimeleri takip eder
[1].
Miirver meyveleri suyu seyreltildiginde kirmizimsi olan yogun bir mavi-mor renk

vermek icin bir araya gelen antosiyanidinler agisindan zengindir. Bu renk hiicreleri

cesitli tirtinlerde renklendirici olarak kullanilir ve "miirver suyu rengi" ABD Gida ve



[lag Dairesi tarafindan sertifikali organik gida iiriinlerinde izin verilenler arasinda

belgelenmistir [2].

Sekil 1.1. Miirver otu (Sambucus nigra)

Acidiilek, c¢itlak esek hiyari gibi isimleriyle de bilinen aci kavun (Ecballium
elaterium), Aralik ayinda alternatif tip alaninda sik¢a kullanilan bitkiler arasinda yer

almaktadir.

Elaterin bakimindan zengin bir bitki olup sar1 renkli ¢iceklere sahiptir. Bitkinn
yiiksekligi yaklasik 1,5 metre kadarolabilmektedir. Halk arasinda genellikle Basi
kesilmis esek olarak adlandirilir. Faydalar1 oldukga fazla olmasina ragmen kabuklari
ve ¢ekirdekleri toksik bir yapiya sahiptir. Bu nedenle sadece ac1 kavunun 6zsuyu ve

kokleri kullanilmalidir [2].



Sekil 1.2. Ac1 kavun otu (Ecballium elaterium),

Uluavrat otu olarak da bilinen dul avrat otu (Arctium lapa), ge¢misten beri saglik igin
kullanilan 6nemli bir bitkidir. Gegmisten beri alternatif tipta tercih edilen bu bitki
saglik a¢isindan da yararlidir. Dogal botoks etkisi olan bu bitki eski ¢aglardan beri
geng kalmak i¢in tercih edilmistir. Ayrica 6zellikle cilt ve sag i¢in de yararlidir. Latince
ad1 ‘Arctium lapa’ olan glizel avrasya otu, papatya ailesinin (aster ailesi) bir tiyesidir.

Soguk havaya kars1 direnglidir ve nemli bolgeleri sever [2].



Sekil 1.3. Dul avrat otu (Arctium lapa ),

Pampas otu veya saz piiskiilii isimleriyle bilinen keskin yaprak kenarlar1 olan bir
bitkidir. Dogada yaygin olarak bulunan ve kuvvetli bir ¢ayir formu olan saz
ptskiiliiniin yapraklar1 her zaman vyesildir. Hasirgil ailesine aittir. Bagirsak

solucanlarini azaltmaya yardimci olur. Dekoratif alanlarda da siklikla kullanilir [1].



Sekil 1.4. Sazlik otu (Phragmites australis)

1.1. Antioksidanlarin Tarihi

Sentetik antioksidanlarin besinlerdeki kullanim alan1 1940 yillarinda BHA
(biitillendirilmis hidroksitoluen) ve gallik asit esterleri oksidasyon reaksiyonunu

engelleyebildiklerinin kesfedilmesiyle baslamistir.

Demir ve bakir gibi metallerin zararli etkilerini azaltan maddeler olarak sitrik asit
(CA), etilendiamintetraasetik asit (EDTA) veya bunlarin tiirevleri bir metal

deaktivator veya selatlama maddesi olarak etki ettigi bulunmustur.

1954'te ABD'de gidalarda BHT kullanimina izin verildi. Ugiinciil biitil hidrokinon
(TBHQ) 1972 yilindan itaberen ticari olarak kullanilmaya baslanmistir [3].

Sentetik antioksidanlarin olasi kanserojen etkileri nin tespit edilmesi ile Japonya ve
diger bir¢ok iilke BHA'nin gidalarda kullanilmasini yasaklamistir. TBHQ'nun Kanada,
Japonya ve Avrupa lilkelerinde de kullanilmasma halen izin verilmemektedir. Bu
nedenle yapay antioksidanlar yerine dogal antioksidanlar kullanmak i¢in genel bir ilgi

ve istek vardir [4].

1.1.1. Cesitli bitkiler ile daha once ¢alisilmis antioksidan aktiviteleri

Selda ve arkadaslar1 (2015) tiziimlerden iiretilen saraplardaki kiikiirt dioksit miktarini
GFAAS kullanilarak gelistirilen molekiiler atomik absorpsiyon yontemi ile
belirlemislerdir ve CERAC yontemine ile etkilesebildiginden dolay1 kiikiirt dioksidin
sarap numunelerinden ayirarak asil antioksidan kapasitelerini bulmaya ¢alismislardir.
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Yapilan ¢aligmada kirmiz1 saraptaki antioksidan miktarinin beyaz saraptakinden daha

yiiksek oldugunu tespit etmislerdir [3].

Onur ve arkadaslar1 (2016) dogu karadeniz bolgesinde kendiliginden yetismekte olan
cay lziimi yaprak orneklerinin toplam polifenol ve toplam flavonoid miktarlarini
arastirilmistir. Dogal bir tiir olan bu bitkide yiiksek oranda antioksidan Sl¢iilmiistiir
[4].

Ahmet ve arkadaslar1 (2015) Salvia fruticosa bitkisinin su ile elde ettikleri ekstrelerin
fenolik bilesimini arastirip bu ekstrelerin kanser baglantili enzimler iizerindeki etkisini
anlayabilmek i¢in antioksidan kapasitesini 6l¢miislerdir. S. fruticosa etkilestrirlen HT-
29 hiicrelerindeki bazi faz 1 ve faz II enzimleri ile bazi antioksidan enzimlerinin

genlerinin arttigini bazilarinin ise azaldigini gozlemlemistir.

Ozge ve arkadaslar1 (2019) deniz alglerinin igerdigi pigmentlerden yararlanarak
antioksidan igeriklerini tayin etmislerdir. Ayrica sentetik antioksidanlarin dogal
antioksidanlar yerine kullanip kullanilmayacaginida arastirmislardir. Kahverengi
alglerde kirmizi alglere gore daha ¢ok antioksidan aktivitesinin bulundugunu
bulmuslardir [6].

Seyda ve arkadaslar1 (2008) Tiirkiye’de yetisen elma c¢esitlerinin antioksidan
tayinlerini ve miktarlarin1 ¢aligmistir. Yapilan arastirmaya gore elmanin etindeki

antioksidan degeri kabugu ve suyundan daha disiik olarak bulunmustur [7].

Rukiye ve arkadaslar1 ise (2011) yaptiklar1 ¢aligmalarinda bazi dogal ve sentetik
bilesiklerin antioksidan kapasitelerini 6lgmistiir. Calismanin sonucunda ¢ikan
antioksidan seviyelerine gore besinlerde kullanilan yapay antioksidanlar yerine ayn
seviyede aktivasyon goOsteren dogal antioksidanlarinda yeterli diizeyde

kullanilabilecegi goriilmiistiir [8].

1.2. Tezin Amaci

Antioksidanlarin sagliga pek ¢ok faydasi bulunmaktadir. Hemen hemen pek ¢ok gida
maddesinde, kozmetik malzemeler gibi ¢ok genis alanlarda antioksidanlar yer

almaktadir.

Canli metabolizmas1 kendi dogal dongiisiinde serbest radikaller meydana
getirmektedir. Bunun sonucunda viicut otomatik olarak antioksidanlari sentezlemeye

baslar. Bu sayede olusan tahribatlar engellenmis olur. Bu amaglar karsilayabilmek,
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gidalarin raf dmriinii uzatabilmek i¢in yapay antioksidanlarda bulunmkatadir fakat

dogal antioksidanlarinda bu gorevi yeterli diizeyde karsiladig1 bilinmektedir.

Yapilan bu c¢alismanin amaci canlilar i¢in bu kadar 6nem tasiyan antioksidanlarin
cesitli bitkilerde de varligini gésterek literatiire dogal antioksidanlara kat1 saglamaktir.
Yapay antioksidanlardansa dogal antioksidanlarin daha ¢ok olusturulabilmesi adina da

birden fazla bitki incelenmistir.

Bu sebeple ti¢ farkli bitki miirver, dul avrat, sazlik ve ac1 kavun otlar1 ve bunlarin farkl
kisimlarinin etanol ekstraktlari elde edilerek bu ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri
yaygin olarak kullanilan ii¢ farkli metot (demir-ll-iyonlarin1 selatlama aktivitesi,
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, indirgenme kapasitesi) ile antioksidan

aktiviteleri Ol¢lilmiistiir.






2. ANTIOKSIiDAN TURLERI

Antioksidan o6zelliklere sahip oldugu tespit edilengok sayida farkli maddeler
mevcuttur. Bu maddelerin bir kismini1 diyetimizden (6zellikle bitkilerden) alirken,
viicut bir kismin1 metabolik reaksiyonlar sirasinda meydana gelebilecek olan serbest
radikalleri engellemek iizere savunma mekanizmas: olarak tek basmna iiretir.
Organizmanin serbest radikalleri engellemek iizere irettigi baslica antioksidan

enzimler katalaz, glutatyon peroksidaz ve SOD (siiperoksit dismutaz) gibi enzimlerdir
[9].

Bilinen dogan antioksidanlardan biri E vitamini (Alfa tokoferol)dir. Dogada E
vitamini genellikle alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri igerir. Bunlardan en 6nemli
antioksidan  Alfa-tokoferoldir. Misir, bugday, piring gibi tahillarda E vitamini
acisindan zengindir. Ayrica aygigek yagi, misir yagi, pamuk tohumu yagi gibi yaglarda
badem, ceviz ve yer fistig1 gibi kuruyemislerde ve yesil sebzelerde bulunur. E vitamini
ayrica pisirmeye ve 1stya dayaniklidir, bu nedenle pisirme sirasinda yok edilmezler. E
vitamini disindaki farklt maddelerde bulunan tokoferoller kolayca yok edilebilir.
Bununla birlikte, yagda kizartma ve tahil 6glitme sirasinda E vitaminleri de yok edilir

ve ¢cogu bozulur.

Askorbik Asit (C Vitamini) - Turunggiller, domatesler, yesil yaprakli sebzeler (
1spanak, brokoli vb.) ve meyvelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte, C vitamini ¢ok
hizli oksitlendiginden, meyve ve sebzeler pisirilir ve hazirlanirken C vitamininin ¢ogu
bozunur. Bu nedenle C vitamini igeren yiyeceklerin az pisirilmesi, yenebilirse ¢ig

yenmesi ve hazirlanirken de ¢okkisa bir siire de tiikketilmesi gerekmektedir.

Beta-karoten- disaridan diyetle alinan ve organizmada depolanabilen ve A vitaminine
de gevrilebilen kirmizimsi-turuncu pigment yapida giiglii bir antioksidan maddedir.
Bu nedenle 6zellikle kanser yakalanma riskini azaltigi belirlenmistir. Ispanak ve
brokoli gibi yesil yaprakli sebzeler ile havug ve kayis1 ve seftali gibi meyvelerde bol

miktarda bulunur.

Flavonoidler de antioksidan olup sari-beyaz pigmentlidirler ve pek ¢ok meyve ve

sebzede yiiksek oranda bulunur. Cogu bitkide bulunan bu antioksidan, ayn1 zamanda



antioksidan olan C ve E vitaminlerinden ¢ok daha yiiksek miktarlarda bulundugundan,
ozellikle meyve ve sebzelerde agir bir diyetle viicuda biiylik miktarlarda alinabilir.

Cilek, elma, tiztim ve 6zellikle ¢ay gibi meyveler belirli oranlarda flavonoid igerir.

Koenzim g- Ozellikle kanser ve bazi norolojik hastaliklar iizerindeki olumlu etkileri
ile bilinen Koenzim q da onemli bir antioksidan maddedir. Hem insan viicudunda
tiretile bildigi gibi hemde diyet ile digaridanda alinabilmektedir. Karaciger, kalp ve
bobrek gibi et iirlinlerinde ve baliklarda yiiksek miktarlarda bulunmasina ragmen besin

takviyeleri olarakta koenzim q alinabilmektedir.

Likopen — meyvelere kirmizi rengi veren ve Beta-karoten ve lutein ile ayni ailenin bir
tiyesi olan bir maddedir.. Kalp damar hastaliklar1 ve kansere kars etkileri ve bagisiklik
sistemi lizerindeki olumlu etkileri bilinen ve yiiksek antioksidan 6zelligi oldupu
belirlenmistir. Ozellikle domateslerde gok biiyiik miktarlarda bulunur. Prostat ve kolon

kanseri risklerini biiylik dlglide azalttig1 laboratuvar ¢alismalari ile kanitlanmistir [10].

Dogal gidalardan viicuda elde edilen antioksidanlarin yani sira son yillarda antioksidan
iceren bir¢ok besin takviyesi iirlinii ve krem ortaya ¢ikmistir. Simdiye kadar ciddi yan
etkiler, olumsuz sonuglar veya zehir oran1 goriilmemekle birlikte, bu tiir besin
takviyesi iiriin ve kremlerinin uzun vadede nasil sonuglara veya yan etkilere neden
olabilecegi kesin degildir. Antioksidanlarin kanser risklerini ve yasliligin etkilerini

azaltmada dnemli olmasina ragmen "sihirli bir iksir" olmadiklar1 da unutulmamalidir.

Antioksidanlar, bir gesit oksit sokiicii olup her tiirlii kimyasal maddeye verilen isimdir,
sadece canlilarin sistemlerinde de kullanilmazlar. Ayrica kimyasal reaksiyonlarda ve
endiistride kullanilabilen ¢ok sayida antioksidan bulunmaktadir [11].

2.1. Antioksidan Etki Mekanizmasi

Yaglar ¢ok kolaylikla oksitlenebildiklerinden dolay1 yaglarda ve yagl gida iiretiminde

yayn olarak kullanilan antioksidanlarin baslica 6zellikleri:

e Gidalarn iiretiminde kullanilan dozlarda zehir etkileri bulunmamalidir.

e Diisiik derisimlerde etkin olmalidirlar

e Kolaylikla elde edilebilir olmalidirlar

e Pisirme gibi 1s1l islemler sirasinda etkilerini korumalidirlar

e (Gidalarda istenilmeyen renk ya da lezzette bozulmalara sebep vermemesi

gerekir
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e Diisiik maliyette bulunmalidir [12].

2.1.1. Antioksidanlarin smiflandirilmasi

Var oldugu kaynaga gore antioksidanlar ;

Dogan ve sentetik olmak tizere iki gruptadir.

2.1.2. Dogal antioksidanlar

2.1.2.1. Tokoferoller
e Bitkilerde sik rastlanir hayvansal dokularda az rastlanir
e Dogal antioksidanlarin en yaygin kullanim bélgesine sahip olanidir.
e Bitkisel yaglarda bulunur.
e Ticari kaynag1 soya fasulyesidir

e Karanlik ortamda daha etkilidir.

2.1.2.2. Askorbik asit ve tuzlari
e Vitamin C (L-askorbik asit)
e Enzimatik olmayan esmerlesmeyi engellemek i¢in kullanilir
¢ Sodyum ve potasyum tuzu olarak gidaya katilir
e Ogzellikle konserve ve siselenmis iiriinlerde tepe boslugu kisminda oksijen
tutucu olarak kullanilir.
e Askorbik asitten dehidro askorbik aside doniiserek antioksidan etkisini

gostermektedir.

HO

Sekil 2.1. Askorbik asit (vitamin C) formiili

2.1.2.3. Askorbil palmitat ve stearatlar
e Askorbik asit, gidaya tuz seklinde ve ayrica askorbil palmitat ve askorbil
stearat formundaki yag asidi esterlerine eklenebilir
e Yaglarda kullanilabilmesi i¢in yag asidi esteri seklinde olmalidir

o Bitkisel yaglarda kullanildiginda BHA ve BHT den daha etkin yapidadirlar
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Bazi tokoferoller ile kullanildiginda sinerjist etkili olabilmektedir.

2.1.2.4. Glukoz oksidaz

Kategori olarak enzim formatinda bulunan bir maddedir

En 6nemli ticari kaynag1 Aspergillus niger in bir tiirevidir

Coziinmiis haldeki veya tepe boslugundaki oksijeni engeller

Toz haldeki yumurta iirinlerinde glukozu uzaklagtimak i¢in kullanilir. Bu
sayede maillard reaksiyonunu engellemis olur.

Turunggil sulari,kolali igecek,bira,sarap,gazli icecek ve salata soslarinda

kullanilir.

2.1.2.5. Silfitler

Sodyum ve potasyum bisiilfit, kiikiirt dioksit ve metabisiilfit gibi maddeler
degisik gidalara pasif antioksidan olarak kullanilir

Ornegin kiikiirt dioksit biraya depolama sirasinda tat bozulmasini engellemek
i¢cin kullanilir

Hem enzimatik hem enzimatik olmayan tepkimeleri kontrol eder,ayn1 zamanda
mikrobiyel gelismeyi de onler.

Alternatif bulmak zordur ¢linkii pek ¢ok fonksiyonu bulunmaktadir.yaygin
kullanimina devam etmekte.

ABD de GRAS listesinden ¢ikarilmistir. 10 ppm iizeri etikette belirtme
zorunlulugu vardir

Meyve ve sebzelerin daha ¢ok kurutulmus olanlarinda, tiziimde, sarapta, kabuk

soyma Oncesi patateslerde kullanilir.

2.1.3. Yapay antioksidanlar

2.1.3.1. Sodyum eritorbat ve eritorbik asit

[zoaskorbik asit ikinci ismidir

Anoksidatif etkisi sayesinde oksijen baglama 6zelligi vardir

Siilfitler ve sitrik asit ile beraber farkli bir segenek seklinde kullanilmakta.
Donmus deniz {iriinleri,salata, elma larda olusan kararmayi ve acilasmay1
onlemek igin de kullanilir.

150-200 ppm donmus meyvelerde kullanilabilmektedir.
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2.1.3.2. Gallatlar
e Yiiksek antioksidan potansiyeline sahiptir.
e Suyun iginde demir artiklartyla beraber siyah-mavi renk olusturmasi yaglarda
kullanimin1 engellemektedir
e Yiiksek ¢oziiniirliik noktasina sivi ve kat1 yaglarda ulagir

e BHA ve BHT ile birlikte daha yiiksek etkiye sahiptir.

2.1.3.3. BHT (biitillendirilmis hidroksitoluen)
e Gliseritler tizerinde etkili ve koruyucu etkiye sahiptir
e Ancak bitkisel yaglarda ¢ok etkin degildir. Diger antioksidanlarla sinerjist etki
meydana getirir
e Erime noktas1 69.7 derecedir

e BHA ile sinerjist etki olusurur, gallatlar ile olusturmaz.

CH; OH CHs

HaC CHg
HsC CHs

CH3

Sekil 2.2. BHT molekiiliiniin kimyasal formiilii

2.1.3.4. TBHQ (tersiyer biitil hidroknon)
e 1972 de kullanimina izin verilmistir.
e (Coklu doymamus bitkisel yaglarda koruyucu etkili.en giiclii etkisi sitirk asit ile
beraber kullanildiginda ortaya ¢ikmustir.
e BHA ve BHT’ye nazaran uguculugu az, asir1 sicakliga dayanikli,demir

varliginda renk bozulmasina neden olmayan, daha etkili yapaylar arasindadir.

2.1.3.5. NDGA (nordihidroguairatik asit)

Ulkemizde kullanimina izin yoktur [13].

2.2. Fenolik Bilesikler

Metabolizmalarindaki tiim bitkiler, ikincil bir metabolit olarak ancak bitkinin kendi
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metabolizmalarinda rolleri heniiz tam olarak belirlenememis ¢ok sayida fenolik

molekiiller tretmektedir.

Bu sebeple, bitki kokenli tiim gidalarda her zaman degisik 6zellikte ve oranda gesitli
fenolik bilesikler bulunur [14].

OH

Sekil 2.3. Fenol kimyasal formiilii

2.3. Fenolik Bilesiklerin Tanim
Bir ya da ¢ok fazla adette hidroksil grubunun baglandigi bir benzen halkasi onu
bulunduran bilesikler topluluguna fenolik bilesikler ya da polifenoller denmektedir.

Bu halkada en az bir aromatik halkaya ve ¢ok sayida hidroksil siibstitiientine sahip

olan tiim bilesiklere fenolik bilesikler denir [15].

2.4. Fenolik Bilesiklerin Onemi

Bir grup gida katki maddesi olusturan renk maddeleri giiniimiizde 6nemlii bir ilgiye

sahiptir.

Gilintimiizde modern tiiketici, gidada yer alan her bir maddeyi bilmeye ve tiiketici

acisindan en list diizeyde kabul edilebilirligi konusunda titiz olmaya ¢aligmaktadir.

Nihai iirin elde edilene kadar hammaddede farkli asamalarda kullanilabilecek renk

maddelerinin tiiketici a¢isindan kabul edilebilir olmas1 gerekmektedir.
Flavanoidler; meyve, sebze ve caylarin kendi i¢eriginde bulunan

polifenolik antioksidanlardir.

2.5. Fenolik Bilesik Cesiteri

Fenolik bilesikler, flavonoid ve fenolik asitler olarak iki ayri grupta incelenmektedir
[16].
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2.5.1. Fenolik asitler
Fenolik asitler genellikle canli bitki dokularinda serbest halde bulunmuyorlar, fakat

bitkilerin islendigi esnada hidrolize olurlar.

Karboksil gruplari karbonhidratlar, glikozitler, amino asitler veya proteinlerle
reaksiyona girebilir ve alkollerle fenol esterleri ve amino bilesiklerle amidler

olusturabilir.

Fenol halkasina bagl fenolik asitlerin hidroksil gruplar1 da ¢ok aktiftir ve glikozitler
olusturmak i¢in sekerlerle birlesir. Meyvelerdeki fenolik asit miktarlart olgunluk

durumuna bagli olarak degisir [17].

2.5.2. Flavnoidler
Flavonoidler C6—C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplari arasindaki tiglii
karbon kopriisii oksijenli bir halka olusturur (flavan halkasi). Flavonoidler C6-C3-C6

difenilpropan ve Kaynatma yapisindadir.

Farkli flavonoidler arasindaki farklar, bagli hidroksil gruplarinin adedi, doymamiglik
mertebesi ve Karbonsuzlastirilmis tiglii karbon segmentinin oksidasyon seviyesinden

kaynaklanmaktadir.

Sekil 2.4. Flavonoidlerin kimyasal formilii

2.6. Serbest Radikaller

Radikalller (¢ogu zaman serbest radikal seklinde bahsedilir) ortaklanmamais elektronu
olan atom, molekiil veya iyonlardan olusur. Bu ortaklanmamis elektronlar genelde son

derece tepkimeye girmeye isteklidir.

Radikaller yanma, atmosfer kimyasi, polimerizasyon, plazma kimyasi, biyokimya ve
diger bircok kimyasal asamada 6nemli bir rol oynar. Ornegin insan anatomisinde

stiperoksit ve azot oksit, damar da bir¢ok biyolojik siireci diizenler.
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Radikal ve serbest radikal terimleri genellikle esanlamli olarak kullanilsa da, bir
radikal bir ¢ozelti yapisinda hapsedilebilir veya baska bir molekiile baglanabilir.
Moses Gomberg tarafindan 1900'de Michigan Universitesi'nde tanimlanan

trifenilmetil radikali, tespit edilen ilk organik serbest radikaldi [18].

Serbest radikaller yasamda ¢ok gerekli oldugu igin, serbest radikallerin sebebiyet
verdigi tahribati diisiirmek ve neden oldugu tahribati tekrardan diizeltmek igin
viicudun gesitli mekanizmalari vardir. Bunlara siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri dahildir. Aralik. Ayrica antioksidanlarin
bu savunma sistemlerinde énemli bir rolii bulunmaktadir. Bunlar esas olarak A, C, E
vitaminleri ve polifenol grulaarini tasiyan antioksidanlardir. Diger taraftan bilirubin ve
tirik asitte bir kisim serbest radikalleri etkisiz hala getirerek antioksidan gorevi de
gorebilir. Bilirubin hemoglobinin yok edilmesinden, iirik asit piirin tiirevlerinin yok
edilmesinden olusur. Asir1 miktarda bilirubin, merkezi sinir sistemine zarar

verebilecek sariliga neden olabilir. Asir {irik asit ise gut hastaligina neden olur [19].

2.7. Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Bugiine kadar antioksidan miktarmi 6l¢ebilmek amaciyla ¢ok sayida metot
gelistirilmistir. Totaldeki antioksidan miktarinin 6l¢iilmesini saglayan metotlar,
hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonlarina dayali yontemler ve elektron

transferine (ET) dayali yontemler olarak ikiye ayrilabilir.

Cizgiye dayali yontemlerin ¢ogu, azo bilesiklerinin bozulmasiyla meydana gelen
peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substratin ¢ekismesine dayanan rekabetci

kinetik reaksiyonlar kullanir.

ET bazli yontemler ise antioksidanin renk degisikligi ile oksidani azaltma yetenegini
Olger. Renk degisiminin derecesi, numunelerin antioksidan konsantrasyonu ile ilgilidir
[20].

2.8. Hidrojen Atomu Transferine Dayal Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

2.8.1. ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi
ORAC yonteminde 2,2'-azobis (2-amido propan) hidrokloriir (AAPH) peroksil

hidroksil radikalini olusturmak i¢in B-PE, hidroksil radikalini olusturmak i¢in Cu (II)
-Th202 ve oksitlenebilir substrat olarak -Fr kullanilir.
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Serbest radikaller ve B-PE arasindaki oksidasyon reaksiyonunun bir sonucu olarak,
Tikoeritrin bir fliioresan bilesigine ayrisir ve antioksidanlarin varliginda bu

fliioresandaki azalma 6lgiiliir ve toplam antioksidan kapasitesi hesaplanir.

Serbest radikallerin etkisini inceleyen ve miktarini belirlemek i¢in egri altinda kalan
bolge (AUC) teknigini kullanan bu yontem, hem serbest radikalleri inhibe eden
antioksidanlarin yiizdesini hem de inhibisyon siiresini tek bir deger olarak tanimlayan

bir metottur. Net AUC, antioksidan miktari ile orantilidir [21].

2.8.2. TRAP (toplam radikal tutma parametresi) yontemi

Wayner ve arkadaslar1 [22] tarafindan gelistirilen bu yontem, serum veya plazmadaki
toplam antioksidan kapasitenin ol¢iilmesinde kullanilan ana yontemlerden biridir.
TUZAK yontemi, peroksil radikali 2,2 'azobis (2-amidinopropan) dikloriirii (AAPH)
olusturmak i¢in kullanilir.Plazmada var olan antioksidanlar oksidasyon tepkimenin

yavas olusmasina neden olur.

Tepkimenin gecikme siiresi dlgiiliir ve bulunan sonuglar troloks ile karsilastirilarak
toplam antioksidan miktar1 troloks cinsinden hesaplanir. Bu yontemin dezavantaji,
oksijen elektrodunun ug¢ noktasini tam anlamiyla tespit edememesi ve oksijen

elektrodunun stabilitesinin gerekli zaman dilimi i¢inde muhafaza edilememesidir [23].

2.8.3. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) yontemi

TRAP yontemine dayanan bu metot Valkonen ve Kuusi tarafindan gelistirilerek 6ne
stiriilmiistiir. [24]. Yontemde, bir peroksil radikali olusturmak i¢cin AAPH kullanildi
ve oksitlenebilir bir substrat olarak DCFH-DA kullanildu.

Peroksil radikali ile DCFH-DA arasindaki oksidasyon tepkimesi sonucunda meydana
gelen klorofloresin (DCF) yiiksek floresans dzelligine sahiptir. 480 nm'de uyarilir ve

526 nm'de emisyon yayar. ayrica 504 nm'de maksimum emilim gosterir.

Metot uygulandiktan sonra DCF miktar1 ve bu miktarla iligkili olan toplam antioksidan

kapasitesi hesaplanir.

Toplam antioksidan miktar1 iki sirada hesaplanir. ilk asamada, numunedeki
antioksidanlarin kapasitesi gecikme siiresi cinsinden hesaplanir ve daha sonra miktari
bilinen bir troloks ¢6zeltisi ayn1 numuneye eklenir. Troloks ¢ozeltisi serbest radikaller

tarafindan sonlandirilinca ikinci gecikme zamani hesaplanmaktadir. Trolox'taki
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toplam antioksidan kapasite, bu iki Yavaglama siiresi arasindaki farktan yararlanilarak

hesaplanir [25].

2.8.4. Luminol yontemi
[lk olarak, Metsi-Keteld ve ark. 1991 yilinda Alho tarafindan gelistirilen ve yayinlanan
kemiliiminesans bazli TRAP metodu sonralar1 Alho ve Leinonen tarafindan ayrintili

olarak tanimlanmuistir [26].

AAPH bilesiginden olusan peroksil radikallerinin oksitlenebilir substratinin (luminol)
oksidasyonu sonucunda 1sik yayan luminol radikalleri olusur. Elde edilen 1sik,

luminolmetre denilen cihazlarla 6lgtilmektedir.

Antioksidan oOzelliklere sahip bir madde, belirli bir siire (gecikme siiresi)
kemiliiminesans radyasyon olusumunu engeller. Gecikme siiresi, bir numunedeki total
antioksidan potansiyeliyle paralel olarak artar ya da azalir. Sonugta ¢ikan veriler

troloks esdegeri cinsinden hesaplanmistir.

Whitehead ve arkadaslari, luminol yontemi tizerine bazi eklemeler yapmustir [27].
Luminol maddesini hidrojen peroksit veya perborat ile oksidasyonu i¢in kullanmustir.
Reaksiyonun hizli olarak gergeklesmesi i¢in katalizor olarak HRP (horseradish
peroksidaz) tercih edilerek kullanilmis ve bunun sonu olarak 1sigin yayilmasi daha
hizli olmustur. Normal kosullar altinda, bu tepkime hizla azalip diisiik yogunluklu bir

151k emisyonu olarak ortaya ¢ikar.

Reaksiyon ortamina p-iyodofenol eklendiginde, 151k emisyonu daha siddetli, uzun
Oomiirlii ve stabil duruma gelmis olur. Isigin luminol radikalleri araciligiyla
yayilabilmesi i¢in ortamdaki tiim antioksidanlarin tiikketilmesi gerekir. Bu nedenle, bu
yontem antioksidan girisime duyarlidir. Bu metodun en olumsuz yonii, bakilan
antioksidanlarin sadece aaph'den olusan radikalleri degil, aym1 zamanda luminol

radikallerini de azaltmasidir [28].

2.8.5. Krosin agartma yontemi (crocin bleaching assay)
Bu yontemde, bir karotenoid olan krosinin agartma derecesi, azo baslaticisinin termal

bozunma sonucunda meydana gelen peroksil radikaller ile 6lgiiliir.

Yontem, aaph'nin termal bozunmasiyla olusan peroksil radikalleri tarafindan krosinin
oksidasyonuna (agartilmasina) dayanir. Bu yontemin gida numuneleri igin

uygulanmasi sinirlidir.Bazi fitokimyasallarin reaksiyon hizi sabitleri krosine benzer ve
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bu nedenle gecikme fazi yoktur. Bununla birlikte, diger kimyasallarin bir gecikme
asamast vardir. Agartma olayinda azalma siiresi ¢ok kisadir. Krosin, safrandan
ekstrakte edilmis dogal pigmentlerin bir karigimidir ve kantitatif prosediirlerde

endiistriyel kullanimini sinirlayan ¢ok ¢esitlilik gosterir [29].

2.8.6. CUPRAC (bakar(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

Bu ¢alismay1 6ne siirenler tarafindan kromojenik oksidan Cu (II) -neokuproin reaktifi
kullanilarak antioksidanlar, C ve E vitamini ile flavonoidler i¢in kolay ve yaygin
olarak uygulanabilir bir antioksidan kapasite belirleme yontemi gelistirilmistir. Plazma
antioksidanlari, flavonoidler, gida polifenolleri, C vitamini ve E vitamini.Bu reaktif,
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara yanit verebilen stabil, ucuz, kolay erisilebilir bir
reaktiftir. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan bu yo6ntem
CUPRAC (bakir(Il) iyon indirgeme antioksidan kapasitesi) adi altinda diinya
literatiirine girmistir. Bu yontemde antioksidanlarin, antioksidan kapasitesi, 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolinin ~ (Neokuproin-Nc¢)  olusturdugu  bakir(IT)-neokuproin
kompleksinin  (Cu(l)-N¢) Cu(Il) ile bakir(l)'ye indirgeme kabiliyetinden
yararlanilarak Slgiilebilir) -antioksidan bilesiklerin varliginda 450 nm'de maksimum

absorbans veren neokuproin [Cu (I) -Nc] kelattur.

Bu 6zelliginden yola gikarak ‘Bakir(Il) iyon indirgeme Antioksidan Kapasitesi’ ile
gelistirilen antioksidan kapasite yOntemine kisaca CUPRAC yontemi adi
verilmistir.Bu yontem, Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin (Nc) ¢dzeltisi ve amonyum
asetat (Fr = 7 tampon) ¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra belirlenecek herhangi bir
antioksidan ¢ozeltinin (dogrudan veya asit hidrolizinin sonunda) eklenmesi ve
absorbans degerlerinin 450 nm'de Olgiilmesinden olusur. takip eden 30 dakikanin

sonunda antioksidanlar dlgiiliir [30].

2.8.7. TEAC (troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) / ABTS yontemi

Troloks esdegeri antioksidan miktar1 seklinde anlatilan TEAC / ABTS yontemi ilk
olarak Miller ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem, kromojen radikal katyonu
2,2’-azinobis'in(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) hidrojen bagislayan antioksidanlar

tarafindan absorbansinin inhibisyonuna bagli olan bir yontemdir.

Absorbanstaki azalistan faydanilarak troloks cinsinden total antioksidan miktart
verilmektedir. Orijinal yontemde ABTS. + katyonu, metmiyoglobinin H202 ile

aktivasyonunun bir sonucu olarak ortaya c¢ikan ferrilmiyoglobin radikal tiirlerinin
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abt'lerle etkilesiminden olusur. ABT'LER. + radikal katyonun karakteristik uzun dalga
boyu absorpsiyon spektrumu, 660, 734 ve 820 nm'de maksimum verir.

Re ve dig. [31] ABTS tarafindan degistirilen TEAC yonteminde. + radikal katyon,
abt'lerin potasyum persiilfat ile oksidasyonunun bir sonucu olarak olusur. Olusan

radikal katyon, oda kosullarinda ve karanlik bir yerde 2 giin boyunca direnglidir.

Gelistirilen yontemin orijinal olan yontemden ayrimi, hem lipofilik hem de hidrofilik
antioksidanlara uygulanabilir olmasi1 ve bir renk giderme (renk giderme) y6ntemi
olmasidir [32].

2.8.8. FRAP (demir(l11) indirgeyici antioksidan giicii) yontemi
Benzie ve Strain tarafindan c¢alisilmis olan bu metotta oksidan olarak Fe3*
kullanilmustir [33].

Bu metodta Fe**-tripridiltriazin (Fe**-TPTZ) kompleksi, asidik bir pH ortaminda (pH
= 3.6) indirgeyici 6zellige sahip bir antioksidan madde ile Fe?*- tripridiltriazin (Fe?*-
TPTZ) kompleksine indirgenir.Fe2+-TPTZ kompleksi giiglii bir mavi renk verir.
Olusan bu Fe**-TPTZ kompleksinin absorbanst 593 nm'de olgiiliir ve elektron

bagislayan antioksidanlarin indirgeme giicii (veya kapasitesi) toplamda 6l¢iiliir.

Orijinal FRAP yonteminde fark absorbansi (AA = A4dakika-AOdakika) 4 dakika
iginde olgiiliir. 1 FRAP birimi, 1 mol Fe (III) 'iin Fe (II)'ye indirgenmesi olarak kabul
edilir. Bagka bir deyisle, teac'den farkli olarak Fe2 + esdegeri indirgeme kapasitesi
kullanilir. Kolay ve maliytsiz bir yontem olan FRAP y6ntemi, antioksidanlarin renkli

bir bilesik olusturmak iizere indirgenme kabiliyetini lger.

Bu metodun diger bir unsuru da, hem Fe(lll) -TPTZ kompleksinin biyolojik bir
numunede bulunan antioksidanlarin Fe(Il) -TPTZ kompleksine indirgenmesi hem de
Fe (IT) iyonlarinin hidroksil radikalleri ile etkilesimi nedeniyle antioksidan kapasitenin
dogrudan olgiilememesidir. ortamdaki H>O, ile reaksiyonun sonucu. Baska bir
sOyleyisle FRAP yontemi, toplam antioksidan giicii belirleyebilen dolayli bir
yontemdir [26]. pH=3.6' da uygulanan FRAP yontemi fizyolojik pH'da
calismadigindan, elde edilen neticelerin insan viicudundaki redoks tepkimelerine

dontismesi beklenmemelidir.
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Metodun asidik ph'da ¢alismasi, protonlarindan vazgegmemis bazi antioksidanlarin
kolayca oksitlenememesine ve dolayisiyla toplam antioksidan miktarinin var

oldugundan daha diisiik olmasina neden olabilir.

Ek olarak, bu yontemin bir diger olumsuz yonii, plazma antioksidanlarmni dolayl
olarak olgiiyorken in vivo kosullar altinda énemli bir tiyol (-SH) grubu antioksidan
olan glutatyon ile reaksiyona girmemesidir [34].

2.8.9. DPPH yontemi
Bu yoOntem, antioksidanlarin stabil bir serbest radikal olan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikali {izerindeki temizleyici etkilerinin 6l¢iilmesine dayanan bir

yontemdir. Hidrojen dondrlerle etkilesime girdiginde bu radikal hidrazine indirgenir.

Kirmizi renkli DPPH radikali, 517 nm'de maksimum absorpsiyon saglar. Metanol veya
etanoldaki DPPH ¢ozeltisine antioksidan ilavesi ile absorbansta bir azalma meydana

gelir ve radikalin rengi antioksidanlarin varligi ile kirmizidan sariya evrilir.

Bu metot, antioksidanlarin radikal siipiiriicii yeteneklerini degerlendirmek igin basit ve
kabul edilir bir yontem olarak bilinir. Bu metot hizli ve kolay olmasina ragmen bazi
bilesenlerin (6zellikle karotenoidlerin) 515 nm'de DPPH ile ¢akisan bir spektrum

vermesi analizin yorumlanmasini zorlastirmaktadir.

N—N NO,

NO,

Sekil 2.5. DPPH serbest radikalinin formiilii

Ek olarak, cogu antioksidan, sterik inhibisyona bagli olarak DPPH ile yavas
reaksiyona girer. Bu sebepten otiirii, metot; DPPH ile reaksiyona giren antioksidan
maddelerin antioksidan kapasitesinin dogru olarak degerlendirilmesine izin vermez.
Ek olarak, DPPH rengi 1518a, hava oksijenine, neme ve pH'a kars1 ¢ok hassastir, bu

nedenle Ekim ayinda tekrarlanabilir sonuglar elde etmek zordur [35].
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2,2-Diphenyi-1-picrylhydrazyl 2,2-Dipheny!-1-picrylhydrazy|
free radical (DPPHs ) (OPPH)

Sekil 2.6. DPPH radikalinin indirgenmesi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamlan Materyal ve Maddeler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Calisma boyunca kullanilmis olan cihazlar;

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-2600

Vortex : Heidolp Reaxtop

Mikropipetler : Brand Transferpette® S 200 ve 1000 pL’lik
Derin Dondurucu ; Ugur UD 100BK

Santrifiij Cihazi : Niive NF 200

Blender : Hotmix 2155 Beko

pH Metre : Lab 850 SCHOTT

Protein Elektroforezi : P8DS Owl Thermo Scientific

Hassas Terazi : ATX 220 SHIMADZU

Buzdolab1 : Beko

3.1.2. Harcanan kimyasallar

Deneyde kullanilan kimyasal ve malzemeler biyokimya laboratuvarlarindan almistir.
Deneysel calismalarda Bursa’nin Mudanya bdlgesinde yetisen sazlik otu (phragmites),
dul avrat otu (arctium lapa), miirver (sambucus nigra) ve kara kavun otlar1 (citrullus

colocynthis) toplanarak kullanilmistir.

DPPH, etanol, destile su, fosfat tamponu, KsFe(CN)s.3H-0 tuzu, TCA, FeClz, FeCls,
ferrozin, hidroklorik asit, fosforik asit, gallik asit, kafeik asit, hidrojen peroksit,
askorbik asit, PVP (polivinil pirolidon), triton-x-100, kloroform, aseton, SDS
(sodyumdodesilsiilfat), Na2HPO4 kimyasallari kullanilmistir.

3.1.3. Bilesenlerin ekstraksiyon asamasi
Tiim bitki tiirleri parcalandiktan sonra ortalama 40 °C sicakliktaki etiivde kurutularak

blender sayesinde ile toz seklinde elde edilmistir. Kurutulmus bitki numuneleri etanol



¢oziiclisiine eklenmis ve 24 saat ¢alkalayicili su banyosunda 250 rpm’de bekletilerek
ekstraksiyon islemi tamamlanmistir. Ekstraksiyon isleminde ¢6ziicii olarak etanol
kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra Whatman filtre kagidindan
siizliliip, sliziinti kismi toplanarak evaparatéorde S50°C sicaklikta ¢oziicliler
uzaklagtirumigtir. Elde edilen kati tartilarak istenen konsantrasyonlarda ekstrakte
edildikleri ¢ozeltilerde coziilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerin

istenen konsantrasyonlarinda seyreltme yapmak i¢in etanol ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.2. Kalibrasyon Grafik Cizimleri ve Antioksidan Aktivite Yontemleri

3.2.1. Demir (I1) iyonunun selatlama kapasitesinin testi

Bitki ekstraktlarindan farkli konsantrasyonlardaki (50-1000 pg/mL) Fe?" iyonlarmin
selatlama kabiliyeti Dinis ve arkdaslarinin bilirledigi yontemindeki gibi yapilmistir.
Buna gore Fe?* iyonlarmi tutmak i¢in ortamdaki ferrozin reaktifi, giiclii bir demir
selatér ve metal baglayici bilesiklerin rekabetine dayanmaktadir. Selatlama kuvveti
biiyiik oldugunda kirmizi renkte olan Fe?* ferrozin yapisimin meydana gelmesi

engellenir [36].

Bu yontemde, 1 mL numuneye 3.7 mL saf su ve 100 pL (2 mM) FeCl: ilave edilmistir.
Oda kosullarinda 30 dakika reaksiyon bekletilip izerine 200 uL (5 mM) ferrosin ilave
edilerek karistirilir. 10 dakika beklemeden sonra ¢ozeltilerin absorbans degerleri 562
nm’de belirlenmistir. 1 mL saf su kontrolde numunede kullanmak igin hazirlanmistir.
EDTA standard olarak kullamldi. Blank sadece saf su ile hazirlandi. Ferrosin-Fe? *

kompleksinin inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

’
% Selatlama Aktivitesi = |- —oetun dekiornek absorbanst , 45 (3.2)

562 nm'dekikontrol absorbanst

3.2.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

Bitki 6zlerinin ve standartlarinin DPPH radikal stipiiriicii aktivitesi, Brand Williams
ve arkadaslarinin kullandigi yonteme gore belirlenmistir. 100 mL etanolda ¢oziilerek
4 mg DPPH cozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinmig ve iizerine gesitli
konsantrasyonlarda (50-1000 pg/mL) hazirlanan 1 mL bitki ekstraktlarindan eklenmis
ve oda kosullarinda 30 dakika sonunda absorbans degeri spektrofotometrede 517
nm’de okunmustur. Standart olarak troloks ve BHT Kullanildi. Kontrol olarak 1 mL
distile su ve 4 mL DPPH ¢ozeltisi kullandi. K6r olarak sadece etanol kullanildi.

Olgiimler her konsantrasyon icin iki kez alnimis ve kaydedilmistir. Diisen absorbans
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degeri DPPH ¢ozelti dlgiisiinii yani serbest radikal siipiirme aktivitesini gosteriyor

[37]. DPPH serbest radikal kapasitesi asagida verilen denkleme gére hesaplanmustir.
DPPH giderim kapasitesi (% inhibisyon) = [(A0-A1) / A0] x 100 (3.3)

A0 = Kontrol absorbans degeri A1 = Ornek veya standardin absorpsiyon degeri

3.2.3. Indirgenme kapasitesi tayini

Indirgeme kapastesinin belirlenmesi, derisimi ile ilgili olarak antioksidan miktari
hakkinda detay verebilmektedir. indirgeme kapasitesi genel olarak Fe[(CN)e] *’nin
Fe[(CN)s]** olarak rediiksiyon olmasi ile belirlenir. Indirgenmis iiriine Fe3*’iin
eklenmesi 700 nm’de Ks[Fe(CN)s] 3H20 kompleksini olusturur. Bu calismada
indirgeme kapasitesi, Oyaizu’nun yolune gore ¢alisilmistir [115]. Bunun igin 1 mL
bitki ekstraktlariin farkli konsantrasyonlarda (50-1000 pg/mL) ve kimyasal
maddeleri sulu ¢ozeltilerinde, 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH = 6.6) ve 2.5 ml (% 1
potasyum ferro siyaniir Ka[Fe (CN)e].3H20 ¢o6zeltisi birlikte karistirtlmastir.
Hazirlanan ¢6zeltiler, 30 dakika boyunca 50°C'de bir su banyosunda inkiibe edilmistir.
Cozeltilere 2.5mL % 10 trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika 3000
rpm'de santrifiijlenmistir. Bundan sonra, karisimin iizerinden 2.5 mL alindi ve buna
2.5 mL su ve 0.5 mL (% 0.1 FeCl3) ¢ozeltisi eklenmistir. Kor olarak damitilmis su
kullanilirken, pozitif standart olarak C vitamini ve BHT kullanilmis ve ¢ozeltilerin

absorbanslar1 700 nm'de bir spektrofotometre tizerinde belirlenmistir [38].
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4. SONUCLAR

4.1. Demir (IT) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini Sonuclar

Gegcis metallerinden olan demir fazla reaktivitesi sebebiyle yaglar1 oksitleyebilen
onemli bir metaldir. Gegis metallerinin radikal olusum mekanizmalar1 Fenton ve
Haber-Wiess reaksiyonlari ile bilinir. O yiizden, antioksidan aktivite analizleri
yapilirken konuyla ilgili olarak bu metallerin 6zelliklede demir Fe (II) veya bakir Cu
(II) iyonlarinin selatlama kabiliyetlerinin belirlenmesi en yaygin kullanilan
metodlardandir. Bu nedenle bu ¢alismada, numunelerin ¢oziicii ekstraktlarinin demir
Fe (II) iyonlarinin selatlama kapasitesi incelenmistir. Metal iyonu selatlama kapasitesi;
cozeltideki Fe2+ iyonlarim1 baglamak igin bitki ekstraktlarini ferrozin bilesigi ile
yarigmasina bagli olarak incelenir. Bu test, verilen numunelerin i¢erisindeki selatlayici
molekiillerin, Fe (II) iyonlar ile ferrozin bilesigi arasinda olusacak olan kompleksi ne
oranda engelledigi ve bunun sonucunun da spektroskopik olarak belirlenebilmesi
esasina dayanir. Metal selatlayict molekiillerin varliginda metalle-ferrozin kompleksi
olusamaz [39]. Kompleks olusumu 562 nm'de izleneceginden bu dalga boyundaki

absorbans azalmas1 kompleksin olusamadigin1 gostermektedir.

Ekstraktlarin selatlama kapasitesi ferrozin kismi kullanilarak metal selatlama yontemi
ile belirlendi ve tiim ekstraktlarin metal selatlama kapasitesi bes degisik
konsantrasyonda (50, 250, 500, 750 ve 1000 mg/ml) yaprak ve meyve kisimlari igin
belirlendi (Tablo 4.1.) ve (Tablo 4.2.). Sonuglar; Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Bitki meyvesi etanol ekstratlarinin % metal selatlama kapasitesi

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik 28,97 31,25 33,17 20,58 19,48
Karakavun 36,54 34,86 22,01 22,28 21,27
Dulavrat(gigek) 47,35 43,12 37,38 37,25 36,13
Miirver 52,15 53,31 55,81 56,4 56,72

EDTA 98,994 99,172 99,207 99,234 99,457
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Sekil 4.1. Bitki meyvesi etanol ekstraktlarinin demir selatlama kapasitesi (%).

Etanol ekstraktlarda, en yiiksek degeri metal selatlama aktivitesini EDTA (%99,457)

standardindan sonra miirver otunun meyve ektraktlari (%56,72) gosteririken, en diisiik

degeri metal selatlama aktivitesi sazlik otunda (%19,48) gozlenmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.2. Bitki yapragi etanol ekstratlarinin % metal selatlama kapasitesi

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik 31,25
28,97 33,17 20,58
19,48
Karakavun 24,86
26,54 12,01 12,28
11,27
Dulavrat (yaprak) 33,12
37,35 27,38 27,25
26,13
Miirver 43,31
42,15 45,81 46,4
46,72
EDTA 99,172
98,994 99,207 99,234
99,457
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Sekil 4.2. Bitki yapragi etanol ekstraktlarinin demir selatlama kapasitesi (%).

Etanol ekstraktlarda, en yiiksek degeri metal selatlama aktivitesini EDTA (%99,457)
standardindan sonra miirver otunun yaprak ektraktlar1 (%46,72) gosteririken, en diisiik

degeri metal selatlama aktivitesi sazlik otunda (%19,48) gozlenmistir (Tablo 4.2.).

4.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Test Sonuclari

Bu yontemin temeli DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan hidrojen veren
gruplara indirgenmesine baglidir. DPPH ntioksidanlarin radikal siiptiriicti aktiviteleri

icin yaygin olarak kullanilan uzun 6miire sahip bir azot radikalidir.

Bu yontemde DPPH radikali azalmadan onceki rengi koyu mor, antioksidanlarla
azaldiginda ise agik pembe renge doniisir. Bu da DPPH radikalinin difenil-
pikrilhidrazine indirgendigini ifade etmektedir. Bu renk degisimi 517 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir. DPPH molekiilii 517 nm’de
yuksek absorbsiyon verirken, indirgendiginde antioksidan miktarina bagli olarak
absorbsiyonda diizgiin bir azalma meydana gelir [40]. Bu ¢alismada, sazlik, miirver,
dulavrat ve karakavun otu ile hazirlanan etanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri
DPPH serbest radikal giderim aktivite yontemine gore bes farkli konsantrasyonda (50,
250, 500, 750 ve 1000 mg/mL) belirlenmistir.

Calismadan ¢ikan verilere gore, en yiikksek DPPH serbest radikal aktivitesi her
ekstraktta kullanilan troloks maddesi (9%95,404) ile en diisiik DPPH serbest radikal

aktivitesi etil asetat ekstraktinda miirver otunun meyvesinde (%11,75) gézlenmistir.
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Tablo 4.3. Bitki meyvesi etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal kapasitesi

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik 43,43 75,19 75,28 75,63 75,84
Karakavun 62,26 63,97 69,02 78,39 79,98
Dulavrat (¢igek) 19,77 24,41 28,71 34,34 36,31
Miirver 11,75 33,12 65,81 76,12 82,12
BHT 65,893 69,372 74,814 82,689 83,884
Troloks 95,116 95,133 95,194 95,343 95,404
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Sekil 4.3. Bitki meyvesinin etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal kapasitesi

(%).

Cikan neticelere gore DPPH serbest radikal aktivitesi 1000 mg/mL konsantrasyonda

troloks maddesinde (%82,12) en biiyiik degeri miirver bitkisinin meyve kismi gosterir.

Dolaysila, troloks maddesinin DPPH serbest radikali giderme yeteneginin her diger

maddelerden de yiiksek gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

Tablo 4.4. Bitki yapragi etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal kapasitesi

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik 23,43 65,19 65,28 65,63 65,84
Karakavun 52,26 53,97 59,02 58,39 59,98
Dulavrat(yaprak) 9,77 14,41 18,71 24,34 26,31
Miirver 5,75 23,12 55,81 66,12 72,12

BHT 65,893 69,372 74,814 82,689 83,884
Troloks 95,116 95,133 95,194 95,343 95,404
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Sekil 4.4. Bitki yapraginin etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal kapasitesi (%).

Cikan neticelere gore DPPH serbest radikal aktivitesi 1000 mg/mL konsantrasyonda
troloks maddesinde (%72,12) en biiyiik degeri miirver bitkisinin yaprak kismi gosterir.
Dolayisiyla, troloks maddesinin DPPH serbest radikali giderme yeteneginin her diger

maddelerden de yiiksek gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

4.3. Indirgeme Kapasite Tayin Sonuclar

Indirgeme kapasitesi istenen drnekteki antioksidanlarin varligi ile Fe3+ nin elektron
alarak Fe2+’ye indirgenmesi temeline dayanmaktadir. Fe2+ kompleksinin miktar1 700
nm’de olusan mavi rengin Olcililmesi ile belirlenir. Absorbans degeri ne kadar yiliksek

olursa indirgeme yetenegi o kadar yiiksek olur.

Fe3+ iyonlarmin indirgenmesi, elektron verme yeteneginin bir gostergesidir, bilesigin
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermek igin 6nemli bir yontemdir ve diger
yontemlerlede iligkilidir. Ancak ortamdaki antioksidanlarin aktivitelerinin azalmasi

nedeniyle ¢6zeltinin sar1 rengi farkli tonlarda yesile doner [41].

Ekstraktlarin ortamdaki Fe3+ ’ii azaltma kabiliyetini belirlemek i¢in sazlik, miirver,
karakavun ve dulavrat otunun farkli konsantrasyonlarda gesitli ekstrakt ve standart
konsantrasyonlart ¢alisilmis ve 700 nm’de olusan komplekslerin absorbanslar

Olciilmiistiir. Sonuglar Tablo 4.3.'de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Bitki meyvesi ekstraktlarin indirgenme giicii kapasiteleri.

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik
0,4343 1,1975 2,618 2,925 3,4256
Karakavun
0,6226 2,1825 2,896 3,4213 3,6556
Dulavrat
0,1977 2,441 2,871 3,434 3,631
Miirver
0,0658 1,77 2,275 3,122 3,658
BHT
2,06 2,088 2,15 2,157 2,179

Askorbik asit
2,191 2,196 2,199 2,212 2,262

= /=—8,6556
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Sekil 4.5. Bitki meyvesi ekstraktlarin indirgenme giicii kapasiteleri.

Elde dilen sonuclara gore deneyede kullanilan ekstraktlarin indirgeme kapasiteleri test
edilen ekstraktlarin konsantrasyonun artmasi ile birlikte dogru orantili olarak arttig
gbzlenmistir (Sekil 4.3.). Bu testte en fazla indirgeme kapasitesi miirver etanol

ekstrakti (3,658 mg/mL) ile oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.6. Bitki yapragi ekstraktlarin indirgeme giicii kapasiteleri

Ekstrakt 50mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/ml 1000mg/ml
Sazlik
0,4343 1,1975 2,618 2,925 3,4256
Karakavun
0,5226 2,0825 2,796 3,3213 3,5556
Dulavrat
0,0977 2,341 2,771 3,334 3,531
Miirver
0,0558 1,67 2,175 3,022 3,558
BHT
2,06 2,088 2,15 2,157 2,179

Askorbik asit

2,191 2,196 2,199 2,212 2,262

1000 3,558
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Sekil 4.6. Bitki yapragi ekstraktlarin indirgeme giicli kapasiteleri
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5. TARTISMA

Diinya Saglhk Orgiitiiniin (WHO) 6lgiitlerine gore; diinya niifusunun onemli bir
boliimiiniin "geleneksel tip" olarak bilinen bitkilerden ve onlardan elde edilen
tiriinlerden hastaliklarin tedavisi ve hastaliklardan korunma agisindan yararlandigi
bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii de bu tibbi amacli kullanilan bitki sayisinmn
70,000, ilag olarak kullanilan bitki sayisinin ise 21,000 oldugunu bildirmistir [42].

Bugiin sifal1 bitkilerin kokii,yaprak, ¢icek, meyve gibi kisimlardan alinan 6zler, birgok
tibbi ilacin ana bilesenini olusturmaktadir [43]. Serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirleri (ROT), yasantimiz boyunca viicudumuzda gelisen metabolik olaylar sirasinda
ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, ROT {iretimi ile antioksidan savunma arasinda dengeyi
bozar ve oksidatif bozulmaya neden olmus olur bu, antioksidan savunma
mekanizmalarmin (A, C, E, glutatyon, ubikinon, flavonoidler vb.) enzimatik (katalaz,
siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, vb.) eksikliginden ve ayrica ROT ve asir1
aktivasyon kalp ve sinir hastaliklari, diyabet, astim ve romatizma hastaliklar gibi

bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi gosterilmistir [44].

Oksidasyonu onleyen veya geciktiren bir madde antioksidan olarak bilinir [45, 46].
Reaktif oksijen tiirleri, sebze ve meyvelerde bulunan karotenoidler, fenolik bilesikler
ve vitaminler gibi antioksidanlarin yani sira viicudumuzda bulunan antioksidanlar
sayesinde zararsiz hale gelmektedir. Bu bilesikler meyve ve sebzelerde, baz1 kanser
tiirlerinde, kardiyovaskiiler hastaliklarda, felgte ve kataraktlarda bulunur.Alzheimer ve
Parkinson gibi rahatsizliklara yakalanma riskini azaltip ve 6nemli 6lgiide 6nledigini

cesitli aragtirmalar gostermistir [47 - 50].

Bu caligsma ile Bursa’da yetisen sazlik, miirver, karakavun ve dulavrat otlarinin farkl
cOziiciler yardimiyla antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bu ektsrelerinin
antioksidan aktiviteleri, ii¢ farkli antioksidan ayrisma metodu kullanilip belirlenmistir
ve bu metotlar; DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi, demir iyonlar1 selatlama
kapasite ve indirgenme kapasitesi yontemleridir. Etanol kullanilarak ¢oziilen dort ayri

ot ii¢ farkli yontemle antioksidant 6zellikleri kiyaslanmustir.



Sonuglara gére DPPH, indirgenme kapasitesi ve demir selatlama yontemleri miirver
otu meyvesi etanol ekstraktinin en bilyiik degeri aldig1 goriilmiistiir. (DPPH igin; %
95,404, Demir selatlama igin; %56,72, Indirgenme kapasitesi i¢in; 3,65 mg/mL). Yine
miirver otu yapraklari en yiiksek degeri vermistir. (DPPH ig¢in; %72,12, Demir
selatlama icin %46,72, indirgenme igin 3,65 mg/ml).

En diistik kapasiteyi ise sazlik otu vermistir. (DPPH i¢in %65.84, Demir selatlama i¢in
%19.48, indirgenme kapasitesi i¢in %3.42)

Bu ¢alisma sonucunda miirver otunun etanol ekstraktlarinin antioksidan kapasitesinin
en yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir. Giinliik yasantida, son zamanlarda yapilan
diger calimalarda miirver otunun hastaliklar1 tadevici edici 6zelligi belirlenmis ve
hatta tabletleri de dahi dretilmektedir. Siniizit,romatit artrit gibi pek ¢ok Onemli
hastaliklara tedavisi oldugu kanitlanmistir. Sazlik otunun ise insan viicuduna higbir
faydasinin olmadig1 gorilmistiir. Yalnizca dekoratif amagli kullanilmaktadir.

Calismamizdan ¢ikan sonuglar da bu bilgileri destekler niteliktedir.
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