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OZET

HATAY YORESINDEKiI CESITLI BITKILERDEN ELDE
EDILEN DOGAL BILESIKLERIN OKSIDATIF STRES
UZERINE ETKISi

Bu c¢alismada, Hatay bolgesinden temin edilen biberiye (Rosmarinus
officinalis L.), adacay1 (Salvia officinalis L.), zahter (Thymbra spicata L.), feslegen
(Ocimum basilicum L.), oékseotu (Viscum album L.) yapraklari ve sumak (Rhus
coriaria L.) meyveleri ve yapraklarinin antioksidan kapasiteleri incelenmistir.

Bitkiler kurutulduktan sonra oda sicakligindaki su, kaynamis su ve
Hizlandirilmig  Coziicii  Ekstraktorii  (ASE) yardimiyla metanol ile ekstreler
hazirlanmistir. Total antioksidan aktivite, Bakir(II) Iyonu indirgeme Antioksidan
Kapasite (CUPRAC) ve Ferrik Indirgeme Antioksidan Kapasite (FRAP) tayin
yontemleri ile saptanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 ise, Folin-Ciocalteu
reaktifi kullanilarak tayin edilmistir. Serbest radikal giderme aktivitesi tayini igin
kullanilan yontemler sunlardir: DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikalini
giderme, siiperoksit anyonunu giderme ve hidroksil radikalini giderme aktivitesi
yontemleri. Elde edilen sonuclar standart antioksidanlarla karsilastirilmistir.

CUPRAC yonteminden elde edilen sonuglara gore, sumak yapragmin tiim
ekstreleri en etkili ve en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Bitki
ekstrelerinin total antioksidan aktiviteleri FRAP yontemiyle de tayin edilmistir ve
CUPRAC yontemiyle paralel sonuglar elde edilmistir.

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri 0,5412-15,1473 pug GAE/mL
arasinda degismektedir. En yiiksek fenolik icerik sumak yapraginda bulunmustur.

DPPH serbest radikal ve siiperoksit anyonunu giderme aktivitesinden elde
edilen sonuclara gore, calisilan yedi bitki tiiri arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik oldugu saptanmistir; p< 0,01. Hidroksil radikalini giderme aktivitesinde ise,
calisilan yedi bitki tiirii arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik olmadig

saptanmistir; p>0,05.



Aktivite tayininden sonra en yiiksek aktivite gosteren sumak yapragi kolon
kromatografisi ile fraksiyonlara ayrilmis ve antioksidan aktivite gosteren fraksiyon

tespit edilmistir.

Temmuz, 2012 Talin CIMEN
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ABSTRACT

EFFECT OF NATURAL COMPOUNDS FROM VARIOUS
HERBS IN HATAY REGION ON OXIDATIVE STRESS

In this study, antioxidant capacities have been determined in some herbs
collected from Hatay Region, Turkey; rosemary (Rosmarinus officinalis L.), sage
(Salvia officinalis L.), wild thyme (Thymbra spicata L.), basil (Ocimum basilicum
L.), mistletoe (Viscum album L.) leaves and sumac (Rhus coriaria L.) fruits and
leaves.

The plants were dried first, then the extractions were prepared by room
temperature water, boiled water and methanol by Accelerated Solvent Extractor
(ASE). Total antioxidant activity was dertermined by Cupric Reducing Antioxidant
Capacity (CUPRAC) assay and Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) assay.
Total phenolic content was determined by Folin-Ciocalteu reagent. The free radical
scavenging activity was shown by the following methods: DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) free radical scavenging, superoxide anion scavenging and hydroxyl
radical scavenging activity methods. The obtained results were compared by using
standard antioxidants.

According to results obtained from CUPRAC assay, the extracts of sumac
leaves showed the most effective and the highest antioxidant activity. Total
antioxidant activities of plant extracts also were assayed by FRAP assay. Results
were in parallel with the results obtained from CUPRAC assay.

The total phenolic content of herb extracts ranged between 0,5412 and
15,1473 pg GAE/mL. The highest phenolic content was found in sumac leaves.

According to results obtained from DPPH free radical and superoxide anion
scavenging activity assay, among the seven plants istatistically significant difference
was found; p< 0,01. In hydroxyl radical scavenging activity, among the seven plants

istatistically significant difference was not found; p> 0,05.

Vii



Sumac leaves which showed the highest activity, were fractioned over
column chromatography and the fraction was determined which had shown

antioxidant activity.

July, 2012 Talin CIMEN
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KISALTMALAR

AIDS : Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (Acquired Immune

Deficiency Syndrome)

ASE : Hizlandirilmig Coziicti Ekstraktorii (Accelerated Solvent Extractor)
BHA : Biitillenmis Hidroksi Anisol

BHT . Biitillenmis Hidroksi Toluen

CAT : Katalaz Enzimi

CUPRAC : Bakir(Il) fyonu indirgeme Antioksidan Kapasite Yontemi (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity)

DMF : Dimetil Formamid

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

FRAP : Ferrik Indirgeme Antioksidan Kapasite Yontemi (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

GAE - Gallik Asit Esdegeri

GPx : Glutatyon Peroksidaz Enzimi

GR . Glutatyon Rediiktaz Enzimi

GSH : Indirgenmis Glutatyon

GSPE : Proantosiyanidin

GSSG - Yiikseltgenmis Glutatyon

GST : Glutatyon-S-transferaz Enzimi

HIV : Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii (Human
Immunodeficiency Virus)

NADH - Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADP : Nikotinamid Adenin Dintikleotit Fosfat
NBT : Nitro Blue Tetrazolium Klortir

Nc : Neokuproin

NDGA : Nordihidroguareyetik Asit

PG : Propil Gallat



PMS : Fenazin Metastilfat

ROOH : Lipit Hidroperoksit

ROT - Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD . Stiperoksit Dismutaz Enzimi

SS : Standart Sapma

TBA : Tiyobarbitiirik Asit

TBHQ - Tersiyer Biitil Hidro Kinon

TCA : Trikloroasetik Asit

TEAC : Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity)
uv : Ultraviyole
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve siiperoksit anyonu (O,), hidrojen peroksit
(H,O,), hidroksil radikali («OH) gibi serbest radikaller insan viicudunun normal
metabolik faaliyetleri sonucu siirekli olarak olugmaktadir. Bu radikaller, kanser,
yaslanma, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin patogenezinden sorumlu
tutulmaktadir. Serbest radikaller, antioksidan bilesikleri ve enzimleri igeren
antioksidan savunma sisteminin dengesini bozmaktadir. Bu dengenin bozulmasi
oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stresin de hiicre hasarina ve hiicre
Olimiine yol actig1 ve hastaliklarin biiylik bir ¢ogunlugu ile iliskili oldugu kabul
edilmektedir. Serbest radikaller ile ilgili yapilan galigmalar, antioksidanlar agisindan
zengin gidalarin kalp ve damar hastaliklari, kanserler ve nérodejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli bir rol oynadigimi gostermistir (Chen ve ark., 2007).

Meyvelerde, sebzelerde, otlarda ve diger bitkilerde bulunan yaygin biyoaktif
bilesiklerin, antioksidan, antikanserojen, ateroskleroz ve antimutajen inhibitor
etkinlikleri ile olast saglik sorunlarini engelledikleri tespit edilmistir. Birgok
bitkinin, iyt bilinen C vitamini, E vitamini ve karotenoidler disinda biiyiik
miktarlarda fenolik antioksidanlar igerdigi bilinmektedir. Bitkilerdeki fenolik
antioksidanlar, temel olarak, fenolik asitler, flavonoidler ve Kkatesinlerden
olusmaktadir. Bitkilerdeki bazi fenolik bilesikler, lipid peroksidasyonunu giderme,
DNA’daki oksidatif hasar1 6nleme ve reaktif oksijen tiirlerini siipiirme kapasitesine
sahiptirler (Yoo ve ark., 2008).

Polifenolik bilesikler, hem tiiketilen hem de tiiketilemeyen bitkilerde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu bitkilerin antioksidan aktivite de dahil olmak tizere birgok
biyolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bitkiler, tip, beslenme, aroma, icecek,
boya, bocek kovucu, kozmetik gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Birgok tiiriin,
tibbi 6zellikleri ve insan sagligi lizerinde olumlu etkileri oldugu kabul edilmistir. Bu

olumlu etkiler arasinda, antioksidan aktivite, sindirimi kolaylastirma,
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antienflamatuar, antimikrobiyel, lipit diisiirlicii, antimutajenez ve antikanserojen
etkileri sayilabilir. Ayrica, antioksidan bilesikler bakimindan zengin bitkiler,
oksidatif hasara kars1 gida muhafazasinda kullanilabilmektedir (Hossain ve ark.,
2010).

Fenolik bilesiklerce zengin, baharatlarin ve diger bitki materyallerinin
oziitlerine gida endiistrisinde her gegen giin ilgi artmaktadir. Bunun nedeni; fenolik
bilesiklerin lipitlerin oksidatif bozulmasini geciktirmesi ve bdylece gidalarin
kalitesini ve besin degerini artirmasidir (Wojdylo ve ark., 2007). Bu nedenle, lipit
peroksidasyonunu onlemek ya da serbest radikallerin zararlarindan korunmak ig¢in
dogal antioksidanlarin kullanimi iizerinde daha ¢ok durulmaktadir (Chen ve ark.,
2007).

Yasayan tiim organizmalar, reaktif oksijen tiirleri nedeniyle meydana gelen
lipit peroksidasyonu, DNA hasari, hiicre iletisim inhibisyonu gibi her tiirlii oksidatif
hasara kars1 endojen savunma sistemlerine sahiptirler.

Baslica iki antioksidan savunma mekanizmasi vardir:

1. Enzimlerle antioksidan savunma: Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi,
stiperoksit anyonlarinin hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler. Katalaz

(CAT) enzimi ise, hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya doniistiirtir.

2. Enzimatik olmayan bilesenlerle antioksidan savunma: Polifenoller, askorbik

asit ve karotenoidler bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Yoo ve ark., 2008).

Son zamanlarda, fitokimyasallar ve bunlarin insan saglig1 iizerine etkileri ile
ilgili aragtirmalar artmistir (Chen ve ark., 2007). Ancak, bitkilerin fenolik igerikleri,
biyoaktiviteleri ve oksidatif strese kars1 antioksidan aktiviteleri lizerine sinirli sayida
karsilastirmali ¢aligma vardir (Yoo ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalarda 6zellikle,
sebze, meyve, ¢ay, baharat ve tibbi bitkilerden elde edilen antioksidan, hipoglisemik
ve antikanserojen ajanlar tizerinde durulmustur (Chen ve ark., 2007).

Insanlarin dogal antioksidanlari ilaglardan daha fazla tercih ettikleri gercegi
g6z ardi1 edilmemelidir. Ciinkii 6zellikle gida endiistrisinde, yagli gida mamullerin
oksidasyonunu ve lipit peroksidasyonunu oOnlemek amaciyla kullanilmakta olan
biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT), gallat
tirevleri ve tersiyer biitil hidro kinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidan maddelerin
toksik etkilerinden kusku duyulmaktadir. Giiniimiizde, antioksidan ihtiyaglarin
karsilanmasi konusunda dogal iiriinler daha c¢ok tercih edilmektedir (Ardag, 2008).
Bu dogrultuda insanlarin yaygin olarak tiikettigi gidalardan bir grup olan bitkilerin
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antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi ile daha bilingli olarak tiiketilmesi saglanarak
yeni alternatif tedavilere 151k tutulabilir.

Hatay yoresi kaynak olarak secilmis olup, iilkemizde tiiketilen adagay1
(Salvia officinalis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.), feslegen (Ocimum
basilicum L.), 6kseotu (Viscum album L.), sumak (Rhus coriaria L.) ve zahter
(Thymbra spicata L.) bitkileri {izerinde galisilmistir. Calismamizda bu bitkilerin
antioksidan aktivitelerini saptamay1 ve iglerinde en fazla antioksidan aktiviteye sahip
olanlar1 belirlemeyi ve tliketilmelerini amaglamaktayiz. Serbest radikal siipiirme
aktivitesinin belirlenmesinde; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikali,
hidroksil radikali ve siiperoksit anyonunu giderme yontemleri kullanilmistir. Toplam
fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak hesaplanmis ve ferrik
indirgeme antioksidan kapasite (FRAP) ve bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
kapasite (CUPRAC) yontemleri ile oksidasyonun ne kadariin 6nlendigi saptanarak
antioksidan kapasiteleri tayin edilmistir. Aktivite tayininden sonra en yiiksek aktivite
gosteren sumak yapragt kolon kromatografisi ile fraksiyonlara ayrilmis ve

antioksidan aktivite gosteren fraksiyon tespit edilmistir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

11.1 BIBERIYE

11.1.1 Orijini, Yapist ve Ozellikleri

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.), Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina
ait degerli bir ugucu yag ve baharat bitkisidir (Sasikumar, 2004). Tiirkiye’de dogal
olarak yetisen biberiye, rosmarin, kusdili, hasalban, piirem, akpiiren, siipiirge calis1
gibi yoresel isimlerle de bilinmektedir ve tibbi, aromatik bir bitki tiiriidiir (Aysel,
2008). Rosmarinus adi Latince kokenlidir ve “denizin ¢igi” anlamina gelir.
Genellikle deniz kenarlarinda ¢ok yaygin bulunmasindan dolay1 bu ismi almistir.
(Sasikumar, 2004). Yaz-kis yesil kalan, kis aylarinda yapraklarini dékmeyen, ¢ali
goriiniimiinde, ¢igekleri soluk mavi renkli en fazla 200 cm kadar boylanabilen ¢ok
yillik bir bitkidir (Sekil II.1). Kokleri ¢cok dallanmistir. Yabani olarak Akdeniz
ikliminin hakim oldugu her yerde yetisebilir (Ceylan, 1997).

Genellikle maki florast i¢inde bulunan bu tiir Giiney ve Kuzey Anadolu ve
adalarda yaygin olarak yetisir. Mersin ve Adana ydresinde, orman i¢i bosluklarda,
tarla ve iiziim bag1 kenarlarinda, 6zellikle de koruma altindaki agaglandirma sahalari

igcinde yayilis gostermektedir (Aysel, 2008).

11.1.2 Kimyasal Ozellikleri

Kullanilan bitki kisimlari yapraklari (Folia Rosmarini) ve gigekleri (Flores
Rosmarini)’dir. Yapraklarinda ucucu yag %1-2,5 oraninda bulunmaktadir. Ugucu
yagimn baslica bilesenleri; %20 1,8-sineol, %20 a-pinen, %6 B-pinen, %18 kamfur,
%3 bornil asetat, %7 kamfen, %5 borneol, %5 mirsen, %2 o-terpineol, karyofillen,
linalol ve limonendir.

Etken bilesenler incelendiginde; %0,3 diterpen bilesikler, %3 rosmarinik asit,
flavonlar (luteolin, diosmetin, genkvanin-4'-O-glikozit), karnosol, karnosik asit,

triterpen ve steroit bilesikler icerdigi goriilmektedir (Bayrak, 2006).
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Sekil II.1 Biberiye bitkisinin dogadaki goriiniimii

11.1.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Biberiye, yiyecek muhafazasinda etkili bir baharattir (Sekil 11.2). Et ve et
triinleri, yag iceren gidalarin uzun siireli muhafazasinda gidalarin bozulmadan
dayanmasinda etkili bilesiklerdir. Sarapta tatlandirici olarak, balik ve et
yemeklerinde, salatalarda, sebze yemeklerinde de baharat olarak tiiketilmektedir
(Sasikumar, 2004). Bununla beraber biberiye, ilag sanayi ve Avrupa’da aroma
terapide de kullanilmaktadir. (Banyai ve ark., 2003).

Sekil I1.2 Baharat olarak tiiketilen biberiye



Onemli &lgiide tiiketimi olan biberiye ugucu yagi, kozmetik iiriinlerin i¢inde
yer alan sampuanlar, viicut losyonlari, kolonyalar ve kremlerin igine konulmustur.
Terapi etkisi antik ¢aglardan beri bilindiginden, hasta odalarinda yakilmak suretiyle
havanin temizlenmesinde kullanilmistir.

Biberiyenin hiicre yenileyici etkisi de bulunmaktadir. Igerdigi karnosol,
karnosik asit, ursolik asitler nedeniyle kanser olusumunu engelleyici 0Ozellige
sahiptir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢calismada serbest radikallerin yol actigi DNA
hasarindan hiicreyi korudugu goriilmiistiir.

Biberiye igerdigi flavonoidler ile gaz giderici, ugucu yagi ile antidepresan ve
diterpenler ile antimikrobiyel etkilere sahiptir. Biberiye ekstresini olusturan karnosol
ve karnosik asit HIV’in bulagmasmi engelleme konusunda da etkilidir. Kuru
yapraklarmin inflizyon olarak kullaniminda kan sekerini disiirdiigii ve toksik
etkisinin olmadig1 ortaya konmustur.

Dogal koruyucu ve antioksidan olarak A.B.D ve Avrupa’da kullanimi olan bir
bitkidir. icerdigi karnosol ve karnosik asit, fenolik diterpenlerden olan isorosmanol,
rosmaridifenol, rosmarikinon ve rosmarinik asit antioksidan etki gostermektedir
(Sasikumar, 2004). En giiglii antioksidan etkiye ise karnosik asit sahiptir ve bu etki
yaklagik karnosoldan ii¢ kat, BHT ve BHA’dan yedi kat daha fazladir. Bu amagla
bitki ve ekstrelerinin et ve yag oksidasyonuna kars1 kullanildigi bilinmektedir (Aysel,
2008).

I1.2 ADACAYI

11.2.1 Orijini, Yapist ve Ozellikleri

Halk arasinda adagayir (Salvia officinalis L.) olarak bilinen Salvia cinsi,
Lamiaceae familyasinin en biiyiik genusudur. Diinyada Salvia cinsine ait yaklagik
900 tiir, cogunlukla Amerika ve Giliney-Bat1 Asya kitalarinda yayilis gdstermektedir
(Baser, 2002).

Adacay (Sekil I1.3); Akdeniz kokenli, ¢ok yillik, ¢alimsi, 50-100 cm kadar
boylanabilen, basit yaprakli ve denizden 800 m yiikseklige kadar goriilen bir bitkidir
(Sezgin, 2006). Sagak koklii ve kurakliga dayaniklidir. Yapraklarinin tiyliligi,
kurakliga dayanikliligini artirmaktadir (Ceylan ve ark., 1990).

Iliman iklimlerde yabani olarak yetisir veya yetistirilir. Yaprak seklinde olan
baharat1 ise; 3-7 cm uzunluk ve 1-3 cm genislikte, iki yiizii ¢ok tiyli, grimsi yesil
renklidir (Sezgin, 2006).



Sekil I1.3 Adacayi bitkisinin dogadaki goriiniimii

11.2.2 Kimyasal Ozellikleri

Salvia tiirleri fitokimyasal analizlere gore fenolik asitler, fenolik glikozidler,
flavonoidler, antosiyanidinler, kumarinler, polisakkaritler, terpenoidler ve esansiyel
yaglari igermektedir (Amiri, 2007).

Adagayinin kullanilan kism1 herbasi, yapraklar1 ve ugucu yagidir. Bilesiminde
tanen, act madde ve ugucu yag bulunmaktadir. Ugucu yaginin ana bilesenleri, %1-27
a-thujon, %1-36 B-thujon, %1-20 1,8-sineol, %1-6 borneol, %14-35 kafur, %2-10
kamfen, %1-18 a-humulen, %1-13 B-pinen, o-pinen, PB-karyofilen, viridiflorol,
seskiterpenler, limonen ve bornil asetattir (Akgiil ve ark., 1999).

Yapisindaki en 6nemli fenolik bilesikler karnosol, karnosik asit, rosmadial,

rosmanol, epirosmanol ve metil karnosattir (Cuvelier ve ark., 1994).

11.2.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Oldukga genis bir tiiketim alan1 olan adagayi; ¢ok eski ve 6nemli bir baharat
bitkisi olmas1 nedeni ile gida sanayinde, eczacilik ve parfiimeride kullanilmaktadir
(Sekil 11.4). Bu 6zelliklerinin yaninda koroner kalp hastaliklari, kronik bronsit, astim,
siroz ve alzheimer hastaligi gibi ¢esitli klinik durumlarda bitkisel ilag olarak

tiikketilmektedir (Ipek, 2007).
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Sekil I1.4 Baharat olarak tiiketilen adacay1

Ulkemizde yiizyillardir bitki cayr olarak tiiketilen cesitli Salvia tiirlerinden
elde edilen ugucu yaglarin ve ekstrelerin antimikrobiyel, antioksidan, antidiabetik ve
antitimor ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir. Adagayi, iizerinde Onemle
durulan antioksidan etkiye sahip bir aromatik bitkidir. Antioksidan 6zelligi esas
olarak, karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asite baglanmaktadir.

Yiyecekler ve bazi dogal gidalar1 koruyarak ve bozulmalarini 6nleyerek raf
Omriinii uzatmak i¢in, adagay antioksidanlari, bu konuda oldukga 1yi bilinen biberiye

antioksidanlarina alternatif olusturmustur (Durling ve ark., 2007).

11.3 SUMAK

11.3.1 Orijini, Yapisi ve Ozellikleri

Sumak (Rhus coriaria L.), Anacardiaceae familyasindan Rhus cinsi, 250
civarinda tiirliyle diinyanin degisik bolgelerinde yetismekte olup, Tirkiye’de
yaygindir (Olchowik ve ark., 2011).

Iliman ve sicak iklimlerde; Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Ortadogu ve Bati
Asya’da yaygin olarak yetismektedir. Tirkiye’de ise, giiney ve bati bolgelerde
yaygin olarak yetismektedir.

Baharat olarak sumak, ‘R. coriaria L. tiirline giren bitkilerin meyvelerinin
teknigine uygun kurutulduktan sonra belirli oranda sofra tuzu katilarak 6giitiilmiis
hali’ olarak tanimlanmaktadir (Unver, 2006).

Sumak, dogal olarak kendiliginden yetisebilen, yliksekligi 1 ile 4 m arasinda
degisen ¢ali veya kiiciik agactir (Sekil 11.5). 4-6 mm ¢apli meyveleri, tek tohumlu

ve kiiremsi, tiiylii ve olgunlukta kirmizi renklidir (Bursal ve Koksal, 2011).



Sekil I1.5 Sumak bitkisinin dogadaki goriiniimii

11.3.2 Kimyasal Ozellikleri

Meyveleri daha ¢ok tanen, ugucu yag, organik asit, antosiyanidin ve sabit yag
icermektedir (Kosar ve ark., 2007). Bu bitki ile yapilan Onceki fitokimyasal
caligmalar ise, yapraklarinin gallotanen, gallik asit, flavonoid, bi-flavonoid, seker,

vaks ve ugucu yag bakimindan zengin oldugunu gostermislerdir.

Sekil I1.6 Sumak bitkisinin meyve ve yapraklari

Tanenler, ¢esitli bitkilerden ekstraksiyonla ayrilarak elde edilebilir. Hidrolize
olabilen tanenlerden en énemli grup gallotanenlerdir. Meyveler olgunlastik¢a tanen
miktarnin azalmasi bitkinin bu maddeyi kullandigin1 gosterir. Tanenler iki gruba

ayrilir:



a) Hidrolize tanenler: Fenolik asitlerin sekerlerle yaptiklari esterlerdir. ki
grupta incelenirler:

a. Gallotanenler

b. Elajitanenler

b) Kondanse tanenler: Hidrolize olmayan bu tanenlere “katesik tanenler” de

denir. Genellikle katesol tiirevi bilesiklerdir (Unver, 2006).

11.3.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Sumak yaprak ve meyvelerinin, i¢erdikleri ¢esitli etken madde gruplarindan
dolayt uzun yillardan bu yana ilag hammaddesi olarak kullanildig1 ifade
edilmektedir. Yapraklarin; ishal, hemoroit, agiz yaralarinda, goz hastaliklarinda, el
ve ayak catlaklarinda, meyve ve yapraklarinin ise seker hastalifina kars1 halk ilaci
olarak kullanildig1 bildirilmektedir (Kurucu ve ark., 1993).

Kurutulmus ve ogiitiilmiis yapraklar1 yiiksek tanen igerigi nedeniyle bir
bronzlasma ajam1 olarak kullanilmaktadir. Ancak, tipik olarak bitkinin meyvesi
kurutma ve 6glitme sonrasi baharat olarak tiiketilmektedir (Kosar ve ark., 2007).

Kurutulmus sumak meyveleri Yakin Dogu ve Bati Asya’da iyi bilinen bir
cesnidir. Baharat olarak, kizartilmig etlerin g¢esnilendirilmesinde kullanilir (Sekil
[1.7). Sumak meyvesinin perikarp1 6zellikle Anadolu’da eksi tat verici olarak

kullanilmaktadir.

Sekil I1.7 Baharat olarak tiiketilen sumak
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Sumak bitkisinin igerdigi kimyasal bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyel
Ozelliklerinin yan1 sira fizyolojik etkileri diislintildiiginde yeni bir terim olan
‘fonksiyonel gidalar’ kavrami i¢inde de degerlendirilmesi miimkiindiir. In vitro
olarak yapilan c¢alismalarda sumak ekstrelerinin iyi bir antioksidan kaynagi
olabilecegi rapor edilmistir. Baharatlarda antioksidan etkili baslica bilesikler fenolik
karakterlidir. Bunlardan flavonoidler ve fenolik asitler en fazla bulunanlaridir
(Unver, 2006).

11.4 FESLEGEN

11.4.1 Orijini, Yapis1 ve Ozellikleri

Feslegen (Ocimum basilicum L.), Lamiaceae (ballibabagiller) familyasina
ait, tek veya cok yillik otsu ve odunsu formda gelisen diinyanin popiiler ve hos
kokulu bitkilerinden biridir. Farkli bolgelerde fesliyen, peslan, reyhan, irthan ve
rahan bu bitkinin diger isimlerindendir.

Anadolu orijinli bitki degildir ve kdkeni Giiney Asya, 6zellikle Hindistan ve
baz1 kaynaklara gore de Iran orijinli oldugu bildirilmektedir (Daneshian ve ark.,
2009). Giizel kokulu, nane ailesinden, tatlimsi, anasonsu, aromatik, linalolsii, ¢igeksi
kokuda; baharli, hafif yakici ve acimsi bir baharattir (Akgiil, 1993).

Feslegen 20-60 cm boyunda, olduk¢a sik ¢atallasan, tiiyli, govdesi ¢atalli ve
piramidimsi yiikselen ve dort koseli bir bitkidir (Celebi, 2010). Yaprak renkleri agik
yesilden koyu yesile kadar ve bazen mor renkli olup, 1-5 cm arasinda uzunlukta ve 1-
3 cm arasinda genislikte olurlar (Sekil I1.8). Bitkinin ¢icekleri ¢ok degisik renklere
sahip olup, beyaz ve koyu yesil, mor ve eflatun renkler géstermektedir (Daneshian ve
ark., 2009).

11.4.2 Kimyasal Ozellikleri

Bitki fenolik bilesikleri yiliksek antioksidan etkinligine sahip ikincil ara
maddelerdir ve ballibabagiller tiirleri i¢cinde yaygin olarak bulunurlar. Dogal yoldan
cokca bulunan antioksidanlar, alkaloitler, flavonoidler ve fenolik asitlerin de

aralarinda oldugu ikincil ara maddelerdir (Sekil I1.9, Sekil I1.10) (Celebi, 2010).
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A" = CHy, A® = H, A% = 0GH, Apigenin
R' = A = CHy, F® = OCH, Acacesin
R'=R"=H, R = CHy Genkwanin
ADGENIn- 7,4 -dive
A
R2

A'=H. R = CHy
RA'=H R®=H

A" = OCH, Af=H
R'=0H, F® = CHy
R'=R"=H

Sekil I1.9 Feslegende bulunan flavonoidler
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Ugucu yag, tanen, saponin icermektedir. Feslegenin esansiyel yaglari; d-
linalol, metil kavikol ve digerleri; 6jenol, sineol ve jeraniol igermektedir. Feslegen
bitkisinde ugucu yag oran1 %0,62-%1,00 arasinda degismektedir (Daneshian ve ark.,
2009).

En 6nemli aroma bilesikleri 1,8 sineol, linalool, sitral, metil kavikol, eugenol,
metil sinnamattir. Afrikali tiirler genelde kamfur icermektedir. Ayrica
monoterpenler, seskiterpenler ve fenilpropanoidler gesitli miktarlarda bulunur ve

aromay1 6nemli 6l¢iide etkiler (Celebi, 2010).

COOR CO0H
HOY OH OR
OH OH oH
A = H, Galic acks R = H, Protocatechic acd A-Hydrasybanzoic acd
A =CHy, Gallic acd mety aster R = CHy, Vandlic acid HOOG:
A = CHaCH,y, Gl SCH] ety sdier
CHO o OoH
oM
A OH
oH O
R = H, 4-Hydroybenzakiehyde Cafteic acd OH
A = OCHs, Vandin
oH
Chicrogenic atd
0 CooH
HO,
(4]
oR Fosmarinic acid
O-glucos

P = H, 4-Aly1-Ogucosyt 2-rydrnybenzane
Fi w CHy, -yl 1-O-ghucosyl-2-memaxybanzene

Sekil I1.10 Feslegende bulunan fenolik asitler
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11.4.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Feslegenin yaprak ve gigekleri salata, pizza, et, omlet, pilav, ¢orba, sirke, S0S,
tirlii baharat karisimlarinda, bazi likor ve igkilerin yapiminda ve insektisit olarak
kullanilmaktadir (Akgil, 1993). Akdeniz mutfaginda yaygin olarak kullanilan bir
baharattir (Sekil 11.11).

Feslegen ayni zamanda aromatik bilesenlere sahip olup, bocek kagirma,
antibakteriyel ve antifungal gibi 6zelliklere sahiptir. Feslegen tibbi bitki olarak, bas
agrisi, siskinlik, hazmi kolaylastirici, mide rahatsizliklarinda, spazm ¢oziicii, ishal,
ateslenme, kurt disiiriicii, Oksiiriikk giderici, balgam ve gaz soOktiiriicii, bobrek
rahatsizliklar1, stres giderici ve idrar yollar1 antiseptigi olarak kullanilmaktadir.
Ayrica ilag sanayinde, gida endiistrisinde, konserve yiyeceklerde ve igkilerde, ¢esitli
caylarin bilesiminde kullanilir ve bakterilere karsi koruyucu bir 6zelligi vardir.
Feslegenin ucucu yagi, gida sanayinde, baharatlarda, parfiimeri ve tipta da biiyiik

Olciide kullanilmaktadir (Daneshian ve ark., 2009).

Sekil I1.11 Baharat olarak tiiketilen feslegen

1.5 ZAHTER

11.5.1 Orijini, Yapis1 ve Ozellikleri

Tiirkiye’de kekige benzer kokularindan dolayi, genel olarak “Kekik” olarak
bilinen bu bitkiler, Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus ve Coridothymus

capitatus cinslerine ait ¢esitli tiirleri icermektedir (Kizil, 2010).
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Thymbra spicata L., ballibabagiller ailesine ait 1tirli bir cinstir (Sekil 11.12).
Yapraklar1 yumurta seklinde, pembe-beyaz ¢igekleri olan giizel kokulu bir bitkidir
(Dogan ve ark., 2006).

T.spicata, Giineydogu Anadolu’da dogal olarak, Tiirkiye’de Trakya, Ege ve
Akdeniz kiy1 bolgelerinde bulunmaktadir. Bitki, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
“Zahter” ve “Karabas kekik” olarak bilinmektedir (Kizil, 2010). Ayrica, T.spicata
“Karakekik” (black kekik) adi altinda islem gormektedir (Askun ve ark., 2009). T.
spicata var. spicata ve T. spicata var. intricata olarak isimlendirilen iki tiirti
mevcuttur (Kizil, 2010). Thymbra ticaret i¢in 6nemli, verimli bir cins kekiktir
(Askun ve ark., 2009).

11.5.2 Kimyasal Ozellikleri

Bitkinin flavonoidler, terpenoidler; timol ve karvakrol gibi isoprenoidler
bakimindan zengin oldugu bilinmektedir (Akkol ve ark., 2009).

Thymbra spicata L. ugucu yagi ac1 aromali ve ¢ok konsantredir. Ugucu yagin
bilesimi, kimyasal olarak tanimlanmistir. Ugucu yagin % 80’den fazlasin1 karvakrol
olusturmaktadir. Karvakrol, y-terpinen, p-simen bilesenleri ugucu yagin % 70’ini
olusturmaktadir. Benzer sekilde, diger bilesenler T.spicata ugucu yaginda ¢ok diisiik
miktarlarda bulunmaktadir. Ayrica, o-pinen, myrcene, o-terpinen, B-terpinen, y-
terpinen, 1,8-sineol, p-simen, B-karyofillen, a-terpineol ve timol esansiyel yagin

diger bilesenleridir. Karvakrol, gii¢lii bir analjezik 6zellige sahiptir (Kizil, 2010).

15



Rutin, hesperidin, apigenin glukozit, rosmarinik asit, eriodiktiyol, quercetin,
naringenin, luteolin, apigenin bitkide bulunan diger kimyasallardir (Askun ve ark.,
2009).

11.5.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Thymbra spicata L. Dogu Akdeniz iilkelerinin tipta kullandigi bir bitkidir.
Kuru ya da taze yapraklari ve g¢igekleri ¢ay seklinde tiiketilmekte veya salata
yapiminda kullanilmaktadir (Sekil I1.13). Kurutulmus bitki bolgeleri, Tiirkiye’nin
cesitli yerlerinde bitkisel ¢ay, baharat olarak; astim, kolik, bronsit, oksiiriik, ishal ve

romatizma tedavisinde kullanilmaktadir.

Sekil I1.13 Baharat olarak tiikketilen zahter

Genellikle gida endiistrisinde aroma ajani olarak kullanilmaktadir. Giigli
antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerine bagli olarak, romatizmaya karsi haricen
kullanilmaktadir. Bocek ilaci, bitki biliyiime inhibitorii olarak ve akciger kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir (Kizil, 2010).

Fazla yagl beslenme, kolesterol ve hiicre zarinda iiretilen serbest radikal
tirleri artan oksidatif stres ile iliskilendirilebilir. Bu bitkinin yapraklar
hiperkolesterolemiye ile miicadelede kullanilarak son zamanlarda biiyiik popilarite
kazanmigtir (Aver ve ark.,, 2006). Yiiksek kolesterolle beslenen farelerde
hipokolesterolemik aktivite ile iliskili oldugu bulunmustur (Askun ve ark., 2009).
Timol, karvakrol ve iyonon gibi izoprenoidlerin, tavuklarda plazma kolesterol

konsantrasyonunu diisiirdiigii goriilmiistiir (Aver ve ark., 2006).
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11.6 OKSEOTU

11.6.1 Orijini, Yapis1 ve Ozellikleri

Santatales takimmin Viscaceae (Loranthaceae) familyasinda yer alan Viscum
album L., Kuzey Avrupa’dan, Kuzeybati Afrika’ya; Avrupa’dan Dogu’ya; Giineybati
ve Orta Asya’dan Japonya’ya kadar genis bir alanda yasamaktadir. Tiirkiye’de de
cok genis bir dagilim gostermekte ve biitiin bolgelerde yetismektedir.

Viscum album L. ormanlik alanlarda gesitli agaglarin ve ¢alilarin {izerinde
yar1 parazit olarak yasayan odunsu bir bitkidir (Sekil 1I.14). Dallar iizerinde kiimeler
olusturur. Meyveleri yaklasitk 1 cm ¢apinda, kiire veya armut seklinde, etli,
beyazimsi, seffaf ve tek tohumludur. Hava sartlarina bagli olarak degisik zamanlarda
cicek acabilir (Onay, 2002).

Viscum album ismi, Latince olarak meyvelerinin yapiskan ve viskoz 6zelligi
nedeniyle, beyaz renkli olmasindan dolay1 verilmistir (Ergun ve Deliorman, 1995).
Yaygin olarak kullanilan 6kseotu ismi, eski zamanlarda bu bitkinin meyvelerindeki
yapigkan maddeden yapilan ve kus tuzagi olarak kullanilan 6kseden gelmektedir.
Okseotunun meyvelerinin etli ve yumusak olmasi, kuslar tarafindan begenilerek
yenmesine neden olmaktadir. Bu meyveleri yiyen kuslarin diskilariyla birlikte agac
dallar1 {izerine diisen tohumlar dallara yapismakta ve ortamdaki iirik asit sayesinde

cimlenip, gelismektedir (Onay, 2002).

Sekil I1.14 Okseotu bitkisinin griiniimii
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11.6.2 Kimyasal Ozellikleri

V. album’un igerdigi etken maddeler yapilarina gore farkli gruplar altinda
toplanabilir.

Alkaloitler ve diger azotlu bilesikler, lektinler, viskotoksinler, poliholozitler,
organik asitler, sekerler ve tiirevleri, terpenler ve glikozitler, fenilpropan ve
glikozitleri, lignanlar, flavonoidler, vitaminler, aminoasitler ve tiirevleri V. album 'da

bulunan etken gruplardir (Onay, 2002; Ergun ve Deliorman, 1995).

11.6.3 Fonksiyonel Ozellikleri ve Tiiketimi

Sarap icinde bekletilen kuru yapraklarmin sinirsel rahatsizligi olan kisilere
verildigi rapor edilmistir. Bilinen 6zellikleri arasinda antiseptik, kasilmalar1 giderici,
kanamay1 durdurucu, kalp hastaliklarindan koruyucu, kalbi giiglendirici, sindirimi
kolaylastirict, sinir yatistirici, idrar artirici, kusturucu, siit salgisini artirici,
uyusturucu, uyarict ve damar genisletici etkileri sayilmaktadir (Sekil I1.15).

V. album'un ila¢ sanayisindeki kullanim alanlarinin incelendigi bir
aragtirmada, kurutulmus meyve ve yaprakli dallarinin kabizligi onleyici, idrar
arttirici, kusturucu, kuvvet verici ve tansiyon diisiiriicii etkilerinin oldugu

belirtilmektedir.

Sekil I1.15 Okseotu bitkisinin kurutulmus yapraklari

Uluslararas1 tip yayinlarina gore okseotu, kanserin ve AIDS'in tedavisinde
yogun olarak kullanilmaktadir. Okseotundan elde edilen Iscador ilacinin, Almanya'da
HIV’e yakalanan 40 kisi tizerindeki doz denemelerinde, hem anti-HIV hem de

bagisikligr diizenleyici etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir (Yiiksel ve ark., 2005).
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11.7 SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

11.7.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiill agirhg diisik ve ¢ok etkin molekiiller olarak
tanimlanmaktadir (Mercan, 2004).

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiliklii ya da notral olabilirler. Her ne
kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil,
makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi ig¢in gerekli olsa da, serbest
radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanmaktadir.

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (Sekil

11.16) (Altan ve ark., 2006).

’ ‘ ~~ solunum N
protein L A SRR
hasan Aodnmrndom %g . ‘
/ g \ mitokondnial
A @rnnrA
/ f : § hasar
membran | £ SER / L%,
hasan S o /
% I T
\ P~ ok HOw.
fa]::n o\ gelardek ‘ Na' %h:’icrf biiyiimes:
e oy S
N E, o/ gegirgenlik arng
",
[ kalagremun ropi
- ? - akem
hpid peroknidasyon

Sekil I1.16 Serbest radikallerin hiicreye etkileri

11.7.1.1 Serbest Radikallerin Olusumu
Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir (Altan ve ark., 2006):
1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiilin homolitik yikimi sonucu

olusurlar. En yaygin goriilen serbest radikal olusumu bu bag par¢alanmasidir

(11.2).

X:Y = X +Ye (I1.1)
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin

heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar (11.2).
X: Y >X"+Y" (11.2)
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar (11.3).

A+e > A (11.3)

11.7.1.2 Serbest Radikallerin Etki Mekanizmasi

1. Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu: Serbest radikaller hiicrenin

membranima saldirdiklarinda gergeklesir. Serbest radikaller, hiicre membraninin
stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli hiicre ve doku bozulmalarina neden olurlar.

2. Disiilfit Bag Olusumu: Glutatyon, tiim memeli hiicrelerinde milimolar

konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon gibi tiyollerin oksidasyonu tiyol ve oksijen
radikallerinin olusumuna neden olur. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir ve
proteinlerdeki homolitik fisyon reaksiyonlar1 disiilfit bagin1 olusturur. Bu da
proteinlerin konfigiirasyonlarini bozarak viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller.
3. DNA Hasari: DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen
bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik
bozukluklara neden olmaktadir. Bu yiizden DNA hasarinin ROT ile indiiklenen

hiicresel modifikasyonlarin en ciddisi oldugu disiintilmektedir (Tekcan, 2009).

11.7.2 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Ozellikleri
Siiperoksit radikali (O,"): Hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde
molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan

stiperoksit radikali olusur (11.4) (Buonocore ve ark., 2010).
Oz +e — 02—. (”4)

Stiperoksit radikali nadir olarak oksidatif hasara neden olur. Ciinkii siiperoksit
dismutaz enzimi ile hizli bir sekilde hidrojen peroksite ¢evrilir (I11.5). Siiperoksit
radikallerinin asil zararlar1 hidrojen peroksit kaynag: ve gec¢is metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmalaridir (Naidu, 2003).
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SOD
20, + 2H'—>  H,0,+ 0, (11.5)

Hidrojen peroksit (H,0,): Asidik ortamda molekiiler oksijenin ortamdan iki
elektron almasi (11.6) veya siiperoksitin bir elektron almast sonucu hidrojen peroksit

meydana gelir (11.7).

0, + 26 + 2H* — H,0, (I1.6)
0,"+ e + 2H'— 1,0, (I.7)

H,0O, serbest bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri igine girer ve
serbest radikaller i¢erisinde 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu gibi gecis metalleri
varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir (Malo
ve Wilson, 2000).

Hidroksil (*OH) radikali: Hidroksil radikali oksidan giicii son derece
yiiksek olan bir radikaldir. Olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin en tehlikelisidir. 107
saniyeden daha kisa yarilanma dmriine sahiptir.

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilebilen hidroksil radikali (*OH)
canlilarda iki mekanizma ile olusabilir (Buonocore ve ark., 2010).

1. lyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin

iyonlagmasi ile gerceklesir (11.8).

X veya vy 1511
H,O > H.+.0H (1.8)

2. a) Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile

reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur (11.9).
0, +H,0,+H" ———> 0,+H,0 +.0OH (1.9)

b) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe* ve diger gegis elementleri (Cu,
Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek *OH radikali olusur (11.10).

M™ (=Cu*, Fe**, Ti*", Co*") +H,0, ——> M (= cu™, Fe*", Ti**, Co**)+ .OH+
OH’ (11.10)
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¢) H,O,’nin UV 1s1g81na maruz kalmasi ile -OH olusabilir (11.11).

Enerji (UV)
H202 ——mmm>

11.7.2.1 Reaktif Oksijen Tirlerinin Etkileri

(11.11)

?ROT%

Yararh Etkileri

4 )

Sperm kapasitesi, dollenme,
embriyo gelisimi

Mekanizma diizenleme:
NADPH oksidaz (NOX)
enzimleri miyofibroblastlarin
aktivasyonu ve farklilasmasi
icin gereklidir. Hiicresel
medyatdrler hasar onarimi
saglarlar.

Hiicre i¢i sinyal: Hiicre
yiizeyinden biyokimyasal
sinyallerin iletimi

Mikroplara kars1 savunma:
ROT iireten NOX enzimleri

\_

J

Zararh Etkileri

Hiicre membranlar1
i¢inde lipit
perokisidasyonu

Proteinlerin oksidatif
hasari

DNA mutasyonu

Hiicre 6lumiine neden
olan faktorlerin
aktivasyonu

. J

Sekil I1.17 Reaktif oksijen tiirlerinin yararli ve zararli etkileri (Buonocore ve ark., 2010).
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11.7.3 Oksidatif Stres

Oksijen canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji
iiretim stireglerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siireglerinin
dogal bir yan {riinii olup yiikksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararh
maddelerdir.

Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipitlere saldirarak
zarar verir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlari
notralize eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Boylece hiicre serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller lehine
bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize edilirlerse, hiicrede serbest radikaller
artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde yaptiklar
oksidatif hasara ‘oksidatif stres’ denir (Tekcan, 2009). Bu durum oézetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Altan ve ark., 2006).

Dejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Noronlar, yani sinir/beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini
Alzheimer, Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir.
Damar i¢ yiizeyindeki hiicrelerde oksidatif hasar, damar sertligi gelisiminde rol
oynamakta, dolayisiyla kalp-damar, beyin-damar ve diger damar hastaliklarina neden
olmaktadir. Hiicre DNA’sina toksinlerin verdigi hasar kanser gelisimine yol

acabilmektedir (Tekcan, 2009).

11.8 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Antioksidanlar gidalarda, “¢ok az miktarlar1 bile yag gibi kolay okside
olabilen maddelerin oksidasyonunu biiyiikk Olglide yavaslatan veya Onleyebilen
maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Biyolojik sistemlerde ise, “¢ok disiik
konsantrasyonlarda bile lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi okside olabilen
substrat ile karsilastiginda substratin oksidasyonunu geciktiren veya 6nleyen madde”
olarak tanimlanmaktadir (Frankel ve Meyer, 2000).

Bir diger tanima gore; antioksidanlar lipit oksidasyonunda serbest radikal
iceren yaglara elektron veya hidrojen vererek veya yag zinciri ile bir serbest radikal

arasinda kompleks olusturarak serbest radikal zincirine son veren bilesiklerdir.
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Antioksidanlar, kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri notralize eder ve

elektron verdikleri halde kendileri serbest radikallere doniismezler (Sekil I1.18),

¢linkii antioksidanlar her iki formda da kararlidirlar (Kaur ve Kapoor, 2001).

b)

d)

AR Antioksidan

Bt N/

Serbest Radikal

Sekil I1.18 Antioksidanin serbest radikali notralize etmesi

11.8.1 Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar etkilerini baglica iki sekilde gosterirler:

Serbest radikal olusumunun onlenmesi

Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastiric: etki,

Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltict etki,

Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki.

Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

Toplayic1 etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya
daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme etkisidir. Antioksidan enzimler ve
molekiiller bu yolla etki etmektedir.

Bastiricl etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme etkisidir.
Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki etmektedir.

Zincir kirier etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkidir. Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
metaller oksidanlar1 kendilerine baglamakta ve inaktive etmektedir.

Onaricr etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasar1 onarma etkisidir.
Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarmaktadirlar (Frankel ve Meyer,
2000).
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11.8.2 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar birgok farkli aktivite mekanizmalar1 gostermektedir. Bu

mekanizmalar arasinda serbest radikal siipiirme, reaktif oksijen tiirlerini inaktive

etme, metallerle selat olusturma ve sekonder lipit oksidasyon iiriinlerininin etkilerini

giderme sayilabilmektedir. Antioksidanlar aktivite mekanizmalarina gore enzimatik

ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir.

b)

d)

11.8.2.1 Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene ¢eviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir (11.17). Bu
sistem sayesinde hiicre kompartmanlarindaki O, diizeyleri kontrol altinda

tutulur.

SOD
20,"+2H —> H,0,+0, (11.17)

Glutatyon peroksidaz (GPx): GPx, asir1 hidrojen peroksit varhiginda
glutatyonun (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir)
oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya doniistiiriir
(11.18).

GPx

Glutatyon rediiktaz (GR): GPx tarafindan H,O, ve diger lipid peroksitlerin
indirgenmesi esnasinda glutatyon yiikseltgenmis glutatyona dontismektedir.
Bu yiikseltgenmis halin tekrar indirgenmis GSH’a doniistiiriilmesi gereklidir.
GR, NADPH varliginda glutatyon distlfiti (GSSG) tekrar indirgenmis
glutatyona (GSH) gevirir (11.19).

GR
GSSG + NADPH + H* — > 2GSH + NADP* (11.19)

Glutatyon-S-transferaz (GST): Lipid hidroperoksitlere (ROOH) Kkarsi
GST’lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler (I11.20).

GST
ROOH +2GSH ___s GSSG + ROH + H,0 (11.20)
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e) Katalaz: Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye
sahiptir. Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalar (I1.21) (Ardag,
2008).

Katalaz

11.8.2.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

a) Sentetik Antioksidanlar: Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin
korunmasi i¢in antioksidan ilavesi gerekir. Besinlere dogal antioksidanlar ilave
edilebilse de endiistride daha cok sentetik antioksidanlar kullanilir. Gidalarda
kullanilan antioksidanlar genellikle sentetik antioksidanlardir. Biitillenmis hidroksi
toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), propil gallat (PG) ve tersiyer biitil
hidro kinon (TBHQ), nordihidroguareyetik asit (NDGA) kullanilan sentetik
antioksidanlardandir (Sekil 11.19, Sekil 11.20).

OH OH OH
(H3C)C C(CH3)3 C(CH3)y C(CH3)3
CH
L OCH3 OH
Biitillenmis Hidroksitoluen . . .. . L
(BHT) Biitillenmis Hidroksianisol Tersiyer Biitil Hidrokinon
(BHA) (TBHQ)

Sekil 11.19 BHT, BHA ve TBHQ nun kimyasal yapilari

Fenolik sentetik antioksidanlardan olan, BHA ve BHT gidada en ¢ok tercih
edildiklerinden biiyliik oneme sahiptir. Sicaga kars1 oldukca dayanikli ve termal
olarak islenmis gidalar i¢in uygundur. Diger yandan, TBHQ sicaga kars1 dayanikli
bir antioksidandir ve Ozellikle kizartma uygulamalarinda kullanilir. BHT ve
BHA’dan daha etkilidir ve sitrik asit ile iyi bir sinerji gosterir. Gallatlarin
kullanilmasinda toplum saglig1 ve gida hijyeni agisindan olumsuz higbir bilgi ileri
stirilmemektedir. NDGA, toksik etkisi yiiksek, yagdaki ¢oziiniirliigii az olan bir
antioksidandir (Arcan, 2005; Ardag, 2008).
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CO0CH;

CaHy—0C3Hy
HO OH HO OH
OH
Propil gallat OH HO
(3.4, 5-trihidvoksi-benzoik asit propil ester)
NDGA

Sekil I1.20 PG ve NDGA’nin kimyasal yapilari

b) Dogal Antioksidanlar: C vitamini (askorbik asit) bir keto laktondur (Sekil
11.21). Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan C vitamini, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Doku yapiminda ve
onariminda rol alir, bagisiklik sistemini gii¢lendirir, kanserin 6nlenmesinde etkilidir,
demirin viicutta kullanilmasina yardime1 olur ve sigaranin olumsuz etkilerini azaltir.

Cok giicli bir antioksidan olan E vitamini (oa-tokoferol) hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
koruyucu savunma elemanidir (Sekil 1II1.21). Radikalleri temizler ve lipit
peroksidasyonunu inhibe eder.

Karotenoidler yagda ¢oziinebilen dogal antioksidanlardir (Sekil 11.22).
Karatenoidlerin  ¢ogunun  temel yapist  poliizoprenoidden  olusmaktadir.

Karotenoidler, olduk¢a etkili ROT siipiiriiciileridir. Karotenoidlerin antioksidan

aktivitesi, yapisindaki konjuge ¢ifte baglardan ileri gelmektedir (Ardag, 2008).
CHs

_-Cha

HO

HO
0 0 CHy

HO OH a—tokoferol

Sekil I1.21 C vitamini ve E vitamininin kimyasal yapilar1
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c CH; HaC
HiC  CHy )\ H /l\ H H H H H |
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| H H H H H \I/ H \]/ R’ ok

CH, CHa CHa

Sekil I1.22 B-karotenin kimyasal yapisi

Bir kanser Onleyici ajan olarak bitki fenolik bilesikleri biylik ilgi
gormektedir. Bu etkinin antioksidan ve selat yapma aktivitelerine bagl oldugu kabul
edilmektedir. Antioksidan etki, 6zellikle flavonoidler ve fenol karbonik asitlerden
ileri gelir.

Flavanoidler iiye sayisi itibari ile en biiyiilk grubu olusturup, bugiine kadar
bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve c¢iceklerinde 4000’in {izerinde flavonoid tespit
edilmistir ve sayilar1 giin gegtikce artmaktadir. Meyve, sebze, tahil, cay, kahve ve
kirmizi sarap olduk¢a fazla miktarda flavonoid igerir (Heim ve ark., 2002).
Flavonoid ve fenolik antioksidanlar anomerik hidroksil grubundan lipit radikallerine
bir hidrojen atomu vererek lipid oksidasyonunu engeller. Bilesigin yapisi ile
antioksidan kapasitesi iligkilidir, fenolik bilesiklerde —OH grubu sayisi,
flavonoidlerde B halkasmin 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplari olmasi antioksidan
aktivite tizerinde etkilidir (Cotelle ve ark., 1996).

Flavonoidler; yapisal farkliliklara gore flavonlar, flavonoller, flavan 3-oller,

izoflavonlar, flavanonlar ve antosiyanidinler olmak iizere alt1 alt sinifa ayrilirlar

(Sekil 11.23) (Ardag, 2008).

o O
Flavonol \ T - / izoflavon

O

OH

Arntosiyanidin

Flavan-3-ol

Flavanon

Sekil I1.23 Flavonoidlerin genel yapisi
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11.8.3 Antioksidanlarin Insan Saghigina Etkileri

Baslica antioksidanlarin etkili oldugu hastaliklar tabloda verilmistir (Ali ve

ark., 2008).

Tablo I1.1 Antioksidanlarin etkili oldugu hastaliklar

Bilesikler

Hastaliklar

Katalaz (CAT)
Glutatyon peroksidaz (GPx)
Stiperoksit dismutaz (SOD)

Katesinler
Alkaloidler

Karotenoidler
o-tokoferol

Ferulik asit

Glutatyon
Proantosiyanidin (GSPE)
Tanenler

Fenolik bilesikler

Quercetin, kamferol, genistein,
resveratrol

Kanser, diyabetik retinopati
Norodejeneratif hastaliklar
Norodejeneratif hastaliklar
Norodejeneratif hastaliklar

Kanser, norodejeneratif hastaliklar,
kronik inflamasyon

Kanser, diyabetik retinopati, kronik
inflamasyon

Kanser, norodejeneratif hastaliklar,
kronik inflamasyon

Diyabet

Kanser

Kardiyovaskiiler bozukluklar
Kardiyovaskiiler bozukluklar
Kanser, diyabetik retinopati, kronik
inflamasyon

Kolon kanseri

11.9 HIZLANDIRILMIS COZUCU EKSTRAKSIYONU (ASE)

Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonunun temeli, kat1 ve yari1 kat1 6rneklerden

analitlerin tam ekstraksiyonunu kisa zamanda elde etmek i¢in yiiksek sicaklik ve

basing altinda, daha az ¢oziicii tiiketimine dayanir (Sekil 11.24) (Richter, 2000).

Yiiksek basing ¢oziiciiyii kaynama noktasinin altinda tutarken artmis sicaklik

ekstraksiyon kinetigini hizlandirir, bdylece hizli ekstraksiyon gergeklestirilir. Ayrica

yiiksek basing, ¢oziiciiniin, deney materyalinin i¢ kisimlarina kadar niifuz etmesini

saglamaktadir (Lou ve ark., 1997). Bundan dolayr ASE klasik ekstraksiyon

tekniklerinin yerine gegerek gelistirilmistir (Yarita, 2001).
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-
Coziicu
-

Temizleme vanasi

Ekstraksiyon
hiicresi |

Statik
vana

'S

Toplama
kab

Azot

Sekil 11.24 ASE cihazi sematik gosterimi

11.9.1 Cihazin Calisma Prensibi

ASE’de, ¢elik bir kap igerisine yerlestirilen kati ya da yari-kati 6rnegin
¢oziicii ile bir firin igerisinde 50-200 °C arasinda degisen sicakliklarda isitilmast ile
baglar ve 1sitma sirasinda firma 500-3000 psi degerleri arasinda basing uygulanir.
Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama ¢oziici pompalanarak 6rnegin ve kabin
yikanmasi saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitiin ¢oziicii genellikle azot gazi

kullanilarak bir sise igerisinde toplanmaktadir (Sekil 11.25) (Lou ve ark., 1997).

Sekil I1.25 ASE cihazi
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11.10 KROMATOGRAFI

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli
faz olmak iizere birbirleriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflagtirilmas1 yontemidir. Yontem karisimin gozenekli bir ortamda, hareketli bir
¢oziicli yardimiyla, karisim bilesenlerinin kati1 faz ile etkilesimlerindeki farkliliktan

dolay1 birbirinden ayrilmasi olgusuna dayanur.

11.10.1 Kolon Kromatografisi

Ayrilacak bilesenlerin sabit Kat1 faz tizerinde adsorblanmalari esasina dayanir.
Burada hareketli faz, adsorban {iizerinde sivi olarak hareket eder. Bilesenler
birbirlerinden kat1 ylizeye olan farkli derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar.
Adsorpsiyon denge sabiti biiylik olan bilesen ylizeyde daha uzun kalirken, kiiciik
olan daha kisa siirede kalmakta, hi¢ adsorplanmayan bilesen ise hareketli faz ile
taginarak kolondan disar1 ¢ikmaktadir.

Kolon kromatografisinde sabit faz olarak adsorplama yapabilecek aliimina ve
silikajel gibi katilar kullanilir. Sabit faz olarak genellikle polar katilar
kullanildigindan, hareketli faz olarak benzen, oktan, kloroform gibi apolar veya ¢ok
az polar sivilar kullanilir. Kolon kromatografisi, polarliklar1 farkli bilesenlerden

olusan karisimlarin ayrilmasinda ¢ok iyi sonug verir (Armstrong, 1969).
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BOLUM III

CALISMALAR

111.1 ARASTIRMA ARACLARI
111.1.1 Deneysel Calismada Kullanilan Cihazlar

THERMO SCIENTIFIC

SPEKTROFOTOMETRE HELIOS ZETA UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER

SPEKTROFOTOMETRE KUVETLERI TECHNICAL PRODUCTION
QUARTZ

HASSAS TERAZI a. AND +0,0001 Dijital Terazi

b. ADAM PW 124
+0,0001 Dijital Analitik Terazi

HIZLANDIRILMIS COZUCU

EKSTRAKTORU DIONEX ASE 100

SANTRIFUJ DENLEY BS 400 Masaiistii
Santrifiij

SU BANYOSU HEIZBAD Termostatli Su
Banyosu, 0-110°C

DESTILE SU CIHAZI MILLIPORE RiOs-DI 3

VORTEKS KARISTIRICI FISONS Whirli Mixer

SU ISITICISI TEFAL Vitesse Kettle

ETUV GENLAB MIDI/2/AL, 0-100°C

OTOMATIK PIPETLER GILSON

ISITICI VE MANYETIK KARISTIRICI ~ Wisestir MSH-20 A

OGUTUCU SIEMENS KM 13

BUZDOLABI a. ARCELIK

b. REGAL
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VAKUMLU EVAPORATOR HEIDOLPH Hei-VAP
Precision ML/G3

VAKUM CIHAZI KNF LAB, Laboport
pH METRE Mettler Toledo Inlab Expert Pro
Electrode

111.1.2 Deneysel Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan bakir kloriir, amonyum asetat, sodyum dihidrojenfosfat
dihidrat, sodyum dihidrojenfosfat monohidrat, metanol, etanol, Folin-Ciocalteu
reaktifi, sodyum karbonat, neokuproin (Nc), DMSO (Dimetil siilfoksit), DMF
(Dimetil formamid) Merck firmasindan; potasyum ferrisiyaniir, askorbik asit,
disodyum hidrojenfosfat dodekahidrat, hidrojen peroksit, TBA (2-tiyobarbitiirik asit),
BHA (Biitillenmis hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), a-tokoferol,
troloks Sigma-Aldrich Co. firmasindan; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), TCA
(trikloroasetik asit), demir (III) Kkloriir, demir (II) siilfat heptahidrat, EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) Alfa Aesar firmasindan; 2-deoksiriboz, gallik asit, NBT
(Nitro blue tetrazolium kloriir), PMS (Fenazin metasiilfat) Sigma firmasindan;
disodyum hidrojenfosfat dodekahidrat Carlo Erba Reagenti firmasindan; NADH

(Nikotinamid adenin diniikleotid) Amresco firmasindan temin edilmistir.

111.1.3 Deneysel Calismada Kullanilan Bitkilerin Temin Edilmeleri

Biberiye ve zahter bitkileri Hatay’in Samandag ilgesinde bulunan aktarlardan
temin edildi. Adagay1 bitkisi Batiayaz Koyili’nden toplandi. Batiayaz, Samandag
ilcesine bagli bir koydiir. Feslegen, sumak, Okseotu bitkileri ise Hatay ilinin
Samandag il¢esinin bir kdyii olan Vakifli Kdyii’nden toplandi.

Ticari olarak temin edilen biberiye ve zahter ¢alismanin yapildigi senenin
rtintidiir. Diger bitkiler ise, Agustos ayinda etken maddelerinin doruga ulastigi 6gle
saatlerinde, sap ve ¢icekli kisimlariyla birlikte toplandi. Golge ve havadar bir yerde

kurumaya birakildi. Tyice kurutulduktan sonra, hava almayacak sekilde sakland.

I11.1.4 Ekstraksiyon islemleri
Kurutulan bitkilerin yaprak ve meyve kisimlari saplarindan ayiklandi ve
kahve dgiitiiciisii kullanilarak 6giitiildii. Ogiitiilen bitkiler; 25 °C deki su, 100 °C deki

su ve metanol ile ekstre edildi.
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ASE Cahsma Kosullari: Her bir bitkiden 1,000 g+0,0001 g ve 1,000
g+0,0001 g diatom toprak tartilarak filtre kagidiyla sarildi, 10 mL’ lik ekstraksiyon
hiicresine yerlestirildi. Co6ziicti olarak metanol kullanilarak bitkilerin metanol
ekstreleri; sicaklik 23-25 °C de sabit tutularak, cihazin 10’ar dakika, 3 devir yapmasi
ile hazirlandi. Hazirlanan ekstreler cam siselere alindi ve deneme boyunca
buzdolabinda (+4 °C ) saklandi.

Su ekstreleri igin ise, her bir bitkiden 1,000 g+0,0001 g tartilarak beherlere
konuldu, 10 mL oda sicakligindaki distile suda ve 100 °C deki distile suda 45 dakika
bekletildi. Beherlerde bulunan ¢ozeltiler daha sonra tiiplere alindi ve 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Stvi kisim alinip, tekrar 10 dakika boyunca santrifiijlendi ve
bitki kalintilarinin tam olarak ¢okmesi saglandi. Son olarak siizge¢ kagidi ile siiziildi
ve homojen sayilabilecek ekstreler elde edildi. Ekstrelerin bulundugu tiipler

parafilmle kapatildi ve deneme boyunca buzdolabinda (+4 °C ) saklandi.

111.2 GENEL YONTEMLER
111.2.1 Bakir(Il) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini
a. Kullanilan Cozeltiler

0,01 M CuCl, ¢ozeltisi: 0,0336 g CuCl, tartildi, 25 mL’lik balon jojeye konularak
distile su ile hacim tamamlandi.
Amonyum asetat cozeltisi (pH=7): 1,927 g amonyum asetat tartildi, 25 mL’lik
balon jojeye konularak distile su ile hacim tamamlandi.
7,5.10° M Neokuproin gozeltisi: 0,039 g neokuproin tartildi, 25 mL’lik balon jojeye
konularak etanol ile hacim tamamlandi. Her tayin Oncesi ¢Ozelti taze olarak
hazirlandi.

Standart antioksidan olarak troloks, askorbik asit, gallik asit, BHA, BHT, ve
a-tokoferoliin DMSO igindeki ¢ozeltileri kullanildi.

b. Yo6ntem
Kromojenik oksidan olan Cu(ll)-neokuproin reaktifi kullanilarak, genis
alanda uygulanabilen bir antioksidan kapasite tayin yontemi uygulandi. CUPRAC
(bakir(IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi Ozyiirek ve arkadaslarinin
metoduna gore tayin edildi (Ozyiirek ve ark., 2011). Yiiksek absorbans degeri yiiksek
indirgeme kapasitesinin gostergesidir. Denemede kullanilan sulu ekstreler distile
su ile 1:5 oraninda seyreltildi. Su ve metanol ekstrelerinden 5, 10 ve 25 pL alinarak,
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toplam hacim distile su ile 275 pL’ye tamamlandi. Standart antioksidan ¢ozeltilerden
de bir seri standart hazirland1 ve distile su ile hacim 275 pL’ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilere Tablo I11.1°de belirtilen miktarlar ependorf tiiplere ilave edildi
ve vorteks karistiricida karistirildi. Orneklerin reaksiyonu tamamlanincaya kadar
karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Standart ve 6rneklerin 450 nm’deki
absorbanslar1 fotometrik olarak 6rnek icermeyen kor ¢ozeltisine karsi okundu,
degerler kaydedildi. Deney iki paralel olarak tekrarlandi. Troloks icin elde edilen
grafigin egimi ile drnekler igin elde edilen dogrularin egimleri oranlanarak CUPRAC

aktivitesi TEACuerac (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) olarak ifade edildi.

Tablo 111.1 CUPRAC tayini galigma tablosu

Kor Standart Ornek

Toplam hacim 275uL su 275uL 275uL
CuCl, 250uL 250uL 250uL
NH,Ac 250uL 250uL 250uL

Nc 250uL 250uL 250uL

I11.2.2 Ferrik Indirgeme Antioksidan Kapasite (FRAP) Tayini
a. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu (pH=6,6): 0,906 g NaH,P04.2H,0 tartild1, 100 mL’lik balon jojeye
konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi. 0,284 g Na,HPO4.12H,0 tartildi, 100
mL’lik balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi. iki ¢ozelti
karistirilip fosfat tamponu hazirlandi.
% 1’ lik K;Fe(CN), cozeltisi: 0,5 g KsFe(CN), tartildi, 50 mL’lik balon jojeye
konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
% 10’luk TCA cozeltisi: 10 mL % 100’lik TCA’ dan alinarak 100 mL’lik balon
jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
% 0,1’lik FeCl; ¢ozeltisi: 0,025 g FeCl, tartildi, 25 mL’lik balon jojeye konuldu ve
distile su ile hacim tamamlandi. Her tayin Oncesi ¢ozelti taze olarak hazirland:.
Cozelti karanlikta muhafaza edildi.

Standart antioksidan olarak troloks, askorbik asit, gallik asit, BHA, BHT, ve
a-tokoferoliin DMSO igindeki ¢ozeltileri kullanildi.
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b. Yontem

Bitki ektrelerinin indirgeme kapasitesi Pulido ve arkadaslarinin metoduna
gore tayin edildi (Pulido ve ark., 2000). Ortamdaki indirgen madde Fe®* iyonlarini
Fe?* iyonlarma indirger ve FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki
kompleksin absorbansi Olgiiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme
kapasitesinin gostergesidir. Denemede kullanilan sulu ekstreler distile su ile 1:5
oraninda seyreltildi. Su ve metanol ekstrelerinden 5,10, 25, 50 uL alinarak, toplam
hacim distile su ile 300 pL’ye tamamlandi. Standart antioksidan ¢o6zeltilerden de bir
seri standart hazirland1 ve distile su ile hacim 300 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan
¢ozeltilere Tablo I11.2°de belirtilen miktarlarda fosfat tamponu, % 1’lik KsFe(CN)g
cozeltisi tiiplere ilave edildi ve vorteks karistiricida karistirildi. 50°C’de 30 dakika
inkiibe edildikten sonra %10’luk TCA c¢ozeltisi eklenerek karisim 10 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra iistteki fazdan alinarak % 0,1°lik FeCls eklendi ve
700 nm’deki absorbanslar1 fotometrik olarak 6rnek igermeyen kor ¢ozeltisine karsi
okundu ve degerler kaydedildi. Deney iki paralel olarak tekrarlandi. Troloks i¢in
elde edilen grafigin egimi ile Ornekler igin elde edilen dogrularin egimleri

oranlanarak FRAP aktivitesi TEACgap Olarak ifade edildi.

Tablo 111.2 FRAP tayini ¢aligma tablosu

Kor Standart Ornek

Toplam hacim 300uL su 300uL 300uL

Fosfat tamponu 750uL 750uL 750uL

% 1’lik K;Fe(CN); | 750uL 750uL 750uL

%10’luk TCA 750uL 750uL 750uL
Ust fazdan 750uL almnr.

% 0,1’lik FeCls; 150pL 150uL 150uL

111.2.3 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini
a. Kullanilan Cozeltiler
% 10’luk Folin-Ciocalteu reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifinden alinarak 10
mL’lik balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
% 6’k Na,CO; cozeltisi: 6 g sodyum karbonat tartildi, 100 mL’lik balon jojeye

konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
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Gallik asit cozeltisi (Standart cozelti): 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 mg gallik asit tartildi,
100 mL’lik balon jojelere konuldu ve distile su ile hacim tamamlanda.

b. Yo6ntem

Bitkilerin igerdikleri fenolik madde miktarlar1 Ismail ve arkadaslarinin
metoduna gore tayin edildi (Ismail ve ark., 2004). 1 mg/mL konsantrasyonunda
ekstrelerin hazirlanmasi igin her bir sulu ekstreden ependorf tiipleri igerisine 10 pL
alindi ve distile su ile 1 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan 6rnek ve standart
¢ozeltilerden 100 puL alindi1 ve Tablo 111.3’te belirtilen miktarlar ilave edildi ve
vorteks karistiricida karistirldi. Orneklerin  reaksiyonu tamamlanincaya kadar
karanlikta ve oda sicaklifinda 90 dakika bekletildi. Standart ve Orneklerin 725
nm’deki absorbanslar1 fotometrik olarak oOrnek igermeyen kor cozeltisine karsi
okundu. Deney iki paralel olarak tekrarlandi. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan
gallik asit c¢ozeltileriyle “Gallik Asit Standart Egrisi” hazirlandi ve oOrneklerdeki
toplam fenolik bilesik miktar1 gallik aside esdeger (GAE) olarak hesaplandi.

Tablo 111.3 Toplam fenolik madde miktar: tayini ¢alisma tablosu

Kor Standart Ornek

Toplam hacim 100uL su 100uL 100uL

% 10’luk FC reaktifi 750uL 750uL 750uL
% 6’lik Na,CO, 750uL 750uL 750uL

111.2.4 DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi Tayini
a. Kullanilan Cozeltiler
DPPH c¢ozeltisi: 0,0098 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 250 mL’lik balon jojeye
konularak metanol ile hacim tamamlandi. Her tayin Oncesi ¢Ozelti taze olarak
hazirlandi.
Standart antioksidan olarak troloks, askorbik asit, gallik asit, BHA, BHT, ve
a-tokoferoliin DMSO igindeki ¢ozeltileri kullanildi.

b. Yoéntem
DPPH serbest radikali giderme aktivitesi Parejo ve arkadaslarinin metoduna

gore tayin edildi (Parejo ve ark., 2000). Metod ekstrelerin bir proton veya elektron
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verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢6zeltisinin rengini agmasi esasina dayanir.
Denemede kullanilan sulu ekstreler distile su ile 1:5 oraninda seyreltildi. Elde edilen
su ve metanol ekstrelerinin ortama ilave edilen 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe)
radikalini giderme etkisini saptamak i¢in ependorf tiiplerinin igerisinde 5-50 uL
arasinda bir seri seyreltmeler hazirlandi ve toplam hacim metanol ile 250 pL’ye
tamamlandi. Standart antioksidan ¢ozeltilerden de bir seri standart hazirlandi ve
metanol ile hacim 250 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltilere Tablo I11.4°te
belirtilen miktarlar eklendi ve vorteks karistiricida karistirildi. Orneklerin reaksiyonu
tamamlanincaya kadar karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Standart
ve orneklerin 517 nm’ deki absorbanslar1 fotometrik olarak metanole kars1 okundu.
Deney iki paralel olarak tekrarlandi. DPPH radikalini siipiirme aktivitesi, reaksiyonu
inhibe etme yiizdesi seklinde ifade edilmek iizere asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.
% Inhibisyon = [Ax - Ay / A] X 100

Ai: Kontrol (antioksidan icermeyen) 6rnegin absorbansi
As: Ornegin (antioksidan igeren) absorbansi

Antioksidan derisimlerine karsi hesaplanan % inhibisyon degerleri ile ¢izilen
grafikten % 50 inhibisyonu saglayan antioksidan derisimleri (ICs,) okundu, sonuglar

ICso= ng/mL olarak verildi.

Tablo 111.4 DPPH radikali giderme aktivitesi ¢alisma tablosu

Neg. kontrol Standart Ornek
Toplam hacim | 250uL metanol 250uL 250 uL
DPPH cozeltisi 1000uL 1000pL 1000pL

111.2.5 Siiperoksit Anyonu Giderme Aktivitesi Tayini
a. Kullanilan Cozeltiler
Fosfat tamponu (pH=7,4): 0,1558 g NaH,P04.2H,0O tartildi, 250 mL’lik balon
jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi. 1,3855 g Na,HPO4.12H,0 tartildi,
250 mL’lik balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi. Iki ¢ozelti

karigtirilip fosfat tamponu hazirlandi.
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78 mM NBT cozeltisi: 0,0016 g NBT tartildi, 25 mL’lik balon jojeye konuldu ve
hazirlanan fosfat tamponu ile hacim tamamlandi.
468 mM NADH c¢ozeltisi: 0,0089 g NADH tartildi, 25 mL’lik balon jojeye konuldu
ve hazirlanan fosfat tamponu ile hacim tamamlanda.
60 mM PMS c¢ozeltisi: 0,00046 g PMS tartildi, 25 mL’lik balon jojeye konuldu ve
hazirlanan fosfat tamponu ile hacim tamamlandi.

Standart antioksidan olarak BHA nin DMF i¢indeki ¢ozeltisi kullanildi.

b. Yontem

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi Nishikimi ve arkadaslariin metoduna
gore tayin edildi (Nishimiki ve ark., 1972). Deney kosullarinda NADH/PMS/O,
sistemi ile tiretilen siiperoksit radikali sar1 renkli NBT’yi mavi-mor renkli formazon
tirevine indirger. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi olan bilesikler varliginda
diisiik absorbans degerleri elde edilir. Ependorf tiiplerine Tablo 111.5’te belirtilen
miktarlar ilave edildi ve vorteks karistiricida karistirildi. 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Standart ve 6rneklerin 560 nm’ deki absorbanslar1 fotometrik olarak fosfat
tamponuna kars1 okundu. Deney iki paralel olarak tekrarlandi. Siiperoksit anyonunu
siiptirme aktivitesi, reaksiyonu inhibe etme yiizdesi seklinde ifade edilmek lizere

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = [Ax - As / A x 100

Ay: Kontrol (antioksidan icermeyen) 6rnegin absorbansi

As: Ornegin (antioksidan igeren) absorbansi

Tablo 111.5 Siiperoksit anyonu giderme akitivitesi ¢alisma tablosu

Neg. kont. | Standart Ornek

NBT 350uL 350uL 350uL

NADH 350uL 350uL 350uL

PMS 140pL 140pL 140pL
Fosfat tamponu 350uL

Ornek -—- -—-- 350uL
Standart 350pL
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111.2.6 Hidroksil Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

a. Kullanilan Cozeltiler
20 mM fosfat tamponu (pH=7,4): 0,1558 g NaH,P04.2H,0 tartild1, 250 mL’ lik
balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi. 1,3855 g Na,HPO4.12H,0
tartild;, 250 mL’ lik balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamland. iki
cozelti karistirilip fosfat tamponu hazirlandi.
10 mM D-deoksiriboz ¢ozeltisi: 0,03353 g D-deoksiriboz tartildi, 25 mL’lik balon
jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
10 mM FeSO,-EDTA cozeltisi: 1,39 g FeSO,.7 H,0O ve 1,46 g EDTA tartildi, 500
mL’lik balon jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
H.,O, ¢ozeltisi: 0,1021 mL H,0, alinarak 100 mL’ lik balon jojeye konuldu ve distile
su ile hacim tamamlandi.
% 2,8’lik TCA c¢ozeltisi: 1,4 mL % 100’ lik TCA’dan alinarak 50 mL’ lik balon
jojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamlandi.
TBA ¢ozeltisi: 0,5 g TBA tartildi, 50 mL’ lik balon jojeye konuldu ve distile su ile
hacim tamamlandi.

Standart antioksidan olarak troloksun DMSO i¢indeki ¢ozeltisi kullanildi.

b. Yo6ntem

Hidroksil radikali giderme aktivitesi Liu ve Ng metoduna gore tayin edildi
(Liu ve Ng, 2000). Hidroksil radikali giderme aktivitesi olan bilesikler varliginda
diisiik absorbans degerleri elde edilir. Tiiplere Tablo III.6°da belirtilen miktarlar ilave
edildikten sonra 100 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tipler oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Standart ve 6rneklerin 525 nm’ deki absorbanslar1 fotometrik
olarak fosfat tamponuna kars1 okundu. Deney iki paralel olarak tekrarlandi. Hidroksil
radikalini giderme aktivitesi, reaksiyonu inhibe etme yiizdesi seklinde ifade edilmek

tizere asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
% Inhibisyon = [Ax - Ay / Ac] x 100

Ay: Kontrol (antioksidan igermeyen) 6rnegin absorbansi

As: Ornegin (antioksidan igeren) absorbansi
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Tablo 111.6 Hidroksil radikali giderme aktivitesi ¢aligma tablosu

Neg. kont. Standart Ornek

Fosfat tamponu 450uL 450uL 450uL

D-deoksiriboz ¢oz. 150uL 150uL 150uL

FeSO,-EDTA ¢oz. 150uL 150uL 150ulL

Ornek ---- ---- 10uL

Standart (Troloks) 10uL

Su 600uL 590uL 590uL

H,O, ¢ozeltisi 150uL 150puL 150uL

37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.
TCA ¢ozeltisi 750uL 750uL 750uL
TBA ¢ozeltisi 750uL 750uL 750uL

111.3 Degerlendirme
Tiim deneylerde iki paralel dlgiim yapildi. Istatistiksel calismalar “Analyse-it
Free Trial Programi” ile “Two Tail t-testi” kullanilarak gergeklestirildi. Tanimlayict

istatistikler olarak aritmetik ortalama+SS degerleri ile verildi.

I11.4 Kolon Kromatografisi ile Ayirma

Tim antioksidan aktivite tayini ve radikal siipiirme etkisi yontemlerinde
yiiksek aktivite gosteren sumak yapragi kolon kromatografisi ile fraksiyonlarma
ayrild1 ve aktivitenin hangi fraksiyondan kaynaklandig tespit edildi.

Bu amagla, sumak yapraklari metanolde bekletildi ve vakum evaporatoriinde
cekilerek maddenin kurumasi saglandi. Silikajel petrol eterinde ¢oziilerek 2x40 cm
boyutundaki kolon hazirland1 ve kurutulan madde kolona kat1 olarak tatbik edildi.
Bilesenlerine ayrilacak olan madde adsorbana aktarilana kadar yavas ve dikkatli bir
sekilde petrol eteri ile elue edildi. Maddenin kolonda ilerlemesine bagli olarak
kolonun ¢oziicii sisteminin polaritesi degistirildi. Petrol eterinden sonra kloroform ve
% 5’lik metanol karigimi ile devam edildi ve maddenin kolonda ilerlemesi saglandi.
Kolonda farkli hizlarda ilerleyen fraksiyonlar ayri ayr eliie edildi ve antioksidan

aktivite gosteren fraksiyon tespit edildi.
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BOLUM IV

SONUCLAR VE TARTISMA

IV.1 SONUCLAR

IV.1.1 Bakir(II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC yontemi ile ¢alisilan ornek ekstreleri ve standart antioksidanlardan
olan troloksun derisime kars1 absorbans grafikleri ¢izildi. Grafikteki her bir dogrunun
egimi troloks icin elde edilen dogru denkleminin egimine oranlandi ve TEACcyprac
degerleri elde edildi. Bu ¢alismada troloks i¢in elde edilen grafik Sekil IV.1’de
gosterilmistir.

Orneklerin derisimine karsi CUPRAC yontemi ile verdikleri absorbans
grafikleri Sekil IV.2, Sekil IV.3 ve Sekil IV.4’te topluca gosterilmistir.

1,2

1 /i-
y =0,0431x
R2=0,9996
> /
0,6
/ + Troloks
0,4 /
0,2

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Derisim (ng/mL)

Absorbans

Sekil IV.1 CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in farkl: troloks
derigimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi
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Sekil IV.2 CUPRAC yontemi ile 25 °C deki distile su ile hazirlanan ekstrelerin
derigimlerine Kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo IV.1 Oda sicakligindaki su ile ekstre edilen (25 °C ) &rneklerin dogru egimlerinin troloksun

egimine oranlanmasiyla bulunan TEACcuerac degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEAC cuprac
Troloks 0,0431 1+0,02
Biberiye 0,0045 0,1044+0,21
Zahter 0,0029 0,0673+0,56
Adacayl 0,0047 0,1091+0,02
Feslegen 0,0014 0,0325+0,14
Okseotu 0,0002 0,0046+0,68

Sumak yaprak 0,0179 0,4153+0,45

Sumak meyve 0,0038 0,0882+0,06

Tablo IV.1°de goriildigii iizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger
miktardaki standart antioksidan olarak alinan troloksun yaklasik % 42’si kadar
antioksidan aktivite gostermektedir. Biberiye, adagay1 ve sumak meyvesi ise esdeger
miktarda troloksun gosterdigi antioksidan aktivitenin yaklasik % 10’u; zahter ise
yaklagik % 6,7°si kadar antioksidan aktivite gostermektedir. Feslegen ve okseotu
bitkilerinin TEACcyprac degerleri sirasiyla; % 3,25 ve % 0,46 olarak bulunmustur.

Sekil IV.2’ye gore 25 °C deki su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;

Sumak yaprak >Adagay1 > Biberiye > Sumak meyve > Zahter > Feslegen > Okseotu
seklindedir.
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Sekil IV.3 CUPRAC yontemi ile 100 °C deki distile su ile hazirlanan ekstrelerin
derigimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo 1V.2 Kaynar su ile ekstre edilen (100 °C) érneklerin dogru egimlerinin troloksun

egimine oranlanmastyla bulunan TEACcuerac degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEAC cuprac
Troloks 0,0431 140,02
Biberiye 0,0049 0,1137+0,16

Zahter 0,0026 0,0603+0,82
Adacayl 0,0047 0,1090+0,17
Feslegen 0,0019 0,0441+0,05
Okseotu 0,0002 0,0046+0,22

Sumak yaprak 0,0191 0,4432+1,03

Sumak meyve 0,004 0,0928+0,07

Tablo 1V.2’de goriildiigli lizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger

miktardaki standart antioksidan olarak alinan troloksun yaklasik

% 45’1 kadar

antioksidan aktivite gdstermektedir. Biberiye, adagay1 ve sumak meyvesi ise esdeger

miktarda troloksun gosterdigi antioksidan aktivitenin yaklasik % 10’u;

zahter ise

yaklasik % 6°s1 kadar antioksidan aktivite gostermektedir. Feslegen ve okseotu

bitkilerinin TEAC yerac degerleri sirasiyla; % 4,41 ve % 0,46 olarak bulunmustur.

Sekil IV.3’e gore 100 °C deki su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;

Sumak yaprak > Biberiye > Adacay1 > Sumak meyve > Zahter > Feslegen > Okseotu

seklindedir.
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Sekil IV.4 CUPRAC yontemi ile metanol ile hazirlanan ekstrelerin
derigimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo 1V.3 Metanol ile ekstre edilen 6rneklerin dogru egimlerinin troloksun egimine oranlanmasiyla

bulunan TEAC urrac degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEACcurrac
Troloks 0,0431 1+0,02
Biberiye 0,0035 0,0812+0,62

Zahter 0,0024 0,0557+0,24
Adacayl 0,0022 0,0510+0,74
Feslegen 0,001 0,0232+0,04
Okseotu 0,0002 0,0046+0,32

Sumak yaprak 0,024 0,5568+0,08

Sumak meyve 0,0048 0,1137+0,44

Tablo 1V.3’de gorildiigii iizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger
miktardaki standart antioksidan olarak alinan troloksun yaklasik % 56’s1 kadar
antioksidan aktivite gostermektedir. Biberiye ve sumak meyvesi, esdeger miktarda
troloksun gosterdigi antioksidan aktivitenin yaklagik % 10’u; adacay1 ve zahter ise
%5’ kadar antioksidan aktivite gostermektedir. Feslegen ve oOkseotu bitkilerinin
TEAC cuprac degerleri sirasiyla; % 2,32 ve % 0,46 olarak bulunmustur.

Sekil IV.4’e gore metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;
Sumak yaprak > Sumak meyve > Biberiye > Zahter > Adagay1 > Feslegen > Okseotu
seklindedir.
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Tablo IV.4’te ise kullanilan standart antioksidanlarin dogru egimlerinin
troloksun egimine oranlanmastyla bulunan TEACcyrac degerleri gosterilmistir ve

aktiviteleri bitki ekstreleri ile karsilastirilmistir.

Tablo 1V.4 Standart antioksidanlarin dogru egimlerinin troloksun egimine oranlanmasiyla

bulunan TEACcprac degerleri

Troloks Askorbik asit BHA BHT Gallik asit  a-tokoferol

Egim  0,0431 0,0513 0,07 0,0191 0,1947 0,0163
TEACcuprac 1 1,1903 1,6241 0,4432 4,5174 0,3782

Tablo IV.4’te gallik asit, askorbik asit, BHA ve troloksun bitki ekstrelerinden
daha etkili oldugu goriilmektedir. Ancak yiiksek aktivite gosteren sumak yapraginin
a-tokoferolden daha etkili oldugu saptanmustir (p<0,01).

IV.1.2 Ferrik Indirgeme Antioksidan Kapasite (FRAP) Tayini

FRAP yontemi ile ¢alisilan 6rnek ekstreleri ve standart antioksidanlardan olan
troloksun derisime karsi absorbans grafikleri ¢izildi. Grafikteki her bir dogrunun
egimi troloks i¢in elde edilen dogru denkleminin egimine oranlandi ve TEACggap
degerleri elde edildi. Bu calismada troloks icin elde edilen grafik Sekil IV.5’de
gosterilmistir.

Orneklerin derisimine karst FRAP yontemi ile verdikleri absorbans grafikleri
Sekil IV.6, Sekil IV.7 ve Sekil IV.8’de topluca gosterilmistir.
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Sekil IV.5 FRAP yontemi ile antioksidan aktivite tayini igin farkli troloks
derigimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi
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Sekil IV.6 FRAP yontemi ile 25 °C deki distile su ile hazirlanan ekstrelerin
derigimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo IV.5 Oda sicakligindaki su ile ekstre edilen (25 °C) érneklerin dogru egimlerinin

troloksun egimine oranlanmasiyla bulunan TEACrae degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEACrar
Troloks 0,0144 1+0,08
Biberiye 0,0011 0,0764+0,48
Zahter 0,0007 0,0486+0,14
Adacay1 0,0012 0,0833+0,44
Feslegen 0,0008 0,0555+0,08
Okseotu 0,0001 0,0069+0,19

Sumak yaprak 0,0102 0,7083+0,36

Sumak meyve 0,0034 0,2361+1,05

Tablo 1V.5’te goriildiighi tizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger
miktardaki standart antioksidan olarak kullanilan troloksun yaklasik % 70’i kadar
antioksidan aktivite gostermektedir. Sumak meyvesi yaklasik % 24°i; adagay1 ve
biberiye yaklasik % 8’i; zahter ve feslegen yaklasik % 5°i; 6kseotu ise % 0,7’si kadar

antioksidan aktivite gostermektedir.

Sekil IV.6’ya gore 25 °C deki su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;

Sumak yaprak > Sumak meyve > Adacay1 > Biberiye > Feslegen > Zahter > Okseotu

seklindedir.
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Sekil IV.7 FRAP yontemi ile 100 °C deki distile su ile hazirlanan ekstrelerin
derisimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo IV.6 Kaynar su ile ekstre edilen (100 °C) 6rneklerin dogru egimlerinin troloksun

egimine oranlanmasiyla bulunan TEACrap degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEACrar

Troloks 0,0144 1+0,08
Biberiye 0,0012 0,0833+0,41
Zahter 0,0005 0,0347+0,11
Adacay1 0,0015 0,10424+0,51
Feslegen 0,0007 0,0486+0,84
Okseotu 0,0002 0,0138+0,24
Sumak yaprak 0,0092 0,6388+0,29
Sumak meyve 0,004 0,2777+0,97

Tablo 1V.6’da goriildiigii tizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger
miktardaki standart antioksidan olarak alinan troloksun yaklasik % 65’i kadar
antioksidan aktivite gostermektedir. Sumak meyvesi esdeger miktarda troloksun

yaklagik % 28’i; adacay1 ve biberiye yaklasik % 10’u; zahter ve feslegen yaklasik %

4°1i; okseotu ise % 1’1 kadar antioksidan aktivite gostermektedir.

Sekil IV.7’ye gore 100 °C deki su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;

Sumak yaprak > Sumak meyve > Adacgay1 > Biberiye > Feslegen > Zahter > Okseotu

seklindedir.
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Sekil I'V.8 FRAP yontemi ile metanol ile hazirlanan ekstrelerin
derisimlerine kars1 elde edilen absorbans grafigi

Tablo 1V.7 Metanol ile ekstre edilen 6rneklerin dogru egimlerinin troloksun egimine oranlanmasiyla

bulunan TEAC:ra degerleri ve standart sapmalari (SS)

Egim TEACerar
Troloks 0,0144 1+0,08
Biberiye 0,0013 0,0903+0,41
Zahter 0,0011 0,0764+0,11
Adacay1 0,0011 0,0764+0,52
Feslegen 0,0005 0,0347+0,80
Okseotu ---- ----
Sumak yaprak 0,0111 0,7708+0,29
Sumak meyve 0,0023 0,1597+0,97

Tablo 1V.7°de gorildigi tizere sumak bitkisinin yaprak bolgesi es deger
miktardaki standart antioksidan olarak alinan troloksun % 77’si kadar antioksidan
aktivite gostermektedir. Sumak meyvesi, esdeger miktarda troloksun yaklasik %
15°1; biberiye % 9’u, adagay1 ve zahter yaklasik % 8’i; feslegen % 3,47’si kadar
antioksidan aktivite gostermektedir.

Sekil IV.8’e gore metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri;

Sumak yaprak > Sumak meyve > Biberiye > Zahter > Adagay1 > Feslegen > Okseotu
seklindedir.
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Tablo 1V.8’de ise kullanilan standart antioksidanlarin dogru egimlerinin
troloksun egimine oranlanmasiyla bulunan TEACgrae degerleri gosterilmistir ve

aktiviteleri bitki ekstreleri ile karsilastirilmistir.

Tablo 1V.8 Standart antioksidanlarin dogru egimlerinin troloksun egimine oranlanmasiyla

bulunan TEACgap degerleri

Troloks Askorbik asit BHA BHT Gallik asit  a-tokoferol

Egim  0,0144 0,0889 0,0806 0,0144 0,1106 0,0101
TEACwkar 1 6,1736 5,5972 1 7,6805 0,7014

Tablo 1V.8’de gallik asit, askorbik asit, BHA, BHT ve troloksun bitki
ekstrelerinden daha etkili oldugu goriilmektedir. Ancak yiiksek aktivite gdsteren

sumak yapraginin a-tokoferolden daha etkili oldugu saptanmistir (p<0,01).

1V.1.3 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini
Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 degerleri gallik asit esdegeri olarak
hesaplanmistir. Gallik asit kullanilarak elde edilen standart ¢alisma grafigi Sekil

1VV.9°da verilmistir.

1,6

1,4 y = 0,0673x

A~ R2 = 0,9976

1,2

1 /
0,8
os ~

0,2 /

0 5 10 15 20 25
Gallik asit (ng/mL)

Absorbans

Sekil IV.9 Gallik asit standart ¢alisma grafigi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogru denklemi kullanilarak
bitkilerin su ve metanol ekstrelerinin GAE degerleri hesaplanmistir. Tiim 6rneklerin

Folin-Ciocalteau yontemi kullanilarak gallik asit esdegeri olarak elde edilen toplam
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fenolik madde miktar1 degerleri ve istatistiksel degerlendirmeleri Tablo 1V.9’da

verilmistir.
Tablo 1V.9 Bitki ekstrelerinin gallik asit esdegeri olarak toplam
fenolik madde miktar1 degerleri ve standart sapmalar1 (SS)

Toplam fenolik madde miktarlar (ug GAE/mL)

Bitkiler 25°C su 100 °C su Metanol
Biberiye 3,0461 +0,0051 3,2095+0,0684 2,8692+0,0338
Zahter 1,8425+0,2348 1,4858+0,0701 1,0147+0,0185
Adacay1 3,8335+0,03625 3,8930+0,0444 2,1053+0,0532
Feslegen 1,8127+0,0946 1,6047+0,0741 1,0282+0,0045
Okseotu 0,9064+0,0334 0,8024+0,0145 0,5412+0,0148
Sumak yaprak 14,7102+0,0047 11,3967+0,106 15,1473+0,0144
Sumak meyve 4,1902+0,0448 2,8232+0,0105 5,8692+0,0582

Bitkilerin tiim ekstrelerine ait fenolik madde miktar1 degerleri kendi grubu
igerisinde karsilastirilmistir.  Bitkilerin  karsilastirilmasi i¢in  Two Tail t-testi
yapilmistir. Sumak yapragiin diger bitkilerden anlamli olarak farkli (p<0,001) ve
fenolik madde iceriginin olduke¢a yiiksek oldugu saptanmaistir.

Tablo 1V.9’a gore 25 °C deki su ekstrelerinde; Sumak yaprak > Sumak
meyve> Adacayr > Biberiye > Zahter > Feslegen > Okseotu; 100 °C deki su
ekstrelerinde; Sumak yaprak > Adacayr > Biberiye > Sumak meyve > Feslegen >
Zahter > Okseotu; metanol ekstrelerinde ise; Sumak yaprak > Sumak meyve >
Biberiye > Adacgay1 > Feslegen > Zahter > Okseotu seklinde azalan bir siralama

saptanmistir.

IVV.1.4 DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

DPPHe kararli bir serbest radikaldir. Antioksidan ile DPPHe*’in olusturdugu
reaksiyon karigiminin gosterdigi absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest
radikal giderme aktivitesi o kadar yiiksek demektir. Absorbansin diigmesinin sebebi
radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi ile
radikalin giderilmesidir.

Tablo 1V.10’da bitki ekstrelerinin tiim konsantrasyonlar i¢in % inhibisyon

degerleri ve istatistiksel degerlendirmeleri verilmistir.
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Tablo V.10 Bitkilerin tiim ekstrelerinin DPPH radikalini inhibe etme yiizdeleri

ve standart sapmalari (SS)

% Inhibisyon

Bitki ekstreleri 200 pg/mL | 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
Biberiye 25 °C su 30,64+0,61 | 40,22+0,89 55,45+0,69 66,05+0,15
Biberiye 100 °C su 33,95+0,60 | 50,65+0,09 63,57+0,84 76,04+0,08
Biberiye metanol 49,73+0,22 | 80,94+0,68 99,02+0,72 99,99+1,05
Zahter 25 °C su 11,24+0,31 | 17,65+0,59 29,86+0,32 39,68+0,63
Zahter 100 °C su 9,49+0,48 17,15+0,02 29,02+0,72 39,06=+0,69
Zahter metanol 22,81+0,38 | 38,71+0,46 55,57+0,09 72,43+0,19
Adagay1 25 °C su 43,58+0,10 | 63,52+0,38 77,09+2,78 91,73+0,49
Adagay1 100 °C su 43,24+0,27 | 67,64+0,59 86,18+0,11 99,23+0,08
Adagay1 metanol 25,35+0,28 | 48,92+0,20 74,29+0,78 99,67+1,07
Feslegen 25 °C su 21,74+0,45 | 38,86+0,37 56,32+0,04 69,64+0,05
Feslegen 100 °C su 6,51+0,03 27,38+0,82 47,51+1,05 60,68+0,13
Feslegen metanol 16,52+0,49 33,56+0,41 51,76+0,55 65,44+0,24
500 pg/mL | 1000 pg/mL | 2000 pg/mL | 3000 pg/mL

Okseotu 25 °C su 27,72+0,21 | 35,12+0,81 47,03+0,62 56,46+0,02
Okseotu 100 °C su 26,04+0,29 | 33,84+0,05 46,27+0,46 55,66+0,01
Okseotu metanol 24,50+0,28 32,75+0,19 44,73+0,29 55,27+0,20

20 pg/mL 40 pg/mL 60 pg/mL 80 pg/mL

Sumak y. 25 °C su 29,64+0,39 | 39,02+0,92 56,60+0,12 95,86+0,28
Sumaky. 100°Csu | 29,65+0,61 | 39,13+0,55 55,61+0,52 95,72+1,02
Sumak y. metanol 32,64+0,62 | 47,78+0,64 66,64+0,65 99,85+0,06
40 pg/mL 80 pg/mL 120 pg/mL 160 pg/mL

Sumak m. 25°Csu | 27,24+0,46 | 44,69+0,33 58,27+0,19 64,64+0,03
Sumak m.100°C su | 27,58+0,86 | 47,91+1,06 64,06+0,55 78,62+0,90
Sumak m. metanol 45,59+0,09 | 50,13+0,02 54,66+1,03 59,20+1,11

Bitkilerin tiim konsantrasyonlar i¢in % inhibisyon degerleri kendi grubu
igerisinde karsilastirilmistir.  Bitkilerin karsilastirilmas: i¢in  Two Tail t-testi
yapilmistir. Calisilan yedi bitki tiirli arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik oldugu

saptanmistir; p< 0,01.
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Tablo IV.10’a gore 25 °C deki su ekstrelerinde; Sumak yaprak > Sumak
meyve> Adagayr > Biberiye > Feslegen > Zahter > Okseotu; 100 °C deki su
ekstrelerinde; Sumak yaprak > Sumak meyve > Adagayr > Biberiye > Feslegen >
Zahter > Okseotu; metanol ekstrelerinde ise; Sumak yaprak > Sumak meyve >
Biberiye > Adagay1 > Zahter > Feslegen > Okseotu seklinde azalan bir siralama
saptanmistir.

Bitkilerin derisime karst % inhibisyon grafikleri ise Sekil IV.10-Sekil 1V.16

arasinda gosterilmistir.

Blberlye B 25°Csu  m 100°Csu ™ Metanol
120 +

100 -
80 -

60 -

% Inhibisyon

40 -

200 pg/mL 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
Derisim (ng/mL)

Sekil IV.10 Biberiye bitkisinin tiim ekstreler i¢in derisim-% inhibisyon grafigi
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% inhibisyon

Zahter m 25°Csy  ® 100°C su = Metanol

70
60 -

40 -
30 -

10 -

200 pg/mL 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
Derisim (ng/mL)

Sekil IV.11 Zahter bitkisinin tiim ekstreler i¢in derisim-% inhibisyon grafigi

% Inhibisyon

Adagayl ® 25°Csu = 100 °C su = Metanol
120 -

100 -

200 pg/mL 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
Derisim (ug/mL)

Sekil IV.12 Adagay1 bitkisinin tiim ekstreler i¢in derisim-% inhibisyon grafigi
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Feslegen
80 -

H 25°Csu m 100°Csu = Metanol

70 -
60 -
50 -

% inhibisyon
S
o

30 -
20 -
10 -

200 pg/mL 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
Derisim (pg/mL)

Sekil IV.13 Feslegen bitkisinin tiim ekstreler i¢in derisim-% inhibisyon grafigi
yon gralig

kaEOtU B 25°C su ®m 100°C su = Metanol

Iy (8] D
o o o
1 1 )

% Inhibisyon
w
o

20 -
10 -
0 .
500 png/mL 1000 pg/mL 2000 pg/mL 3000 pg/mL
Derisim (ng/mL)

Sekil IV.14 Okseotu bitkisinin tiim ekstreler icin derisim-% inhibisyon grafigi
yon gralig
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Sumak meyve  wosecsu mi00°csu ® Metanol
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Sekil IV.15 Sumak meyve bitkisinin tiim ekstreler i¢in derigim-% inhibisyon grafigi

m 25°Csu m 100°Csu = Metanol

Sumak yaprak

120 -

100 -

(o]
o
1

% inhibisyon
(2]
o

40 -
20 -
0 |
20 pg/mL 40 pg/mL 60 pg/mL 80 pg/mL
Derisim (ng/mL)

Sekil IV.16 Sumak yaprak bitkisinin tiim ekstreler i¢in derisim-% inhibisyon grafigi

DPPH radikali absorbansini % 50 diisiiren konsantrasyon degeri olarak ifade

edilen ekstrelere ait 1Cs, degerleri ve istatistiksel degerlendirmeleri Tablo IV.11’de

verilmistir.
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Tablo 1V.11 Bitkilerin tiim ekstrelerine ait ICsy degerleri ve standart sapmalari (SS)

ICs, degerleri (ng/mL)
Bitkiler 25°C su 100 °C su Metanol

Biberiye 531,6474+0,34 413,1034+0,08 207,5933+0,86
Zahter 992,6556+0,12 970,9508+0,35 533,8837+0,21
Adacay 259,8101+0,54 258,0512+0,04 408,5311+0,79
Feslegen 541,5968+0,32 658,6966+0,71 596,3943+0,62
Okseotu 2367,2807+0,81 2431,0169+0,09 2432,8452+0,98

Sumak yaprak 50,2660+0,29 45,1369+0,31 42,3461+0,14

Sumak meyve 100,1079+0,07 89,2556+0,45 78,8448+0,06

Bitkilerin tiim ekstrelerine ait 1Cs;, degerleri kendi grubu igerisinde
karsilastirilmistir.  Bitkilerin karsilastirilmast icin Two Tail t-testi yapilmistir.
Calisilan yedi bitki tiiri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik oldugu
bulunmustur; p< 0,01. Ayrica, biberiye, zahter ve adacay1 bitkilerinin su ve metanol
ekstreleri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptanmistir; p< 0,05.

Tablo IV.11’e gore 25 °C deki su ekstrelerinde; Sumak yaprak < Sumak
meyve< Adagayr < Biberiye < Feslegen < Zahter < Okseotu; 100 °C deki su
ekstrelerinde; Sumak yaprak < Sumak meyve < Adagay1 < Biberiye < Feslegen <
Zahter < Okseotu; metanol ekstrelerinde ise; Sumak yaprak < Sumak meyve <
Biberiye < Adagayr < Zahter < Feslegen < Okseotu seklinde artan bir siralama
saptanmistir.

Standart antioksidanlara ait % inhibisyon ve ICs, degerleri ise Tablo 1V.12°de
verilmistir. Standart antioksidanlar 1Cs, degerlerine gore, Gallik asit < Askorbik asit <
Troloks < BHA < a-tokoferol < BHT seklinde artan bir siralama yapilabilir. Sumak
yapragimin tiim ekstrelerinin BHT sentetik antioksidanina yakin bir antioksidan

aktivite gosterdigi sOylenebilir.
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Tablo V.12 Standart antioksidanlara ait % inhibisyon ve 1Cs, degerleri

Standart 1Cs
antioksidanlar % Inhibisyon degerleri
(ng/ml)
Troloks 2 pg/mL 4 pg/mL 6 ng/mL
24,8179 57,9057 87,1046 3,6028
Askorbik asit 2 pg/mL 4 pg/mL 6 pg/mL
33,4284 66,2944 99,1604 3,0084
BHT 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
23,9659 33,9416 54,3795 89,2931
BHA 4 ng/mL 6 ng/mL 10 pg/mL
37,4696 46,1071 64,8418 6,7819
Gallik asit 1 pg/mL 2 pg/mL 4 pg/mL
40,3893 53,525 89,5010 1,8040
a-tokoferol 10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL
36,6180 69,7080 85,2798 14,2998

IV.1.5 Siiperoksit Anyonu Giderme Aktivitesi Tayini

siiperoksit  radikali

olusturularak

caligilmis

ekstrelerin

Bitki ekstrelerinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi in vitro kosullarda

bu radikali

etkisizlestirebilme kapasiteleri ve istatistiksel degerlendirmeleri Tablo I1V.13’te

gosterilmistir.
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Tablo V.13 Bitkilerin tiim ekstrelerinin siiperoksit anyonunu inhibe etme yiizdeleri

ve standart sapmalari (SS)

% Inhibisyon (1000 pg/mL)
Bitkiler 25°C su 100 °C su Metanol
Biberiye 77,1047+0,02 77,2074+0,08 36,9610+0,48
Zahter 43,0185+1,43 11,4989+0,68 7,5975+0,03
Adacay 80,6982+0,14 69,1992+0,46 11,4989+0,68
Feslegen 51,7454+0,66 28,6448+0,16 1,0266+0,04
Okseotu 6,1602+0,04 -1,8480+1,15 -4,8255+0,27
Sumak yaprak 93,1211+1,32 85,0103+0,56 91,1704+0,54
Sumak meyve 55,4415+0,21 53,9014+0,01 32,0329+0,54
BHA standart 800 pg/mL
antioksidam 08,6442

Bitkilerin tiim konsantrasyonlar i¢in % inhibisyon degerleri kendi grubu
icerisinde karsilastirilmistir. Bitkilerin karsilastirilmas: i¢in Two Tail t-testi
yapilmustir. Calisilan yedi bitki tiirii arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik oldugu
bulunmustur; p< 0,01. Ayrica, su ve metanol ekstreleri arasinda istatiksel olarak
anlamli farklilik oldugu saptanmstir; p< 0,05.

Tablo IV.13’e gore 25 °C deki su ekstrelerinde; Sumak yaprak > Adagay1 >
Biberiye > Sumak meyve > Feslegen > Zahter > Okseotu; 100 °C deki su
ekstrelerinde; Sumak yaprak > Biberiye > Adagayr > Sumak meyve > Feslegen >
Zahter > Okseotu; metanol ekstrelerinde ise; Sumak yaprak > Biberiye > Sumak
meyve > Adagayr > Zahter > Feslegen > Okseotu seklinde azalan bir siralama
saptanmistir.

Standart antioksidan olan BHA’nin yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi
goriilmektedir. BHA’ya en yakin aktiviteyi gosteren bitki ise sumak yapragi

olmustur.
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IVV.1.6 Hidroksil Radikali Giderme Aktivitesi Tayini
Tim ekstrelerin  hidroksil radikalini etkisizlestirebilme kapasiteleri ve

istatistiksel degerlendirmeleri Tablo IV.14’de gosterilmistir.

Tablo V.14 Bitkilerin tiim ekstrelerinin hidroksil radikalini inhibe etme yiizdeleri

ve standart sapmalari (SS)

% Inhibisyon (200 pg/mL)
Bitkiler 25°C su 100 °C su Metanol
Biberiye 1,3884+0,08 2,1764+0,28 4,9581+0,12
Zahter 1,3508+0,20 0,0563+0,02 6,6677+0,05
Adacay 8,1426+0,17 0,3377+0,06 6,6806+0,01
Feslegen 2,9644+0,12 0,8630+0,19 5,9586+0,21
Okseotu 1,9699+0,05 2,4390+0,02 7,2112+0,12
Sumak yaprak 1,2945+0,09 1,2946+0,11 3,7763+0,22
Sumak meyve 0,7879+0,15 1,4634+0,28 2,6614+0,06
Troloks standart 100 pg/mL
antioksidam 78,5641

Bitkilerin tiim konsantrasyonlar i¢in % inhibisyon degerleri kendi grubu
icerisinde karsilastirilmistir.  Bitkilerin  karsilastirilmas: i¢in  Two Tail t-testi
yapilmistir. Calisilan yedi bitki tiirii arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik
olmadig1 saptanmistir; p>0,05.

Standart antioksidan olan troloksun 100 pg/mL konsantrasyon igin yiiksek

inhibisyon aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.

IV.1.7 Kolon Kromatografisi

Caligilan yontemlerde goriildiigii lizere en yiiksek aktiviteyi gosteren bitki
sumak vyapragt olmustur. Sumak yapragina kolon kromatografisi yontemi
uygulanarak kolonda farkli hizlarda ilerleyen fraksiyonlar ayr1 ayn eliie edildi ve
antioksidan aktivite gosteren fraksiyon tespit edildi. Sekil IV.17°de kolona tatbik

edilmis maddenin ilerlemesi goriilmektedir.
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Sekil IV.17 Kolonda ilerleyen maddenin goriiniimii

IV.2 TARTISMA

Birgok arastirmaci bitkileri su, metanol, etanol, aseton, petrol eteri, etil asetat,
kloroform, diklorometan gibi cesitli ¢oziicli veya ¢oziicii karisimlart ile oda
sicakliginda bekleterek, ¢oziicli ile kaynatarak veya Sokslet cihazi ile ekstre elde
etmislerdir (Miliauskas ve ark., 2004). Antioksidan kapasite tayininde kullanilan
yontemlerin icecek, sifali bitkiler, besin ekstreleri gibi farkli ortamlara uygulandig
bir¢ok calisma vardir. Calisilan bitkilerin kendi aralarinda ve benzer literatiirlerdeki

veriler ile kiyaslanarak sonuglar degerlendirilmistir.
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Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢oziiciilerin radikal giderme aktivitesinde etkili
oldugu bilinmektedir. Aseton, metanol ve etil asetat ¢oziiciileri arasinda DPPH
serbest radikalini gidermede en etkili ¢6ziiciniin metanol oldugu bildirilmistir
(Miliauskas ve ark., 2004). Yapilan diger bir ¢alismada da sicak su ve metanol
ekstrelerinin biitanol, etil asetat ve kloroform ekstrelerine gére daha iyi DPPH
radikalini giderdigi tespit edilmistir (Shon ve ark., 2003). Bu ¢alismamizda benzer
sonuglar elde edilmis, metanol ekstrelerinin DPPH radikalini gidermede ¢ok etkin
oldugu tepit edilmistir.

CUPRAC tayini ile yapilan ¢alismalara, Bursal ve Koksal tarafindan yapilan
bir aragtirma 6rnek verilebilir. Bursal ve Koksal tarafindan, sumak meyvelerinin su
ve etanol ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile toplam antioksidan aktivitesi
hesaplanmistir. 30 pg/mL konsantrasyonda ekstreler ve standart antioksidanlar icin
BHT > BHA > troloks > a-tokoferol > sumak su ekstresi > sumak etanol ekstresi
seklinde bir siralama saptanmistir (Bursal ve Koksal, 2011). Calismamizda, sumak
meyvesi i¢in benzer bir siralama gozlemlenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda biberiye ve feslegen ekstreleri; 100 °C deki su ekstresi >
25 °C deki su ekstresi > metanol ekstresi seklinde siralanmigtir.  Zahter ve adagayi
icin; 25 °C deki su ekstresi > 100 °C deki su ekstresi > metanol ekstresi seklinde bir
siralama saptanmustir. Bu sonuglara gore, bu bitkilerin etken maddelerinin yiiksek
sicaklikligin etkisiyle bozundugu diisiiniilmektedir. Sumak meyvesi ve sumak
yapragi ekstreleri; metanol ekstresi > 100 °C deki su ekstresi > 25 °C deki su ekstresi
seklinde siralanmistir. Bu sonuglara gore, etken maddelerinin metanoldeki
¢Oziinilirligiiniin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. En disiik aktiviteyi gosteren
Okseotunun ekstreleri arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir.

FRAP tayini ile yapilan caligmalara birka¢ Ornek verilebilir. Bursal ve
Koksal tarafindan, sumak meyvelerinin su ve etanol ekstrelerinin antioksidan
kapasitesi hesaplanmistir. 30 upg/mL konsantrasyonda ekstreler ve standart
antioksidanlar i¢in BHA > troloks > BHT > a-tokoferol > sumak su ekstresi > sumak
etanol ekstresi seklinde bir siralama saptanmistir (Bursal ve Koksal, 2011). Wojdylo
ve arkadaglar tarafindan 32 bitkinin antioksidan aktiviteleri FRAP yontemiyle
hesaplanmistir. Adacay1 bitkisinin TEACgrap degeri 167£1,01, biberiye bitkisinin
TEACerap degeri 662+4,66 uM Troloks/100 g bitki olarak bulunmustur (Wojdylo ve
ark., 2007). Hossain ve arkadaslar1 tarafindan adagayi, biberiye, kekik ve feslegen

bitkilerinin aralarinda bulundugu Lamiaceae familyasina ait alt1 bitkinin antioksidan
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kapasiteleri arastirilmistir. FRAP degerlerinin 1,51-22,9 g Troloks/100 g bitki
araliginda degistigi saptanmistir (Hossain ve ark., 2010).

Tez calismamizda, biberiye ekstreleri; metanol ekstresi > 100 °C deki su
ekstresi > 25 °C deki su ekstresi seklinde siralanmistir. Adagay1 ve dkseotu igin; 100
°C deki su ekstresi > 25 °C deki su ekstresi > metanol ekstresi seklinde bir siralama
yapilabilir. Feslegen igin; 25 °C deki su ekstresi > 100 °C deki su ekstresi > metanol
ekstresi; zahter icin; metanol ekstresi > 25 °C deki su ekstresi > 100 °C deki su
ekstresi seklinde bir siralama yapilabilir. Sumak meyve igin; 100 °C deki su ekstresi
> 25 °C deki su ekstresi > metanol ekstresi; sumak yaprak igin ise, metanol ekstresi >
25 °C deki su ekstresi > 100 °C deki su ekstresi seklinde bir siralama yapilabilir.

CUPRAC ve FRAP yontemlerinden elde edilen sonuclar ekstreler agisindan
farklilik gosterse de, bitkilerin genel siralamasi her iki yontemde de paralellik
gostermistir. Sumak yapraginin metanol ekstreleri, her iki yontemde de en yiiksek
aktiviteyi ~ goOstermistir.  Sonu¢  olarak, etken maddelerinin metanoldeki
¢Oziiniirliigliniin daha fazla oldugu diistiniilmektedir.

Toplam fenolik madde miktar: tayini ile yapilan ¢alismalara birkag 6rnek
verilebilir. Baharatlarin antioksidan etkileri, 6zellikle fenolik bilesenlerinden; en
fazla da flavonoidler ve fenol karbonik asitlerden ileri gelmektedir. Lamiaceae
familyasina ait adagay1 ve biberiyede 6zellikle apigenin, luteolin, kamferol, kuersetin
gibi flavonlar oldugu belirlenmistir. Karnosol ve karnosik asitlerin adagayr ve
biberiyede bulunan antioksidan etkili fenolik bilesikler oldugu saptanmistir (Akgil,
1993). Domuz etinden yapilmis sosislerin raf omrii, et rengi, koku ve yag
oksidasyonu iizerinde, biberiye, askorbik asit, sodyum laktat ve seker pancarinin
etkilerinin incelendigi bir aragtirmada, biberiye bitkisinde bulunan karnosol, karnosik
asit, rosmarinik asit ve askorbik asitin et {irtinleri tizerinde etkili oldugunu ve raf
Oomriinii uzattigini belirtmislerdir (Martinez ve ark., 2006). Kimyon ve biberiye ugucu
yaglarmin antimikrobiyel ve antioksidan Ozellikleri tizerine yapilan bir ¢alismada,
kimyonun antimikrobiyel aktivitesinin biberiyeden {stiin oldugu, ancak serbest
radikalleri engelleme konusunda, biberiyenin kimyondan daha etkili bir 6zellik
gosterdigi belirlenmistir (Latif ve ark., 2007). Biberiye, adacay1 ve kekik bitkileri
tizerinde yapilan bir baska caligmada, bu bitkilerin etkili bir antioksidan oldugu
belirlenmistir. Biberiyenin karnosol, karnosik asit, rosmanol, 7-metil-epirosmanol,
isorosmanol, rosmadial, kafeik asit, 1,8 sineol, kamfur ve a-pinen icermesinden

dolay1, antimikrobiyel ve antioksidan aktivite gosterdiginin alti ¢izilmistir. Bu
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bilesenlerden karnosik asidin en etkili antioksidan aktiviteye sahip oldugu
vurgulanmistir (Govaris ve ark., 2007). Cuvelier ve arkadaslart adagayi ile yaptiklar
bir caligmada, hazir olarak temin ettikleri adacayr ekstresini once kolon
kromatografisiyle fraksiyonlaria ayirip her bir fraksiyonu HPLC’de saflastirmis ve
IR, MS ve NMR’da tanimlamislardir. Bulunan 6 temel bilesenin; karnosol, karnosik
asit, rosmadial, rosmanol, epirozmonol ve metil karnosat oldugu saptanmistir
(Cuvelier ve ark.,1994). Sumak bitkisi ile yapilan onceki fitokimyasal caligmalar,
yapraklariin gallotanen, gallik asit, flavonoid, bi-flavonoid, seker, vaks ve ucucu
yag bakimindan zengin oldugunu gostermislerdir (Kurucu ve ark., 1993). Sumak
yapraklart ve tanen igeren bazi bitkilerle yapilan bir ¢alismada, fare derilerinde
timoriin engellenip engellenmedigi arastirilmig, en etkili deri timorii inhibitori
olarak tespit edilmistir (Gali ve ark. 1993). Askun ve arkadaslar1 tarafindan zahter
bitkisi ile yapilan bir c¢alismada, bitkinin fenolik bilesimi tespit edilmis ve
antibakteriyel, antimikrobiyel aktiviteleri saptanmistir. Bitkinin metanol ekstresi ile
calisilmis ve karvakrol, rosmarinik asit, hesperidin ve naringenin gibi fenolik
bilesikler tanimlanmistir (Askun ve ark., 2009).

Tavassoli ve Djomeh’in yaptigi bir arastirmada, biberiye yapraklarinin
metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 4,99+0,054 g GAE/100g olarak
bulunmustur (Tavassoli ve Djomeh, 2011). Calismamizda, biberiye metanol
ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 2,8692+0,0338 pg GAE/mL olarak
hesaplanmistir. Bursal ve Koksal tarafindan, sumak meyvelerinin su ve etanol
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanmistir. Etanol ekstresinin
fenolik madde miktar1 15 pg GAE, su ekstresininki ise 63 pg GAE olarak
bulunmustur (Bursal ve Koksal, 2011). Calismamizda, sumak meyve 25 °C su
ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 4,1902+0,0448 ug GAE/mL, 100 °C su
ekstresinin 2,8232+0,0105 pg GAE/mL, metanol ekstresinin ise 5,8692+0,0582 g
GAE/mL olarak hesaplanmistir. Etken maddelerinin metanoldeki ¢Oziiniirliigiiniin
daha fazla oldugu, bu nedenle toplam fenolik madde miktarinin yiiksek bulundugu
diisiiniilmektedir. Celebi tarafindan yapilan ¢alismada arasgtirma materyali olarak
kullanilan feslegenlerde % 33,95-% 65,55 arasinda nevadensin saptanmistir.
Ladanein oran1 % 11,79-% 30,07, pilosin oran1 % 1,99-% 7,24, genkwanin oranm1 %
2,38-% 5,16, salvigenin oran1 % 2,29-% 4,32, cirsiliol oran1 % 1,42- 26,01, apigenin
orant % 4,5-% 5,35 arasinda tespit edilmistir. Buradan da feslegen bitkisinin fenolik

maddelerce oldukga zengin oldugu goriilmistiir (Celebi, 2010).
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Tez c¢aligmamizda, en yiiksek fenolik madde miktarin1 gdsteren sumak
yapragi olmustur. Ancak sumak ekstreleri kiyaslandiginda, ekstreler arasinda anlaml
bir farklilik olmadig1 goriilmektedir.

DPPH serbest radikalini giderme aktivitesi tayini ile yapilan ¢alismalara
birkag 6rnek verilebilir. Giilgin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada,
feslegenin su ve etanol ekstrelerinin DPPH radikal giderme aktivitesi belirlenmis ve
farkli konsantrasyonlar i¢in % 23-67 araliginda bulunmustur (Gtil¢in ve ark., 2007).
Calismamizda, feslegen ekstrelerinin farkli konsantrasyonlari i¢in DPPH radikal
giderme aktivitesi benzer sekilde % 16-69 araliginda bulunmustur. Onay’in
calismasinda ise, farkli konak¢i agac tiirleri iizerinde yasayan Okseotu bitkileri
kimyasal icerik ve biyolojik aktivite acisindan karsilastirilmistir. Bu amagla aym
donemde farkli konake¢i aga¢ tiirleri tizerinden toplanmis oOkseotu bitkilerinden
hazirlanmis ¢esitli ekstreler incelenmistir. DPPH radikalini en yiiksek oranda inhibe
eden (% 91,34) ekstrenin akasya agaci iizerinde yetisen okseotu yapraklarindan elde
edildigi saptanmistir. Okseotu yapraklarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin
radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu saptanmistir (Onay, 2002). Calismamizda,
okseotu ekstrelerinin farkli konsantrasyonlari i¢in DPPH radikal giderme aktivitesi
% 24-56 araliginda bulunmustur. Su ve metanol ekstreleri arasinda anlamli bir
farklilik saptanmamustir. Kosar ve arkadaglari tarafindan sumak meyveleriyle
yapilan bir ¢alismada, metanol ekstrelerinin antioksidan etkileri incelenmistir. Bu
amagla sumaktan elde edilen metanol ekstreleri kolonda fraksiyonlandirilarak her bir
fraksiyonun serbest radikal siipiiriicii etkileri belirlenmistir. Fraksiyonlarin ICsg
degerlerinin 0,71-12 pg/mL araliginda oldugu saptanmistir (Kosar ve ark., 2007).
Bursal ve Koksal tarafindan, sumak meyvelerinin su ve etanol ekstrelerinin radikal
stiplirme kapasiteleri hesaplanmistir. Sumak meyvelerinin su ekstrelerinin serbest
radikal siipirmede etanol ekstrelerinden daha etkili oldugu bulunmustur. Farkli
konsantrasyonlarda (10, 20, 30 pg/mL) calisilan sumak meyvesinin su ekstrelerinin
radikal siipiirme aktivitesi % 15,8, % 23,2, % 41,2 olarak hesaplanmistir. DPPH
radikalinin % 50’sini siipiiren ICsq degeri ise 36,4 pg/mL olarak bulunmustur (Bursal
ve Koksal, 2011). Calismamizda, sumak meyvelerinin 100 °C deki su ekstrelerinin
DPPH radikalini gidermede en etkili ekstre oldugu saptanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (40, 80, 120, 160 pg/mL) c¢alisilan sumak meyvesinin su
ekstrelerinin radikal siipirme aktivitesi % 27,5, % 47,9, % 64, % 78,6 olarak
hesaplanmistir. DPPH radikalinin % 50’sini siipiiren 1Cso degeri ise 89,2 pug/mL

65



olarak bulunmustur. Tavassoli ve Djomeh’in yaptig1 bir arastirmada, biberiye
metanol ekstresinin DPPH radikalinin % 50’sini siipiiren 1Csp degerinin 0,024+0,005
mg/mL oldugu hesaplanmistir (Tavassoli ve Djomeh, 2011). Calismamizda, biberiye
metanol ekstresinin DPPH radikalini gidermede diger ekstrelerine gore daha etkili
oldugu saptanmustir. Biberiye bitkisinden elde edilen ekstrelerin DPPH giderme
aktiviteleri 200 pg/mL bitki konsantrasyonu igin; metanol ekstresinde % 49,73+0,22;
100°C deki su ekstresinde % 33,95+0,60 ve 25 °C deki su ekstresinde % 30,64+0,61
olarak bulunmustur. ICs, degerleri ise sirasiyla; 207,59+0,86 pg/mL, 413,10+0,08
pug/mL ve 531,65+0,34 pg/mL seklinde hesaplanmaistir.

Zahter ve sumak yaprak ekstreleri iginde, en etkilisi metanol ekstreleri
olmustur. Ancak sumak yaprakta su ekstreleri ve metanol ekstreleri arasindaki
inhibisyon farki daha azdir. 1Cy, degerleri de buna paralel olarak, metanolde daha
diisiik hesaplanmistir. Adagay1 ve sumak meyvede ise inhibisyon konsantrasyonlara
gore degisiklik gdstermistir. Diigiik konsantrasyonda adagayi bitkisinin su ekstreleri
daha etkilidir. Yiiksek konsantrasyonda ise ekstreler arasinda anlamli bir farkilik
yoktur. Diisiik konsantrasyonda sumak meyvesinin metanol ekstreleri daha etkilidir.
Yiiksek konsantrasyonda ise, su ekstreleri daha etkili olmustur. Adacayinda ICs,
degerleri su ekstrelerinde daha diisiikkken, sumak meyvesinde metanol ekstrelerinde
daha diisiiktiir. Feslegen ve Okseotunun ekstreleri arasinda ise anlamli bir farkilik
yoktur.

Siiperoksit anyonunu giderme aktivitesi tayini kullanilarak, Giilgin ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada, fesle§enin su ve etanol ekstrelerinin
stiperoksit anyonu giderme aktivitesi oldugu belirlenmis ve farkli konsantrasyonlar
icin % 30,3-42,2 araliginda bulunmustur (Giil¢in ve ark., 2007). Calismamizda,
stiperoksit anyonu gidermede feslegenin 25 °C deki su ekstresinin % 51,7454+0,66
inhibisyonla kendi i¢inde en etkili ekstre oldugu goriilmiistiir.

Tez c¢alismamizda, bitkilerin metanol ekstreleri su ekstrelerine gore daha
diisiik inhibisyon gdstermistir. Biberiye ve sumak meyvesinin 25 °C deki su
ekstreleri ile 100 °C deki su ekstrelerinin inhibisyon degerleri arasinda fark
gorilmemigstir. Zahter, adacgayi, feslegen ve okseotu bitkilerinin 25 °C deki su
ekstreleri ise, siiperoksit radikalini gidermede diger ekstrelere gore daha fazla
aktivite gostermistir. % 93,12+1,32 inhibisyon ile en yiiksek siiplirme aktivitesini

gosteren sumak yapraginda ise, ekstreler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
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Hidroksil radikalini giderme aktivitesi tayini yonteminde metanoliin
girisim yaptig1 saptanmistir. Bu nedenle, kullandigimiz yontemde metanoliin
girisimini saptamak ic¢in sadece metanol i¢in Slgiim yapilmis ve metanol i¢in elde
edilen absorbans Olgiimlerinden metanol ekstrelerinin  absorbans  olgtimleri
cikartlmistir. Tim bitki ekstrelerinin % inhibisyon degerleri olduk¢a diisiik ve
birbirine yakin bulunmustur. Adacayinin 25 °C deki su ekstresi % 8,14+0,17
inhibisyon ile en yiiksek siipiirme aktivitesini gostermistir. Serbest radikal gidermede
adacaymin su ekstreleri genel olarak en etkili ekstre olmustur. Metanol ekstreleri
icinde ise, Okseotu bitkisi 7,21+0,12 inhibisyon ile en yiiksek degeri vermistir.
Calistigimiz bitkiler ile ilgili hidroksil radikalini giderme aktivitesi tayini yontemini

kullanan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Hatay yoresinden temin edilmis adagayi, biberiye,
feslegen, okseotu, sumak ve zahter bitkileri lizerinde caligmalar yapilmistir. Bu
bitkilerin antioksidan aktiviteleri farkli yontemlerle saptanmis ve iglerinde en fazla
antioksidan aktiviteye sahip olanlar belirlenmistir. Toplam antioksidan aktivitenin
saptanmasinda  FRAP ve CUPRAC yontemleri kullanilmigtir. Serbest radikal
stipirme aktivitesinin belirlenmesinde; DPPH serbest radikali, hidroksil radikali ve
stiperoksit anyonunu giderme aktiviteleri ve % inhibisyon degerleri belirlenmistir.
Toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak hesaplanmis,
bitkilerin igerdigi fenolik bilesiklerin varligi antioksidan kapasitelerini etkiledigi
gOriilmiistir.

Fenolik bilesik miktar1 yliksek olan ekstrelerin, radikal siipiiriicii etkilerinin
ve yiizde inhibisyon degerlerinin de yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fenolik bilesik
miktar1 ile radikal siipiiriicii etki arasinda ve fenolik bilesik miktar1 ile toplam
antioksidan aktivite arasinda bir korelasyon oldugu saptanmustir.

Tim sonuglar incelendiginde, sumak bitkisinin yaprak bolgesinin en etkili
oldugu belirlenmistir. a-tokoferol ve BHT standart antioksidanlarindan daha etkili
oldugu saptanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 agisindan da yiiksek degerlere
sahiptir. DPPH serbest radikalini gidermede % 100’¢ yakin bir etkinligi soz
konusudur. Siiperoksit radikalini giderme aktivitesinde de sumak yapragi en yiiksek
inhibisyon aktivitesini gostermistir. Bu nedenle, aktivite tayininden sonra en yiiksek
aktivite gosteren sumak yapragi kolon kromatografisi ile fraksiyonlara ayrilmis ve
antioksidan aktivite gosteren fraksiyon tespit edilmistir.

Ozellikle gida endiistrisinde, yagli gida mamullerin oksidasyonunu ve lipit
peroksidasyonunu Onlemek amaciyla kullanilan sentetik antioksidan maddelerin
toksik etkilerinden kusku duyulmasindan dolayi, giinliik tiketimde bu bitkilere daha
cok yer verilmesi Onerilir ve tiiketilmeleri saglanir ise yeni alternatif tedavilerin

ortaya ¢ikmasina katkida bulunulabilir.
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