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OZET

" Bu calismada, reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis L.)’nin
antioksidan aktiviteleri gegitli yontemler kullanilarak incelendi. Bu amagla, kurutulup toz
haline getirildikten sonra ¢6ziicii olarak su, etanol ve aseton kullanilarak ekstraksiyonlari
yapildi. Biitlin ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri total antioksidan aktivite iceren farkli
antioksidan denemeler, indirgeme potansiyeli, DPPH serbest radikal giderme, siiperoksit
anyon radikali giderme, metal selatlama aktivitesi, toplam flavonoid igerigi, H,O, giderme
aktivitesi ve toplam fenolik igerigi belirlendi. Sonuglar standart olarak gallik asit, katesol,

askorbik asit, a-tokoferol, BHA ve BHT ile karsilastirilda.

Her iki bitkinin ekstrakte edilebilen bilesenleri 36.14-207.78 mg/g kurutulmus bitki
materyali araliginda belirlendi. Ekstraksiyonlar su, etanol ve aseton ¢oziiciileri ile ytirtitiildi.

En yiiksek ekstraksiyon verimi su ekstraktlarinda gézlendi.

Her iki ekstraktin antioksidan aktivitesi linoleik asit emiilsiyonu ile belirlendi. Reyhan

ve ¢ibrikanin biitiin ekstraktlarinda yiiksek antioksidan aktivite g6zlendi.

Her iki ekstraktin indirgeme kapasiteleri incelendi, yiiksek ve etkili aktivitelere sahip
olduklar1 bulundu. Cibrikanin indirgeme kapasitesi reyhandan daha yiiksek bulundu.

Serbest radikal giderme aktivitesi denemesi ¢ibrikanin etanol ekstraktinin aktivitesinin
reyhan ekstraktlarindan daha yiiksek oldugunu gosterdi. Reyhanin etanol ekstrakt:
digerlerinden daha yiiksek serbest radikal giderme aktivitesi gdsterdi. Cibrikanin etanol
ekstraktinin aktivitesi de digerlerinden daha yiiksekti.

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesinin 6l¢timii i¢in oksijen radikali PMS/NADH/O,
sistemi tarafindan olusturuldu ve ekstraktlarin oksijen aktivitesi giderme yetenekleri
belirlendi. Cibrikanin su ekstraktlarindaki aktivitenin digerlerinden daha yiiksek oldugu
gozlendi. Reyhanin etanol ekstrakti digerlerinden daha yiiksek siiperoksit anyonu radikali

giderme aktivitesi gosterdi.

Reyhan ve ¢ibrikanin metal gelatlama etkisi denemesi gergeklestirildi. Cibrikanin su

ekstrakti reyhanin su ekstraktindan daha yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterdi.

Toplam flavonoid igerikleri, toplam fenolik madde tayini gibi belirlendi. Ekstraktlarin
20-100 pg/mlL konsantrasyonlar1 gallik asit ve katesol esdegeri olarak belirlendi. Toplam

flavonoid madde denemesinde ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlar1 gallik asit




VI

esdegeri olarak 65.7-102.3 mg/g, katesol esdegeri olarak 24.2-45.5 mg/g olarak belirlendi.
Cibrika ekstraktlarinda daha yiiksek miktarlar bulundu.

H,0, giderme aktivitesi denemesinde ekstraktlarin giderme aktiviteleri belirlendi ve

reyhan ve ¢ibrikamin aseton ekstraktlarimin diger ekstraktlardan daha yiiksek giderme

aktivitesi gosterdikleri gozlendi. |

Toplam fenolik madde denemesinde ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarinin |
gallik asit esdegeri olarak 66-200 mg/g, katesol esdegeri olarak 50-183 mg/g oldugu
belirlendi. En yiiksek miktarlar ¢ibrika ekstraktlarinda bulundu.

Anahtar kelimeler: Reyhan (Ocimum basilicum L.), ¢ibrika (Satureja hortensis L.),

antioksidan aktivitesi, giderme aktivitesi, flavonoid igerigi, toplam fenol.
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ABSTRACT

In the present study, the antioxidant activities of purple basil (Ocimum basilicum L.)
and cibrika (Satureja hortensis L.) were investigated by using various methods. For this
purpose, after the plants were dried and ground to fine powder, their extractions were done by
using water, ethanol and acetone as solvent. The antioxidant activities of all extracts were
examined in the different antioxidant assays including total antioxidant activity, reductive
potential, DPPH free radical scavenging, superoxide anion radical scavenging, metal chelating
activity, total flavonoid content, H,O, scavenging activity and total phenolic content. The
results were compared to those of gallic acid, catechol, o -tocopherol, ascorbic acid, BHA and

BHT as standard.

The extractable compound of both plants were determined in the range of 36.14-
207.78 mg/g dried plant at the end of the extractions carried out by water, ethanol and acetone

as solvent. The best extraction yield was observed in water extracts.

Total antioxidant activities of both extracts were determined by using linoleic acid
emulsion. It was observed that all of extracts of purple basil and cibrika have high antioxidant

activity.

The reductive capabilities of both extracts were investigated, it was found that they
have high and effective activities. The reducing capacity of cibrika determined higher than

purple basil.

Assay of the free radical scavenging activity was shown that activity of the ethanol
extract of cibrika has higher than purple basil extracts. The ethanol extract of purple basil
showed the higher free radical scavenging activity than the others. The activity of ethanol

extract of cibrika was higher, too.

For measurement of superoxide anion scavenging activity, oxigen radical was
generated by PMS/NADH/O, system, and the abilities of all extracts to scavenge oxigen
activity were determined. It was observed the activity in the water extracts of cibrika was
higher than others. The ethanol extract of purple basil showed the higher superoxide anion

scavenging activity than the others.

Metal chelating effect of purple basil and cibrika assayed. The water extracts of
cibrika showed the higher metal chelating activity than water extract of purple basil.




Determination of total flavonoid contents were determined as total phenolic compound
assay. 20-100 pg/mL concentrations of extracts were determined as gallic acid equivalent and
catechol equivalent. In the total flavonoid compound assay, total flavonoid compound
amounts of extracts were determined to be 65.7-102.3 mg/g as gallic acid equivalent; 24.2-

45.5 mg/g as catechol equivalent. The highest amounts were found in the cibrika extracts.

In the H,O, scavenging activity assay, the scavenging activities of extracts determined
and, it was observed that the acetone extracts of cibrika and purple basil showed the higher

scavenging activity than the other extracts.

In the total phenolic compound assay, total phenolic compound amounts of extracts
were determined to be 66-200 mg/g as gallic acid equivalent; 50-183 mg/g as catechol

equivalent. The highest amounts were found in the cibrika extracts.

Key words: Reyhan (Ocimum basilicum L.), ¢ibrika (Satureja hortensis L.), antioxidant

activity, scavenging activity, flavonoid content, total phenol.
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1. GIRIS

Biyolojik sistemlerde serbest radikal reaksiyonlari énemli bir yer tutar. Serbest
radikaller; son yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan,
kimyasal olarak ¢ok aktif, zararli molekiillerdir. Serbest radikaller; radikal olmayan bir
atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya
molekiile bir elektron ilavesiyle olugurlar. Bu bilesikler organizmada normal metabolik
yollarin isleyisi sirasinda olusabildigi gibi, dig etkenlerin etkisiyle de olugmaktadir. Cok
kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan serbest
radikaller, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ozelligi gostermektedir ve yararli

biyomolekiillerin fonksiyonlarimi yitirmesine neden olmaktadir (Inglett vd., 2011).

Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle hiicrelerde ve dokularda pek ¢ok
zarara yol agarlar. Oksijenli yasamla birlikte oksijen kaynakli radikaller olusumu artmis
ve oksidatif hasar1 engelleyici antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Saglikli
kisilerde serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge vardir.
Radikal tiretiminin agir1 artmasi ve antioksidanlarin azalmas: oksidatif strese neden olur.
Son yillardaki aragtirmalara gére; serbest radikallerin inﬂamasyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar, kanser, diyabet, gut, bobrek hastaliklari,
solunum sistemi hastaliklari, sindirim sistemi hastaliklar1 gibi hastaliklarda rol alir.
Serbest radikallerin dogrudan 6l¢limii icin ESR, kemiliiminesans ve enzimsel yontemler
kullanilmakta, bu yontemler deneysel modellerde ve kontrollii sistemlerde iyi sonug
vermektedir. Serbest radikallerin dogrudan 6l¢ilimiiniin zorlugu, arastirmacilar: lipit,
protein ve niikleik asitlerde oksidatif stresin neden oldugu hasar sonrasi ortaya ¢ikan
{irlinlerin dl¢limiine yoneltmistir. Antioksidan savunma sisteminin 8l¢limil i¢in de gesitli

yontemler gelistirilmistir (Deng vd., 2011)



Gida endiistrisinde gida trlinlerini olusturan bilesikler ile havanin oksijenleri
arasinda kendiliginden olusan ve otooksidasyon denilen tepkimeler olusur. Bu tiir
tepkimeler gida {irtinlerinde kalite diigmesine neden olur ve istenmeyen olaylardir.
Kalitede diigmeye sebep olan renk, koku ve tatta meydana gelen degismeler ile bazi
besin 6gelerindeki par¢alanmalar ve toksik bilesik olusturma olayidir. Yag ve yagh
gidalardaki otooksidasyon olayi, hem beslenme fizyolojisi agisindan hem de teknolojik-
ekonomik agidan biiyiik 6nem tagimaktadir. Otooksidasyonun fiziksel ve teknolojik
yontemlerle Onlenemedigi durumlarda antioksidan ve sinerjistler kullanilmaktadir.
Sinerjistler antioksidan etkisini artiran maddelerdir. Antioksidan grubu katki maddeleri,
sanayide bitkisel ve hayvansal yag igeren maddelerin ﬁfetimi, depolanmasi, taginmasi ve
pazarlanmasi sirasinda olusacak otooksidasyondan kaynaklanan zararlari 6nlemede en
onemli katki maddeleridir. Antioksidanlar gidalarda meydana gelebilecek bozulma ve
acimay1 da engeller. Yaglarda dogal olarak bazi antioksidanlar bulundugu gibi, yapay
olarak kullanilan antioksidanlarda vardir. Antioksidanlar, diger stabilizatdrler gibi
diistik kaliteli gida maddesinin kalitesini arttirmaz ve gidalarda herhangi bir yabanci tat
ve koku vermez. Antioksidan maddeler, iyi kalitede ham madde, uygun bir imalat
teknigi, elverisli ambalajlama ve depolama yontemleri ile birlikte kullanildig1 tiriiniin

kalitesini korur. Bu maddeler, gidalardaki oksidasyon sorunlarini da ortadan kaldirir.

Calismamizda kullanilan reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja
hortensis L.) bitkilerinin serbest radikallere karsi cesitli metodlarla antioksidan
aktiviteleri ve bu bitki ekstraktlarinin sentetik antioksidanlara alternatif olabilecek dogal
antioksidan kaynag1 olarak incelenmesi amaclanmigtir. Bitkilerin su, etanol ve aseton
ekstraktlar1 alinarak, her bir ekstraktin toplam fenolik madde tayini, toplam flavonoid
igeriginin belirlenmesi, Fe™ iyonlarmi indirgeme potansiyeli, siiperoksit radikali
giderme aktivitesi, antiradikal aktivitesi, HyO, giderme aktivitesi, toplam antioksidan
aktivitesi ve metal iyonlarini selatlama aktivitesi tayin edilmistir. Sonuclar a-tokoferol,
askorbik asit, BHT ve BHA gibi ¢esitli standart maddeler ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.




2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. SERBEST RADIKALLER

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron i¢eren atom, atom grubu veya molekiiller
serbest radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlarindan
dolay1 oldukea reaktif olup, ¢evrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok
kisa omiirlii olmalarina karsin, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlari da
radikal yapmalarni ve bir dizi zincir reaksiyonu baglatip, birgok radikal
olugturmalarindan dolay:i oldukca tehlikelidirler. Serbest radikaller, ortaklanmamis
elektronunun belirtilmesi amaciyla iist kisimlarina yazilan bir nokta (Xe) ile gdsterilirler
(Akkus, 1995; Dikici, 1999). 20.ylizyilin baginda depolanan yaglarin bozulma sebepleri
arastirilirken serbest radikal adi verilen bilesiklerin varligi saptanmigtir. Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi, ¢esitli dis
etkenlerin etkisiyle de meydana gelebilmektedirler. Biyomolekiillerin ¢ogu, atomlari
birbirlerine kovalent baglarla bagli ve non-radikal yapilardir. Atomlararasi kovalent
baglar, elektron ¢iftlerinin paylasilmasiyla olustugundan serbest radikallerde yarim bag
olustugu dustiniilebilir. Bu 6zellik onlar1 kimyasal olarak reaktif yapar (Slater, 1984;
Grisham ve Grander, 1989; Wheeler ve Salzman, 1990; Maxwell, 1995; Firat, 1997).
Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan {irtin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde tersinir ya
da tersinmez degisikliklere neden olabilirler. Bu degisiklikler oksidasyon,
fragmantasyon, kopriilesme (distilfit baglantisi, protein-protein baglantisi, protein-lipid
baglantisi), protein sarmalinda kesilme, floresans seklinde olur. Bunun sonucunda ciddi
hiicre, doku ve organ hasar1 meydana gelebilir (Ames ve ark, 1993; Yanbeyi, 1999).
Serbest radikaﬂer pozitif yikli, negatif yiikli ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olugurlar. Her ne kadar serbest radikal
reaksiyonlart bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil ve makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da; serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasari
ve hiicre oliimi ile sonuglanmaktadir. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve karbonhidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki

ederler ve yapilariin bozulmalarina neden olurlar.




1) Kovalent bagm homolitik kirtlmasi ile:

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600°C)
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayri ayr atomlar iizerinde kalir ve her iki atom tizerinde de
paylasilmamis elektron kalir. Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik
yarilmasi sonucu paylasilmamis elektronlardan herbirinin ayri par¢ada kalmas: ile

serbest radikaller meydana gelmektedir.

X:Y — Xet+Ye

2) Bir molekiiliin elektron kaybetmesi ya da bir molekiiliin heterolitik

olarak boliinmesi:

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylagilmamig elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Heterolitik

béliinmede kovalent bag1 olusturan her iki elektron atomlardan birisinde kalir.
X —»Xe + e
X:Y - Xo+Y"

3) Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi sonucu reaktif ozellik tasiyan

yapilar olusmaktadir:

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden

olabilir.

Ate—Ae




2.2. REAKTIFOKSIJEN TURLERI (ROT)

Canlilar yasamlarini siirdiirebilmek igin havanin molekiiler oksijenine (O,)

ihtiya¢ duyarlar. Karbon ve hidrojence zengin besinleri okside ederler (Yanbeyi, 1999).
Total oksijen tiiketimimizin % 90'indan fazlasindan elektron transport zinciri (solunum
zinciri), %5-10'undan da diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur. Elektron
transport zincirinde molekiiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve aminoasitlerin

karbon iskeleti) tiireyen NADH ve FADH, 'den elektronlar: alarak suya indirgenir. Bu

yolda oksijen molekiih‘inﬁn kuvvetli oksitleyici giicli, ATP'nin yiiksek enerjili fosfat
bagi haline doniistiiriiliir. Molekiiler oksijen gerektiren fakat ATP'nin olusumu
reaksiyonuyla eslesmeyen diger reaksiyonlar, amino asitlerin katabolizmasi, ilaglarin
detoksifikasyonu ve steroid hormonlarin sentezi gibi spesifik metabolik yollar icin
onemlidirler. Bu reaksiyonlarda diger oksidazlar (oksijeni suya veya hidrojen perokside
indirgeyen enzimler) ve oksijenazlar (oksijeni okside olan molekiile baglayan enzimler)
gorev alirlar. Reaktif oksijen tiirleri, oksijenin indirgenmesi tepkimeleri ile
olusmaktadir. Biyolojik sistemlerde hiicreler, molekiiler oksijenin (O,) suya
indirgendigi reaksiyonlar zinciri ile adenozin trifosfat (ATP) olusturmak tizere aerobik
olarak enerji iiretirler. Sitokrom ¢ oksidazin katalizledigi reaksiyonlar oksijene dort
elektronun transferini icerir. Bu yolla molekiiler oksijenin % 98'i suya indirgenirken, %
1-2'sinden reaktif oksijen tiirleri olugmaktadir. Stiperoksit radikali (O;’), hidrojen
peroksit (H0,) ve hidroksil radikali (HOe) , 'ROT' siniflamasina dahildir. Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusmus radikallerdir (Cheeseman
ve Slater, 1993; Akkus, 1995). Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin
olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli
organik radikaller (R), peroksit radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil
radikalleri (RS"), siilfenil radikalleri (RSO"), tiyil peroksit radikalleri (RSO,’) gibi gesitli

serbest radikallerin olusumuna neden olurlar.




Reaktif oksijen tiirleri serbest radikal olabilir ya da olmayabilir. Ornegin;

stiperoksit radikali (O,¢) bir serbest radikal iken; siiperoksit radikalinden spontan olarak
ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizi ile olusan hidrojen peroksit (H2O2)
radikal olmayan reaktif oksijen tiirtidiir. Bu durum ayni1 zamanda serbest radikallerden

bir dismutasyon reaksiyonu ile radikal olmayan tiriinler olusabildigi anlamina

gelmektedir. Bu reaksiyon kendiliginden veya enzim katalizi ile olusabilmektedir.
Oksijen radikallerinin etkisiyle ortaya ¢ikabilecek oksidatif hasarlari 6nlemek amaciyla

|
|
canli sistem tarafindan gerceklestirilen pek ¢ok korunma mekanizmas: vardir.

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (Tiire, 1998; Yanbeyi, 1999).

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR

Stiperoksit radikal (0,° )

Hidrojen peroksit (H,0;)

Hidroksil radikal ( HO=)

Lipid hidroperoksit { LOOH )

Peroksil radikal ( ROOe )

Hipohaloz asit { HOX )

Alkoksil radikal (RO» )

N-Halojenli aminler { R-NH-X)

Semikinon radikal ( HQ)

Singlet oksijen ( '0,)

Hemoproteine bagl serbest radikaller

Ozon (03)

Azotdioksit ( NO, )

Tablo 2.2. Reaktif Oksijen Uriinlerinin Tahmini Yar:1 Omiirleri (Rachmilewitz ve

ark., 1994; Dikici, 1999).

REAKTIF OKSIJEN URUNLERI YARI OMRU ( Saniye )
Stiperoksit anyon radikali (0;e) Enzimatik
Hidrojen peroksit (H0;) Enzimatik
Hidroksil radikali (HOe) 10%
Singlet oksijen {*o0,) 10%
Alkoksil radikali (ROs) 10%
Peroksil radikali {ROO=) 7
Semikinon radikali (Qe) Ginler
Nitrik oksit radikali (NOs) 1-10 (5,6 ) kalpte 0.1 sn
Peroksinitrit ( ONOO» ) 0.05-1

Tablo 2.3. Reaktif Azot Tiirleri (Giilgin, 2007).

iE — =

Radildller

Norwadilalier

Nitrik oksit (NO=)

Nitrée asit (HNOs)

Azot di oksit (NOO=)

NEtrozil katyonu (NG

Nitrolssi arnyonu (NGO)

Diazot tetracksit (NeCy)

Peroksinitrit (ONOO)

Peroksinitrdez asit (ONOOH)

thaymlmu(l\‘oz+)

Alkil peroksi nitriter (ROONO)




2.2.1. SUPEROKSIT RADIKALI (0;")

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylagilmamig iki elektron icerir. Bu
orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali, Os), iki
elektron almast ile de peroksi anyonu (0,%*) olusur (Fridovich, 1975; Cakir, 1997).
Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan

tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali stiperoksit radikalidir.
0O;,+e — 0Oy

Esas 6nemi, hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gegis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yar1 émre sahip olup, lipofilik 6zellik gosterir. Bu
6zelliginden dolay1 da olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla yayilabilmektedir
(Unal, 1999; Dikici, 1999). Ancak dogrudan dogruya hasar yapici etkisi ¢ok fazla
degildir. En ¢ok mitokondri, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi hiicresel
organellerde, elektron transport zincirinin gesitli komponentlerinden Oj'e elektron
sizmast ile olusur (Unal, 1999; Dikici, 1999). Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu sonucu ve gesitli gevresel etkilerde (fiziksel ve kimyasal) siiperoksit
radikali meydana getirebilir. Bu reaksiyonlar redoks reaksiyonlari oldugu i¢in tersine de

donebilir.
Fe + 0y Fe + (0%
Cu' + 0, &»Cu'? +0y7

Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasidir. Stiperoksit
radikali diisik pH'larda daha reaktif ve etkili bir radikal olan HO,e (perhidroksil)
radikalini meydana getirir. (Cheeseman ve Slater, 1993; Dikici, 1999).

2.2.2. HIDROJEN PEROKSIT (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,O,) molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almasi veya siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi

sonucu olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
0;+2¢ +2H — H;0;

Oy +e + 2H" — H,0,



205 + 2H' —H0, + O3

H,0,, membranlardan gecebilen uzun Omiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest
radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tlirleri igine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ge¢is metal iyonlari varliginda daha da hizla
gerceklesen bir reaksiyonla sliperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal olan
hidroksil radikalini olusturur (Bannister ve ark., 1980; Palmer, 1990; Akkus, 1995;
Gutteridge, 1995; Dikici, 1999).

Haber-Weiss reaksiyonu katalizorlii veya katalizorsiiz  olusabilir. Fakat,
katalizorsiliz reaksiyon oldukga yavas ilerler. Katalizér olmayinca ortamdaki H,O, ve
O, antioksidanlar tarafindan kolayca kaldirilir (Unal, 1999; Dikici, 1999). Demir gibi
gecis metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir (Akkus, 1995; Firat, 1997;
Yanbeyi, 1999). Bu reaksiyonda &nce ferri demir (Fe™), siiperoksit tarafindan ferro
demire (Fe'?) indirgenir. Sonra bu ferro demif kullanilarak Fenton Reaksiyonu ile
hidrojen peroksitten HO™ ve HO- tiretilir (Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997; Firat, 1997;
Yanbeyi, 1999).

0 + Fe® — 0, +Fe™
Fe™?+ H,0, — Fe™ + HOs + HO
2.2.3. HIDROKSIL RADIKALI (HO)

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir ve tiim biyolojik
moiekiillerle reaksiyona girebilir. Hiicre i¢ine difiizyon hizi kontrolliidiir. Yarilanma
omril ¢ok kisadir ama yaptig1 hasar biiyiikttir. Hidroksil radikali olasilikla "ROT" lerin
en glicliisiidiir. Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan hidroksil radikali
(HOe), su dahil ortamda rastladig1 her biyomolekiille difiizyon limiti hiz1 ile tepkimeye
girer. Bu nedenle 10°" saniyeden daha kisa bir 6mre sahiptir. Her tiir biyolojik molekiil
hidroksil radikalinin (HO-) bir hedefi ise de, 6zellikle elektronca zengin bilesikler
se¢ilen tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidler de baslatilan radikalik
tepkimelerde binlerce farkl: ara tirtinler olugturabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) ile
tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, zincir kirilmalar1 gergeklesebilir; ileri
derecedeki DNA hasarlar tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler

tizerinde olugan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan proteinler proteolitik



yikima gotiirtiliir. Hiicre zari su i¢ermediginden hidroksil radikalinin (HO¢) baslica

hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve
gecirgenligini arttirp hiicre 6liimiine neden olabilir. Biitiin bu etkiler ne kadar hidroksil
radikali iiretildigine baghdir ve gerek HO,'den gerekse de organik peroksitlerden
(ROOH), hidroksil radikali (HO<) yapim1 ortamdaki serbest metal iyonlar: tarafindan
katalizlenir. Metal iyonlar1 varliginda indirgenmis glutatyon (GSH) ve askorbik asit gibi
onemli antioksidanlar da prooksidan gibi davranmaya baslarlar. Ozellikle HO® yapimini
katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle canlilarda metal iyonlart radikal hasarlarindan
birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye sahip olamadiklari formda (esas olarak
proteine bagli) tutulmalidirlar. Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir.
Bu nedenle in vivo olusan bir HO® radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu
yerde de bilyiik hasara neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle zincirleme
reaksiyonlar1 baglatir (Halliwell, 1987, Cheeseman ve Slater, 1993; Jialal ve Fuller,
1993; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da
hidroksil radikali olusur (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici,
1999).

H,0 — HQOe + He + €aq- — H,0,

HOe~ meydana gelebilmesi igin O, ve H,O, gereklidir. Bunlarda SOD, CAT
veya GSH-Px sistemiyle uzaklastirilir. Boylece fizyolojik sartlarda fazla miktarlarda
HOe olusamaz. Bu ii¢ enzim intraselliiler major antioksidanlardir (Wheler ve Salzman,

1990; Ames ve ark., 1993; Frei, 1994; Yanbeyi, 1999).
2.2.4. SINGLET OKSIJEN ('0,)

Singlet oksijen, ortaklanmamig elektronu olmadi: igin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur (Yanbeyi, 1999).
Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden
bagka bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yerdegistirmesiyle olusur (Cross ve
Halliwell, 1987; Ames ve ark, 1993; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).
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2.2.5. NITRIK OKSIT (NO-)

NOe enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den

sentezlenir.
L-arjinin + NADPH + O, — L-sitrullin + NOs + NADP"

NOe eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen birgok biyomolekiil ile
kolayca tepkimeye giremez, Gte yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur. Yiiksek miktarlarda Ope
yapimi NOe ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek HOe ve *NO, olusumuna neden
olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO") ve peroksinitr6z asit (ONOOH) ara
{irlinleri olugur.

NO- + O;s — ONOO + H" — ONOOH — HO- + NO;

NO'in biyolojik sivilardaki yarilanma &mrii oldukga kisa olup hemen nitrit ve
nitrata doniisiir. Hemen hemen her hiicre tarafindan iiretilir ve her hiicre {izerine etkinlik
gosterir. Bu nedenle, NO genel araci bir molekiildiir. Diger serbest oksijen radikalleri
her konsantrasyonda zararli iken, NO diisiik konsantrasyonlarda bile bir ¢ok 6nemli
fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynar. Ancak, uygunsuz yerde ve asiri
miktarda iiretildiginde, bir ¢ok patolojik durumun ortaya ¢ikmasina neden olur.

Nitrik oksit (NOe) Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir,
boylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol

oynar.

2.2.6. HIPOKLORIK ASIT (HCIO)

H,0; ile kloriir iyonunun miyeloperoksidaz (MPO) ile katalizlenen tepkimesi

sonucunda olusur.
MPO
H0,+CIT — HCI0+ OH

Hipoklorik asit (HCIO) gecis metallerinin varliginda hidroksil radikali (HO«)
olusturabilir. Elektron vericisi olan indirgeyiciler ile HCIO nmin reaksiyona girmesi ile

yiiksek reaktiviteye sahip HO* meydana gelir.
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HOCI+ 0 — HOe+Cl'+0,
HOCI +Fe? — HOe+ CI + Fe"”
2.2.7. HIDROPEROKSIT RADIKALI (HO,¢)

Siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur. Stiperoksit radikalinden daha
giiclii oksidandir. Biyolojik membranlari kolay gecebilmesi ve yag asitleriyle direkt

etkilesime girebilmesi 6nemlidir.
0 +H < HO,e

2.3. OKSIDATIF STRES

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak {izere antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma
sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve oksidatif stres olarak

adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Bu durum viicudun paslanmasi diye de tanimlanabilir.
2.4. SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda  meydana gelebildigi  gibi, organizmada bazi yabanci maddelerin
(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis
etkenlere maruz birakilmasiyla da meydana gelebilir (Yanbeyi, 1999). Bu nedenle
serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir

(Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).
2.4.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Normal metabolizma sirasinda gesitli basamaklarda serbest radikal yapisina
sahip ara iirlinler meydana gelmektedir. Metabolik prosesin ilerleyebilmesi i¢in bu
bilesiklerin ara tiriin olarak olusmalari kagimilmazdir (Freeman ve Crapo, 1982;

Firat,1997).




AR

12

Kiiciik Molekiillerin Otooksidasyonu: Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek c¢ok bilesik otooksidasyon ile
serbest radikalleri olusturur (Freeman ve Crapo, 1982; Akkus, 1995; Marsden ve ark.,
1996; Firat, 1997; Dikici, 1999). Tiim bu bilesikler ile énce Oy, daha sonra O, *'nin
reaksiyonlar ile diger radikaller olusur (Freeman ve Crapo, 1982; Akkus, 1995;
Marsden ve ark., 1996; Firat, 1997; Dikici, 1999). Koenzimler, askorbik asitler, tiyoller

ve katekolaminler gibi bilesiklerin otooksidasyonu ile stiperoksit radikali olusur.

Enzimler ve Proteinler: Birgok enzimin katalitik donglisii sirasinda serbest
radikaller ortaya cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz, aldehit
oksidaz ve triptofan dioksijenaz béyle enzimlerden olup, O, olusumuna neden olurlar
(Akkus, 1995; Dikici, 1999). Ksantin oksidaz normalde NAD-bagimli dehidrogenaz
olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz. Fakat, in vivo
olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna
dontismesine ve siiperoksit radikalinin iiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz enzimi
oksijen varhigmnda hipoksantini ksantine veya ksantini iirik asite oksitler. Bu
reaksiyonda elektron alicis1 molekiiler oksijendir (Southorn ve Powis, 1988; Firat,

1997).

Hipoksantin + H,0 + 20, — Ksantin + 20, + 2H"
Ksantin + H,0 + 20, — Urik asit + 20,7+ 2H"

Hipoksantin + H,O + NAD* — Ksantin + NADH + H"

Mitokondriyal Elektron Transferi: Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest
oksijen radikali kaynaZi mitokondriyal elektron transport zincirinden sizintidir.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda
indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal iiretimi artar. Mitokondriyal
solunum zinciri sirasinda NADH, FADH, gibi indirgeyicilerin elektronlarinin molekiiler
oksijene aktarilmasi sirasinda, solunum zinciri tagtyicilarmin indirgenmesi sonucu
serbest radikal yapisina sahip iiriinler olusmaktadir (Freemean ve Crapo, 1982; Grisham
ve Granger, 1989; Basage, 1990; Firat, 1997).
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Mikromozal Membran Elektron Transferi Zincirleri: Endoplazmik retikulum
ve golgi kompleksinin yer aldigi mikrozomal membran sistemi, iki elektron transport
sistemini igerir (Freemean ve Crapo, 1982; Firat, 1997). Mikrozomlarda yer alan bu
elektron transport sistemleri, bir yandan normal metabolizma sonucu olusan nonpolar
bilesikleri hidroksillenmis tiirevlerine doniistiirip bunlara daha polar 6zellik
kazandirirken, diger yandan organizmaya yabancit maddeleri de metabolize ederler
(Grisham ve Granger, 1989; Firat, 1997). Elektron transport sistemlerinin aktivitesi
sirasinda sadece oksijen tiirevi radikaller meydana gelirken, ksenobiyotiklerin
metabolizmasi sirasinda ek olarak yiiksek toksisiteye sahip karbon merkezli radikaller
de meydana gelebilir (Cheeseman ve Slater, 1993; Firat, 1997). Nikleer membran
kaynakli radikaller 6zellikle DNA hasarina neden olabilirler ( Halliwell, 1987; Akkus,
1995; Maxwell, 1995; Yanbeyi, 1999 ).

Peroksizomlar: Cok onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Bu
organeldeki D-aminoasid oksidaz, tirat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi
a¢il-CoA oksidaz gibi oksidazlar O, iiretmeden, bol miktarda H,O, {iretimine sebep
olurlar. Ancak CAT aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu organelden sitozole ne kadar
Hy0; gectigi bilinmemektedir (Freemean ve Crapo, 1982; Akkus, 1995; Firat, 1997;
Dikici, 1999).

Plazma Membrani: Mikrozomal ve plazma membram tarafindan radikal
iretiminin Onemli enzimleri olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz (aragidonik asit
metabolizmas1) aktivitesi, serbest radikaller i¢in onemli bir kaynaktir (Akkus, 1995;

Freeman ve Crapo, 1982; Huysal, 1999).
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Solunumsal patlama: Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde
fagositik solunumsal patlama sirasinda cesitli serbest radikaller olusur. Solunumsal
patlama sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanilir ve molekiiler oksijenin
(0O,) stiperoksit radikaline (O,*") indirgenmesi sonucu NADP" iiretimi artar ve heksoz
monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat yolunun aktivasyonuna neden olan
NADP" 'nin diger kaynagi H,O,'in detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon
peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemidir. Nétrofiller ve monositlerin primer lizozomal
graniillerinde Fe-hem igeren myeloperoksidaz (MPO) enzimi bulunur. MPO, hidrojen
peroksit varliginda kloriir, iyodiir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik

asit (HCIO), hipoiyodik asit (HIO) ve hipobromik asit (HBrO) olusturur.
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2.4.2. Eksojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan, sadece dig etkenlerin varlifinda
olugan reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller agiga ¢ikabilir. Bunlar su sekilde

siralanabilir:

e Antineoplastik ajanlar: Antikarsinojen bir ajan olan doxorubicin hiicrenin DNA
replikasyonu inhibe eder. Bu sirada HyO, ve Oy¢” olusumuna ve sonugta lipid

peroksidasyonunun baglamasina yol agar.

e Radyasyon ve cevresel ajanlar (hava kirliligi, pestisidler, sigara dumani,
¢oziiciiler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar) serbest radikal olusumuna

neden olmaktadir.

e Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

e Cevresel ajanlar: Ksenobiyotikler (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler,

hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anastezik maddeler, aromatik
hidrokarbonlar)

o Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir (Guemouri ve ark., 1991; Akkus, 1995; Yanbeyi,
1999). Sinirsel uyarilar katekolaminlerin sentezinde artis yapar (Murray vd.,
1996).

2.5. SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini
astiklar1 zaman cesitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA
gibi biyomolekiillerin tiim simflar1 ve tim hiicre korﬁponentleri ile etkilesme 6zelligi
gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (Cheeseman ve

Slater, 1993; Akkus, 1995; Gutteridge, 1995; Yanbeyi, 1997; Dikici, 1999).
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2.5.1. DNA VE NUKLEIK ASITLERE ETKILERIi

Iyonize edici radyasyona bagl hiicre 6liimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin
reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin
ayrilmasina veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir (Halliwell, 1984; Ames ve ark., 1993; Frei,

1994; Halliwell, 1994; Yanbeyi, 1990).

Serbest radikaller deoksiriboniikleik asiti (DNA) etkileyerek hiicrede
mutasyonlara ve oliime yol acarlar. Hidroksil gibi serbest radikal bilesikleri DNA
bazlar1 iizerine de geri-doniistimsiiz degisikliklere sebep olurlar. Bunlardan en
onemlileri timin ile hidroksil radikalinin olusturdugu {iirlin olan timin glikol ve guanin
ile hidroksil radikalinin olusturdugu iiriin olan 8-hidroksil guanindir (Halliwell, 1987,
Oguz, 1990, Ames ve ark., 1993; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Tasdemir, 1997;
Yanbeyi, 1999).
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2.5.2. PROTEINLERE ETKILERI

Serbest radikaller proteinler iizerine olan hasar yapict etkilerini proteinlerde
serbest radikal birikimi yaparak gosterir. Doymamis bag ve siilfit iceren molekiillerin
serbest radikaller ile reaktivitesi yiiksek oldugunda fenilalanin, tirozin, triptofan,
histidin, metiyonin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir. Bunun sonucunda ozellikle siilfiir ve karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyon sonucu albiimin ve immiinglobulin gibi fazla sayida disiilfit bag
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve ¢apraz
baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol

acabilecegi gibi, immun sistemi uyarabilecek antijenik degisiklikler de olusturabilirler.

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve stilfiir
iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi)
meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli

radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir.
2.5.3. KARBONHIDRATLARA ETKILERI

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de onemli etkileri vardir. Glukoz,
mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit ve
hidrojén peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein
capraz baglanmalarina yol agarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlagsmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklar ileri
stiriilmektedir (Yanbeyi, 1999).

Serbest radikaller, bu kabil etkilerinden dolayr ¢ok c¢esitli hastaliklarin
patogenezinde &nemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarimin gelisimi,
koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, romatoid artrit, behget hastaligi, cesitli deri, kas
ve g6z hastaliklar, kanser ve yaglilik gibi bircok hastalikta serbest radikal {iretiminin
arttif1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir (Ames

ve ark., 1993; Halliwell, 1994; Maxwell, 1995; Yanbeyi, 1999).




18

2.5.4. LIPIDLERE ETKILERI

Membran lipidleri oksidanlarin en ¢nemli hedeflerindendir. Hiicre membram
serbest radikaller igin kritik bir bariyerdir, ¢iinkii serbest radikaller hiicre komponentleri
ile etkilesim i¢in bu bariyeri gegmek zorundadirlar. Membran lipid peroksidasyonu
sonucu membran biitiinliigii bozulmas: ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica
bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar. Lipid peroksidasyonu, yaglarm &zellikle

poliansatiire yag asitlerinin oksidatif oksijen bagimli yikimi olarak tarif edilir ve

dallanan bir zincir reaksiyonudur. Olayda genelde bir enzim varlig gerekli olmamasina

ragmen demir, bakir gibi metaller tarafindan katalizlenir. Lipid peroksidasyonun en
onemli iiriinti malondialdehid (MDAY'dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon alig-verigine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin defisimi gibi i
olumsuz sonuglara neden olur. MDA 6lgiimii ile LPO'nun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Lipidlerden, aragidonik asit metabolizmas: sonucu serbest radikal ‘
firetimine 'enzimatik lipid peroksidasyonu', diger radikallerin sebep oldugu LPO'na ise ‘
'nonenzimatik lipid peroksidasyonu' adi verilir ( Craig ve ark., 1986; Akkus, 1995;

Gutteridge, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999 ).
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2.6. ANTIOKSIDAN SiSTEM

Serbest radikallerin zararl etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismui ise olugsmus
serbest radikallerin zararli etkilerini onler. Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve
bunlarin meydana getirdigi hasari siirlandirmak i¢in viicutta birgok savunma
mekanizmasi gelismistir. Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA
gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu énleyen veya geciktirebilen maddeler
antioksidan savunma sistemleri (antioksidanlar) olarak bilinirler. (Ames ve ark., 1993;
Frei, 1994; Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997, Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, hem direkt
hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin, karsinojenlerin ve toksik radikal
reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine kargi hiicreleri koruyan maddelerdir. Kontrol
mekanizmasmin temel amaci serbest radikallerin asirt yapilmasini Onlemek, ayni
zamanda da saglam olan komsu hiicreleri korumaktir. Antioksidanlar endojen ve
eksojen kaynakli antioksidanlar, serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve
mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler, enzim olanlar ve enzim olmayanlar, seklinde

siniflandirilmaktadir. Antioksidanlarin etkileri:

a) Toplayict etki: Scavenging (temizleme) etkisi, oksidanlari zayif bir molekiile
cevirme seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir. Serbest oksijen
radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya c¢ok daha zayif yeni bir molekiile

cevirme islemine "toplayici etki" denir.

b) Bastirici etki: Baskilama etkisi, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir. Serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan

veya inaktif sekle doniistiiren olaya "bastiric: etki" denir.

¢) Zincir kiric1 etki: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarim engelleyen agir metaller
seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilr.
Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini

kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye "zincir kiricr etki" denmektedir.
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d) Onaric etki: Serbest radikallerin olusturduklar: hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Antioksidanlar, yiyecek katkilari olarak, hiicresel komponentler veya plazma
bilesenleri olarak ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar. Cok sayida yiyecek katkilarimin
giintimiizde koruyucular, antioksidanlar, renk vericiler, tatlandimcilar, koyulastirici
ajanlar, besleyici olmayan sekersiz tatlandiricilar olarak kullamldigr agiklanmustir.
Yiyecek katkisi olarak kullanilanlarin  bazilarmin  yiyeceklerde kullanilmasimin
yasaklandig1 ve bunlarm mutajenik, karsinojenik ve toksik etkili oldugu belirtilmigtir

(Fujise, 1982).
2.5. ANTIOKSIDAN CESITLERI

Antioksidanlar, otookside olabilir materyallerin oksidasyon baslangicini
geciktiren veya hizini azaltan maddelerdir. Gerek dogal ve gerekse sentetik ylizlerce
bilesigin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Giintimiizde endiistriyel
proseslerde gida maddelerinin depolanma stabilitelerini artirmak igin gogunlukla BHA,
BHT ve PG gibi sentetik antioksidanlar kullaniimaktadir. Antioksidan olarak kullanilan
kimyasallarin toksisiteleri nedeniyle, son yillarda ilgi dogal antioksidanlar {izerinde
yogunlagmistir. Ciinkii, dogal antioksidanlar, insanlarin yiizlerce yildir tikettikleri veya
gidalara karigtirdiklan katkilardir. Bitkiler (yagh tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler,
baharatlar ve ¢ay), hayvansal iirlinler (peptidler, amino asitler ve karotenoidler),
enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz) ve baz
mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklardir. Bunlarin antioksidan
aktiviteleri C vitamini, fenolik bilesikler, karotenoidler ve E vitamini gibi bilesiklerden

kaynaklanmaktadir.

2.5.1. Endojen Antioksidanlar
2.5.1.1. Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom

oksidaz, asagidaki reaksiyonla siiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40, + 4H + 4e — 2H,0
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Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon
olup, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji
tiretimi saglanir (Frei, 1994; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Smirnoff ve Palanca, 1995;
Bast ve ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

Glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Py): Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin
uzaklastirlmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekiil agirligr ise yaklasik olarak
85000 Dalton'dur. % 25-401 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu
dokular ise eritrositler ve karacierdir (Firat, 1997). GSH-Px, intraselliiler mesafede
lipidleri peroksidasyondan koruyan en énemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin &zellikle
sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapisint ve fonksiyonunu korur
(Necheles ve ark., 1968; Mc Cray ve ark., 1976; Beloqui ve Cederbaum, 1986; Michiels
ve ark., 1994; Akkus, 1995; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999). GSH-Px, asagidaki
reaksiyonlar katalizler (Paglia ve Valentine, 1967; Jones ve ark., 1981; Flohe, 1988;
Michiels ve ark., 1994; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999).

GSH-Px
H,0; +2GSH — GSSG + Hx0
GSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H;O

Glutatyon rediiktazy enzimi (GSH-RD): Hidroperoksitlerin rediikte olmas:
esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG), GSSG-R'n katalizledigi
reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniiglir. Reaksiyonun ger¢eklesmesi icin
NADPH'a ihtiyag vardir (Rice-Evans ve ark., 1991; Akkus, 1995; Dikici,1999).

GSSG-R
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP'

Glutatyon-S-transferaz enzimi (GST): Selenyuma bagli olmayan GSH-Px'
olarak adlandirilir. Oncelikle arasidonik asit olmak iizere lipid peroksitlerine kars1 Se
bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gstererek antioksidan etki gésterir (Mannervik,
1985; Akkus, 1995; Firat, 1997, Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).
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GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD): SOD, antioksidan savunmanin ilk basamagi
olan siiperoksitin H,O,'e dismutasyonunu katalize eden bir metaloenzimdir. (Mc Cord
ve Fridovich, 1969; Fridovich, 1975; Henry ve ark., 1976; Flohe ve Otting, 1984;
Gonzales ve ark., 1984; Cerutti ve ark., 1988; Wheeler, 1990; Bast ve ark., 1997; Cakar,
1997).

SOD
Oye+ 0y e+ 2H — 0, + H,0,

Katalaz enzimi (CAT): Katalaz (CAT), tim hiicre tiplerinde degisik
konsantrasyonlarda bulunan dort tane hem grubu igeren bir hemoproteindir. Molekiil
agirligi 248 000 Dalton'dur. Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler
(Tudhope, 1967; Palmer, 1990; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

CAT.
2H,0, — 2H,0 + O,

Eritropoietin (Hemopoietik biiyiime faktorii): Hemopoietik bliyime faktorii
eritropoietin (EPO), 165 amino asitten olusan, molekiil agirligi yaklasik 34.000 dalton
olan bir glikoproteindir. Eritropoietin, bobrek yetmezligine bagli anemi tedavisinde
1986 yilindan beri tiim diinyada, yaygin olarak kullanilmaktadir ve son 10 yilda bobrek

yetmezligi tedavisinde saglanan en 6nemli gelismedir.
2.5.1.2.Nonenzimatik endojen antioksidanlar
e Lipid fazda bulunanlar (a-tokoferol, B-karoten)
e S1vi fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar.

(askorbikasit, {iirat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin,

miyoglobin, hemoglobin, ferritin, albumin, bilirubin, glutatyon)

e Hem sivi hem de lipid fazda bulunanlar (melatonin)
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Rediikte glutatyon (GSH): Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve
glisin igeren bir tripeptit olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicutta
enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle

reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (Beutler ve Duron, 1963;

Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

Rediikte Glutatyon

Melatonin: Hidroksil serbest radikalini (HO¢) ortadan kaldirir. En zararl: radikal
olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran, giinimiize kadar bilinen en giiglii
antioksidandir. Lipofilik 6zellige sahiptir. DNA hasarini da ¢ok etkili bir sekilde inhibe
ettigi goOsterilmistir. Yas artimi ile birlikte melatonin tiretimi de azalmaktadir. Bu
durumun yaglanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemli olabilecegi
diislinilmiistir (Akkus, 1995; Dikici, 1999). Melatonin epifiz bezinin pineolasit adi
verilen hiicrelerinden salgilanir. Melatonin, kisiden kisiye degisse de yaklagik olarak
23:00 ile 05:00 saatleri arasinda salgilanan bir hormondur. Hormonun temel gérevi
viicudun biyolojik saatini koruyup ritmini ayarlamaktir. Bunun haricinde melatoninin
gliclii salgilanmasinin kansere karsi koruyucu etkisi vardir. Bu nedenle 16semi ve diger

kansere yakalananlarin kesinlikle karanlik ortamlarda yatirilmalar istenmektedir.

Seruloplazmin (CP): Seruloplazmin total serum bakirmin yaklasik %95’ini
iceren 02 globulindir. Ferro demiri (Fe+2) ferri demire (Fe™ ) yiikseltgeyerek Fenton
reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali olusumunu inhibe eder. Cu™ baglayict
bilesiktir.

Transferrin ve Laktoferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglar (Akkus, 1995;
Rice-Evans ve ark., 1991; Dikici, 1999). Transferin kanda demir tagtyan bir p-globindir.
Laktoferrin ise dolagimdaki serbest demiri diisiik pH’larda baglar.
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Hemoglobin: Hemoglobin eritrositlerin kirmizi rengini saglayan ve oksijen
tasima yetenedi kazandiran bilesenidir. Protein yapisindaki hemoglobin oksijeni

akcigerlerden dokulara, karbondioksiti ise dokulardan akcigerlere tasimaktadir.

Bilirubin: Hem proteinlerinin yikim {iriinii olan bilirubin aymi zamanda ¢ok
efektif bir lipid antioksidandir. Bilirubinin  mikromolar konsantrasyonlarda dahi
peroksil radikalini yakaladifi ve =zincir kiran antioksidan olarak davrandig
gosterilmistir (Gutteridge, 1995; Krinsky, 1988; Firat, 1997) Bilirubin siiperoksit ve
hidroksil radikali toplayicisidir.

Metiyonin: Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri

oksidatif hasara kars1 korur.

Urat: Siiperoksit, hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler.
Demir ve bakir iyonlarim baglayarak etkisizlestirir fakat lipid radikalleri tizerine etkisi
yoktur. C vitamini oksidasyonunu da engeller (Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Albiimin: Plazmanin zincir kirici antioksidan aktivitesine yol agan plazma
stilfidril gruplarinin major komponentidir. Plazmada hipoklordz asitin giiglii bir
temizleyicisidir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Avci, 2001). Albtimin LOOH ve HCIO

toplayicisidir. Ayni zamanda Cu*? ve hem baglayici bilegiktir.

Tiyoredoksin sistem: Tiyoredoksin sistem oksidorediiktaz enzim aktivitesi
gosteren tiyoredoksin (Trx) ile tiyoredoksin rediiktazi (TrxR) igeren iki antioksidan

enzim sistemi igerir. Memeli ve prokaryotik hiicrelerde bulunur.

Ubikinon (Koenzim Q - Q10): Ubikinon esas olarak mitokondride elektron
transport zincirinin bir pargasi olarak kullanilmaktir, bunun yamnda ubikinon diisiik
derisimlerde plazmada ve hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu

antioksidan olarak bulunur.




25

Flavonoidler ve Fenolik Bilesikler: Flavonoidler gesitli sebze, meyve ve
tahillarda bulunan ve lipidlerde ¢dziinen antioksidan olarak bitkilerdeki kirmizi, mavi ve
sart renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Bagslica besinsel kaynaklari elma,
portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap, liziim suyu
ve ¢ay gibi bitkisel kaynakli igeceklerde de bulunurlar (Dikici, 1999). Dogal olarak
bitkilerin govdelerinde, yapraklarinda, kabuklarinda, ¢igeklerinde ve kdoklerinde
bulunurlar. Flavonoidler, 6nemli metal selatdrleri ve serbest radikal temizleyicisi gibi
rol oynarlar. Flavonoidlerin insan saglifma bir ¢ok olumlu tesirleri oldugu ve kalp-
damar hastaliklarin1 &nleyerek kalp krizi riskini azaltigi yonde etkileri genellikle

antioksidan 6zelligiyle ilgilidir.

Dogada 400’den fazla flavonoid tamimlanmis olup, halka yapilarmma gore;
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler, izoflavonoidler gibi

isimler almaktadirlar.

Selenyum: In vitro hayvan deneylerinde Se bilesiklerinin apoptozisi ve
transforme hiicrelerde hiicre siklusunu indirgedigi gosterilmis ve bundan dolayr da

kanser hiicre gelisimini durdugu ileri stirtilmustiir.

2.5.2. Eksojen Antioksidanlar
2.5.2.1. Vitamin Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

a-Tokoferol (E vitamini): o, B, v, 8 olmak iizere dort farkli tokoferol formu
bulunur. Tokoferoller, gerek hayvansal ve gerekse bitkisel dokularda yaygin olarak
bulunurlar. Vitamin E (o-tokoferol) ¢ok giiclii bir antioksidandir, hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan
ilk savunma hattim olusturur. Vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet
oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Vitamin E zincir kirict
antioksidan olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu, vitamin E vasitastyla

sonlandirilabilir.

Le + VitE — LH + VitEe

VitEe + Le — LH + Viton
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Serbest radikallerin kanserin baglamasinda rol aldigi ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasmi ve tiimdriin

biiylimesini 6nledigi kaydedilmistir.

B-Karoten (A vitamini): Alkoller(retinoller), aldehitler(retinaller) ve retinoik
asitler basta olmak tizere A vitamininin gesitli tiirleri bulunur. A vitamininin en etkili ve

en yaygin tiirli B- karoten’dir.

Beta-Karoten

Karotenoidler, bir ¢ok meyve ve sebzede bulunan sari, turuncu ve kirmizi renk
veren pigmentlerdir.

Askorbik asit (C vitamini): Askorbik asit insan plazmasinda ve hiicre zarinda
bulunan, zar1 gegebilen major antioksidanlardan biridir. Askorbik asitin antioksidan
olarak esas gorevi lipit hidroperoksitlerin olusumunu engellemektir.

Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik
asit proteine bagh ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali

(HO¢) olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir.

Folik asit (Folat): Dogada en ¢ok yesil yapraklarda ve karacigerde bulunur.
Folik asit eksikliginde DNA sentezi bozulur.

HN’/OU:: COOH

ANH

mn
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a-Lipoik Asit: Bitkilerin ¢ogunda ve tiroid hari¢ biitiin hayvansal dokularda
bulunur. Kiikiirt iceren, endojen bir antioksidandir. HOe® radikali ve H,O,’1 nétralize
eder.

2.5.2.2. la¢ Olarak Kullamilan Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitdrleri, indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid
(NADPH) oksidaz inhibitérleri, rekombinant siiperoksit dismutaz, Trolox-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), soya
fasiilyesi inhibitorleri, demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin,

seruloplazmin), nétrofil adezyon inhibitérleri, sitokinler (TNF ve IL-1), barbitiiratlardr.

2.5.2.3. Gidalardaki Eksojen Antioksidanlar
Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis hidroksianisol (BHA),

sodyum benzoat, ethoxyquin, propilgallat, Fe-siiperoksid dismutazdir.

2.8. ANTIOKSIDAN AKTIVITESI TAYIN METODLARI

Son zamanlarda toplam antioksidan kapasite veya toplam antioksidan aktiviteyi
olgmek icin birkag metod gelistirilmistir. Trolox ekivalenti antioksidan kapasite
(TEAC), toplam radikal tutma parametresi (TRAP), demir (IIT) iyonu indirgeme giicii
(FRAP) ve oksijen radikalini absorblama kapasitesi (ORAC) bunlardan bazilaridir. Bu
metodlar substrat, prob, reaksiyon sartlar1 ve antioksidan etkinin hesaplanma sekline
goére birbirinden farklidir. Bu yiizden farkli metodlardan alinan sonuglar karsilagtirmak
son derece zordur (Frankel ve Meyer, 2000). Bu metodlar kimyasal reaksiyonlarina gore
baslica iki gruba ayrilirlar: Hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan metodlar ve bir
tek elektron transferine (ET) dayanan metodlar. HAT- ‘Ve ET-temelli metodlar 6rnegin
koruyucu antioksidan kapasitesi yerine radikal veya oksidan giderici kapasitesini

olgmeyi hedefler.
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2.8.1. HAT-temelli metodlar
ORAC, TRAP gibi HAT-temelli metodlarda peroksil radikali (ROOe) iiretmek

tizere bir radikal baglatici kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller i¢in ortamdaki
substrat ile yarigir. ROOe tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonugta
ROOe ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Ou vd.,
2002, Huang vd., 2005).

ORAC (Oksijen Radikalini Absorblama Kapasitesi) metodu: Cesitli ekstraktlar
ve fitokimyasallarin antioksidan aktivitesini 6l¢gmek igin kullanilir. Metodun ilk halinde
prob olarak fluoresan bir protein olan B-fikoeritrin (B-PE) ile ve peroksil radikal
baslaticis1 olarak AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorit) bilesigi 1ile
caligilmistir. Ancak B-PE’nin fotostabil olmamasi, polifenolik maddelerle etkilesimi ve
radikal baglatici eklenmediginde bile fluoresansinin azalmasi dezavantajlariyla
karsilagilmis ve sonralari ORAC metodu, prob olarak B-PE yerine floressein
kullamlarak gelistirilmistir. Floressein (FL, 3',6'-dihidroksispiro [izobenzofuran-1[3H],
9'[9H]-ksanten]-3-on) protein olmayan sentetik bir probdur (Becker vd., 2004). Bu
metotta radikal baslatici olan AAPH, floressein veya B-PE’nin fluoresansinda azalmaya
neden olur. Reaksiyon ilerledikge fluoressein veya B-PE tiiketilir. Antioksidan
varliginda AAPH radikalleri giderilir ve fluoresans azalmasi inhibe edilir (Tomer vd.,

2007).

TRAP (Toplam Radikal Tuzaklayici Antioksidan Parametre) metodu: Plazma
ve serumun “total antioksidan kapasitesi’ni Olgmek igin gelistirilmistir. Bu metod
plazma antioksidanlarin1 okside etmek igin ABAP (2,2'-azobis(2-amidinopropan)
hidroklorit) radikal baslaticisi tarafindan peroksil radikallerinin iiretilmesi ve meydana
gelen oksidasyon sirasinda tiiketilen oksijenin 6lgiilerek izlenmesine dayanir. Daha
sonra metod, oksitlenebilir bir lipid substrati olan linoleik asidin eklenmesiyle modifiye
edilmistir (Frankel ve Meyer, 2000). Modifiye metotta Cu*" ya da bir azo baslaticisi ile
linoleik asit oksidasyonu yapay olarak indiiklenir, otooksidasyonun ilerleyisi linoleik
asit oksidasyonundan olusan konjuge dienperoksitlerin absorbansinin takibi ile izlenir
(Huang vd., 2005).

Crocin agartma metodu: Crocin dogal bir karotenoid tiirevidir. Metod serbest
radikal baslatict AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorit) tarafindan, crocinin

agarmasini 6nlemede antioksidanlarin inhibisyon kapasitesini l¢er. Crosin safrandan
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elde edilen dogal pigmentler karisimi oldugu i¢in ¢ok fazla cesitlili§e sahiptir ve
karotenoidler gibi diger gida pigmentleri ayni dalga boyunda (A=450 nm) 151k absorblar.

Bu da crocinin endiistriyel uygulamasini sinirlar (Huang vd., 2005).
2.8.2. ET-temelli metodlar

Antioksidanin, Fe**, ABTSe" gibi bir oksidan tarafindan yiikseltgenmesi
sonucunda bir elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu da oksidanin renk
degisimine neden olur. UV/VIS ile absorbans degisimi 6lgiilir. Bu absorbans
degisiminin derecesi antioksidan konsantrasyonuyla orantili oldugundan, antioksidanin
indirgeyici kapasitesi tayininde kullanilir. FCR ile toplam fenolik bilesik tayini, Ccu*
indirgeme kapasitesi, TEAC ve FRAP metodlar: bu siufa girer.

FCR ile toplam fenolik bilesik tayini: Metod baslangigta proteinlerde fenol
grubu igeren tirozin kalintisi ile Folin-Ciocalteu ayiracinin (FCR) etkilesiminden dolay1
protein analizi i¢gin diigiiniilmistiir. Daha sonralar1 daha genisletilerek toplam fenol
metodu olarak kullanimi artmustir. FCR Cu®, C vitamini gibi fenolik olmayan bilesikler
tarafindan da indirgenebildigi i¢in fenolik bilesiklere spesifik degildir. Ancak fenolik
bilesikler sadece bazik sartlar altinda (metotta pH:10 i¢in karbonat ¢ozeltisi kullanilir)
FCR ile reaksiyon verir. Fenolik antioksidanlarin varliginda ayiragtaki Mo(VI)’'nin
indirgenmesiyle renk saridan maviye ddner ve 760 nm’de absorbans 6lgiiliir. FCR
6megin indirgeyici kapasitesini 6lgen bir metod oldugu igin “antioksidan kapasite” ve
FCR ile toplam fenol metodu arasinda korelasyon bulunur. Basit ve tekrarlanabilir bir
metod oldugundan, fenolik antioksidan galigmalarinda rutin olarak kullanilmaktadir
- (Huang vd., 2005).

TEAC (Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite) metodu: 11k kez 1993 yilinda
bildirilen metod daha sonralarn gelistirilmigtir. Bu metotta metmiyoglobin/H,O»
sisteminin  olusturdugu  ferrilmiyoglobin  radikali ~ABTS  (2,2'-azinobis(3-
etilbenzothiazolin-6-siilfonat)) ile etkileserek ABTSe" katyonik radikalini {iretir. Olugan
ABTSe" radikalinin antioksidan tarafindan giderilmesi 734 nm’de absorbansin
azalmasiyla takip edilir (Frankel ve Meyer, 2000). Modifiye metotta ise ABTSe"
radikali, ABTS’nin potasyum persiilfat oksidasyonuyla direk tretilir. Antioksidan
kapasite suda ¢dziinen E vitamini analogu olan trolox konsantrasyonu (mM) olarak
tayin edilir. TEAC, 1 mM troloxunkiyle aym aktiviteyi gostermek icin gerekli olan

antioksidan konsantrasyonunu ifede eder. Artan kullanimina ragmen bazi simrlamalari
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vardir, en biyik dezavantaji sentetik ABTSe’ radikalinin biyolojik sistemlerde

bulunmamasidir (Becker vd., 2004, Huang vd., 2005).

FRAP (Fe(Il) Iyonu Indirgeme Giicii) metodu: Bu metotta diisik pH’da ferrik
tripiridﬂtriazin kompleksi (Fe**-TPTZ) antioksidanlarin etkisiyle ferrsz kompleksine
(Fez+—TPTZ) indirgenir. Olusan kompleksin 593 nm’de absorbansi Sl¢iiliir. Boylece
elektron vermenin antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu
varsayilir. Bu yaklagimin ana dezavantaji, metod okside olabilen bir substrat
icermediginden antioksidanlarin koruyucu ozellikleri hakkinda bilgi saglamamasidir
(Benzie ve Strain, 1996, Huang vd., 2005).

DPPH radikali giderme metodu: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
ticari olarak mevcut, stabil radikallerden biridir. Fenolik antioksidanlarin aktiviteleri
iizerinde yap1 etkisini ¢aligmak i¢in kullamlan ilk sentetik antioksidanlardan biridir.
Etanoldeki ¢ozeltisi mor renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans verir.
Antioksidan tarafindan indirgenince rengi soldugu igin reaksiyonun ilerleyisi
spektrofotometre ile izlenir. DPPH’in renginin solmas: antioksidan konsantrasyonu ile
orantilidir. Baslangictaki ilk DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gerekli
antioksidan miktar1 “antiradikal etkinlik”i ifade eder ve ECsy (mg/ml) olarak
isimlendirilir (Frankel ve Meyer, 2000). ECsy degeri antioksidan aktiviteyi 6lgmek igin
daha yaygmn olarak kullanilan bir parametredir.

Oksidan olarak Cu’* kullanan toplam antioksidan potansiyel metodu: Bu
metoda dair az sayida yaymlanmus bilgi vardir. Omekte bulunan indirgenler
(antioksidanlar) tarafindan Cu** Cu™e indirgenir. Cu" kromojenik bir reaktif olan
batokupronin (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin) ile kompleks olusturur. 490
nm’de maksimum absorbans dl¢iiliir (Huang vd., 2005).

2.8.3. Lipid oksidasyon markerlerini 6l§eh metodlar

Lipid model sistemlerinde reaktanlarin kaybi (oksijen, yag asitleri), serbest
radikal olusumu ve primer ve sekonder oksidasyon firiinlerinin (hidroperoksitler,
aldehitler, ketonlar, asitler) olusumunun tayin edilmesi lipid oksidasyonunda en yaygin
kullanilan indikatérlerdir. Peroksit degeri (POV), tiyobarbiitirik asit reaktif tiirlerin
(TBARS) tayini ve kisa zincirli yag asitlerinden kaynaklanan iletkenligin (Ransimat
metodu) Sletimil lipid oksidasyonunun tayininde en sik kullanilan metodlardir. POV

tayininde iki farkli metodla lipid peroksitlerin olusumu izlenir. Metodlardan biri olan
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iyodometrik yontem; olusan peroksitlerin iyodiir (I') ile reaksiyona girerek iyot (I)
olusturmasi ve olusan iyodun titrimetrik yontemle tayin edilmesi esasina dayanir. Ferrik
tiyosiyanat metodunun esas1 ise, olusan peroksitlerin Fe®* iyonlarm Fe*"e
yikseltgemesi ve ortama eklenen tiyosiyanat ile olusturulan kompleksin
spektrofotometrik olarak tayinine dayanir (Pan vd., 2007). TBARS tayini ile aldehitler,
ketonlar, asitler ve hidrokarbonlar gibi sekonder oksidasyon tiriinlerinin olusumu tayin
edilir. Sadece lipit peroksidayonunun son {iriinii olan malondialdehite (MDA) spesifik
olmayip, diger okso bilesiklerini de olger (Becker vd., 2004). Ransimat yénteminde
antioksidan aktivite yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin yiiksek sicaklikta
peroksidasyonu sonucu olugan bozunma iiriinlerinin su icine absorbe edilerek, Ransimat

cihaz ile suyun iletkenligi tayin edilir (Barrera-Arellano ve Esteves, 1992).
2.8.4. Diger ROS giderici kapasiteleri 6lcen metodlar

Insan viicudunda oksidatif hasara neden olabilen 00", H,0,, eOH, 102 ve
ONOO" gibi reaktif oksijen tiirleri oldugu bilinmektedir. O, SOD enzimi ve HyO,
katalaz enzimi ile zararsiz tiirlere gevrilebilirken eOH, 10, ve ONOO™i gidermek i¢in
enzimatik faaliyet bilinmemektedir. Bu yiizden 6rneklerin oksidan giderici kapasiteleri
degerlendirilirken, metotlar bu reaktif oksijen tiirlerini de icerecek sekilde
diizenlenmelidir. In vitro kosullarda cesitli radikal firetici sistemler kullamilarak

antioksidanlarin serbest radikal tuzaklama yeteneklerinin &l¢iimii icin bazi metodlar
kullanilmaktadir.

0 radikali giderme kapasitesi tayini: NADH/PMS/O, sistemi ile (Franke vd.,
2004, Giilgin vd., 2003) ve riboflavin/metiyonin sisteminde flavinin fotokimyasal
indirgenmesi ile non-enzimatik olarak (Dasgupta ve De, 2007) veya hipoksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile enzimatik olarak (Wood vd., 2003) siiperoksit radikali iiretilir.
giderme aktivitesi substrat olarak kullamlan NBT nin indirgenmesiyle tayin edilir. Bu
metotta olusturulan O,e” radikalleri sari renkli NBT*"yi mavi renkli formazan tiirevine
indirger. Ortamda antioksidan bilesik varsa mavi-mor NBT olusumu inhibe edilir.
Ancak NBT’nin direk antioksidan tarafindan indirgenmesi de s6zkonusudur.

®OH radikali giderme kapasitesi tayini: Biyolojik olarak @ OH radikali biiyiik
6l¢iide Fenton reaksiyonu ile olustugu igin in vitro kosullarda da Fe**/H,0, sistemiyle
tretilir ve antioksidanin ®OH radikalini giderebilme giicii 6lgiiliir. Ancak pek cok

antioksidan ayn1 zamanda metal selatérii oldugu igin Fe*"nin aktivitesini degistirebilir.
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Bu yiizden degerlendirilen antioksidanin iyi bir metal selatlayici mi veya @ OH radikali
giderici mi. oldugunun kesin anlasilamamasi metodun dezavantajidir (Becker vd., 2004).

Peroksinitrit (ONOQ') giderici kapasitenin tayini: ONOO™ gii¢li  bir
antioksidan degildir, ancak fizyolojik pH’da protonlanmus hali olan peroksinitréz asit
(ONOOH) ¢ok giiclii bir oksidandir. Ozellikle protein hasarindan sorumlu oldugu
diigtiniilir. ONOO™ giderici 6lgtimler genellikle ONOO" tarafindan tirozinin
nitrolanmasinin inhibisyonuna dayanir. Nitrozaminlerin HPLC ile ayrimina dayanan ve

uzun siiren bir metottur (Becker vd., 2004).
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2.9. CALISMADA KULLANILAN BITKILER VE OZELLIKLERi

Insanligin ilk zamanlarinda ortaya ¢ikan, bitkisel tedaviler gézlemler sonucunda

deneyimlerin nesiller boyu kusaktan kusaga aktarilmasiyla glintimiize kadar gelmistir.

TURKCEADI REYHAN CIBRIKA

LATINCE ADI Odnrum basilicurn L Satureja hortensis L

FAVILYAS/ Larriaceae (Ballibabagiller) | Larmiaceae (Ballibabagiller)
KULLANILAN KISIVI| Yaprak, Cigek, Kok Yaprak, Cicek, Kok

Tablo 2.4. Calismada Kullanilan Bitkiler

Lamiaceae familyasi; bir ya da ¢ok yillik, genellikle salgi tiiylii ve kokulu, otsu
veya calimsi bitkileri icermektedir. Govde genellikle dort késeli, yapraklar stipulasiz,
basit veya parcali, karsilikli caprazdir. Cigekler braktelerin koltugunda yalanci
vertisiller halinde, brakteler yapraklara benzer veya onlardan farklidir. (Davis, 1982).

2.9.1. Reyhan (Ocimum basilicum L.)

Sekil 2.3. Reyhan (Ocimum basilicum L.) Bitkisi

Reyhan (Ocimum basilicum L.) tiirliniin yaprakli ve ¢igekli dallaridir. Bu tiir 20-
40 cm yiikseklikte, beyaz veya pembe cicekli, bir yillik ve otsu bir bitkidir. Orijininin
Hindistan, Afganistan, Pakistan oldugu diisiiniilmektedir. Giinlimiizde tiim diinyada
kiiltiiri yapilmakta olup, iilkemizde Giiney Anadolu’da yetistirilmektedir. Reyhan,
cicekli ve yaprakli dallardan olusmaktadir. Yapraklar basit, sapli, 2-6 cm uzunlukta,

oval bi¢ciminde, kenarlar1 seyrek disli, 6zel kokulu ve baharli lezzetlidir.
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Reyhan oncelikle sindirim sistemini ve sinir sistemini olumlu etkiler; siskinlik,
mide krampi, kolikler ve sindirim problemlerin kullanim alamidir. Mide bulantisini
yatigtirir ve bagirsak parazitlerini 6ldiirebilir. Yatistirici etkisi sayesinde sinirlilik,
depresyon, gerginlik ve uykusuzluk durumlarinda yardimeci olur. Epilepsi, migren ve
bogmacaya kars1 da denenmelidir. Geleneksel olarak anne siitiinii arttirmada kullanilir.
Bitki 6zsuyu, sinek ve bocek isiriklarinin tedavisinde dogrudan isirilan bolgeye

stirtilerek kullanilir. Reyhan ayrica antibakteriyel 6zellige de sahiptir.

2.9.2. Cibrika (Satureja hortensis L.)

Sekil 2.4. Cibrika (Satureja hortensis L.) Bitkisi

Cibrika (Satureja hortensis L.), Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasinda olup
halk arasinda sater, zater, geyik otu, ¢ibriska, ¢ibrika gibi isimler kullanilir. Cibrikanin
kokleri hari¢ tamami ¢ay, baharat ve eterik yag (yag, esans) elde etmek i¢in kullanilir.
Cibrikanin 25 tilirli mevcuttur ve bizi ilgilendiren yazin bir yillik ¢ibrika (Satureja

hortensis L.) ve kisin ¢ok yillik ¢ibrika (Satureja montana L.) tiirevleridir.

Cibrika bitkisinin bilesimindeki maddeler; eterik yag tiirevleri % 0.3-2 arasinda
olup en 6nemlileri carvacrol % 30, cymol (simol) % 20, cymen (simen), caryophyllen,
cadinen, phenol (fenol), borneol, linalool, menton, thymol, dipenten, tanin, aci

maddeler, sitosterin ve urolikasit igerir
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Yaz ¢ibrikast 20-40 cm boyunda gatallagan gvdesi yesil veya kirmizimsi yesil
renkte {izeri ¢ok narin tiiylerle 6rtillii ve ¢ok kiigiik gozeneklere sahiptir. Yapraklar
karsilikli, mizrak seklinde, kenarlar biitiin uglara dogru sivrice, yesil renkli ve kenarlar
hafif halkadir. Cigekleri iki dudakl, tist dudak iki loplu migfer gibi, alt dudak {i¢ loplu,
geri kismi ¢an seklinde, ortasindan 4-6 adet dollenme tozlugu cikar ve gigekler
yapraklarin sap dibinde ¢ikar. Halk arasinda sindirim rahatsizhiklarinda, siskinlik, ishal
ve kramplar1 onleyici, bagirsaklari kuvvetlendirici, bronsit ve Oksiirii§i onleyici

ozelliklere sahiptir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki érnekieri

Deneylerde kullanilan bitkisel materyallerden; reyhan (Ocimum basilicum L.) ve
Cibrika (Satureja hortensis L.) bitkileri Trakya bélgesinin Edirne sehrinde bahgelerde
yetisen yerlerden toplanarak elde edildi. Toplanan érneklerin kullanilacak ¢igek, yaprak
kisimlar1 kok ve saplarindan ayiklandiktan sonra kiigilk pargalara ayirarak oda
sicakhipinda ve golgede kurutuldu. Kurutulan numuneler antioksidan ile ilgili analiz
calismalarda kullanilmak {izere normal sartlar altinda renkli pogetlerde ve karanlikta
saklanarak muhafaza edildi.

3.1.2. Kimyasal maddeler ve cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma ve
Aldrich’de satm alindi. Calismada rondo (Tefal 400W), galkalamali su banyosu (Clifton
100-400rpm; termostatli), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pH-metre (WTW
pH 330i), analitik terazi (Gec Avery), vortex (Fisons), evaporatér (Buchi R-200),
santriftij (Niivefuge CN180), liyofilizator (Edwars Freze Dryer Modulyo), 1sitici ve
manyetik karistirict (Chiltern HS31), mikro pipetler, eppendorflar kullanilan baglica

ekipmanlardir.
3.1.3. Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

% 2°lik Na,CO; Cozeltisi: 2 g NayCOs tartilarak destile su ile balon jojede 100

ml’ye tamamlandi.

% 5°’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 2.5 g NaNO, tartilarak balon jojede destile su

ile 50 mL’ye tamamland.

% 10°luk Al( NO;);.5H,O Cozeltisi: 5 g AI(NO;); tartilarak balon jojede

destile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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% 4.3’liik NaOH Cozeltisi: 4.3 g NaOH tartilarak balon jojede destile su ile

100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH:6.6): KH,PO4 (24.218 g/L) ve NayHPO4.2H,0
(35.598 g/L ) ¢ozeltilerinin pH: 6.6 olacak sekilde karistiriimas: ile hazirlandi.

% 1’lik K3Fe(CN)¢ Cozeltisi: 1g K3Fe(CN)s tartilarak destile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

% 10°luk TCA Cézeltisi: 10 g Trikloroasetik asit tartilarak destile suda ¢oziildii

ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 0.1’lik FeCl3 Cozeltisi: 0.1 g FeCl; tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 100 mL’ye tamamlandi.

156 nM NBT Cozeltisi (Nitrotetrazolium blue kloriir): 0.0255 g NBT
tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7.4) ¢6ziildi ve balon jojede 100 mL’ye

tamamlandi.

468 pM NADH Cozeltisi (Nikotin amid adenin di niikleotid): 0.0694 g
NADH tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7.4) ¢6ziildii ve balon jojede 100mL’ye

tamamlandi.

60 nM PMS Cozeltisi (Phenozine metha siilfat): 0.0018 g PMS tartilarak 0.1
M fosfat tamponunda (pH:7.4) ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

1 mM DPPH Cézeltisi: 0.01972 g DPPH tartilarak etanolde ¢oziildii ve balon

jojede 50 mL’ye tamamlandi.

0.1 mM DPPH Cozeltisi: 1 mM DPPH c¢ozeltisinden 10 mL almarak etanolle

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. ( Giinlik hazirlanir ve 1siktan korunur. )

40 mM H,0, Cozeltisi: 0.409 ml H,0, otomatik pipetle ¢ekilerek balon jojede
100mM fosfat tamponu (pH:7.4) ile 100 mL’ye tamamlanda.
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0.1 M Fosfat Tamponu (pH:7.4): KH,PO4 (13.609 g/L) ve Na;HPO4.12H,0
(35.814 g/L) ¢ozeltilerinin pH:7.4 olacak sekilde (yaklasik 40/150 oraninda)

karigtirilmast ile hazirlandi.

Linoleik Asit Emiilsiyonu: 175 mg Tween-20 ve 155 pL linoleik asidin fosfat

tamponuyla 50 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandu.

% 30°luk NH4SCN Cozeltisi: 30 g NH,SCN tartilarak destile suda ¢oziildd,
balon jojede 100 mL’ye tamamlanda.

20 mM FeCl, Cozeltisi: 0.2535 g FeCl, tartilarak % 3.5’luk HCI ile balon

jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 3.5’luk HCI1 Cézeltisi: 9.46 g der-HCI ¢ozeltisinden pipetle alinarak i¢inde
bir miktar destile su bulunan 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve destile su ile

tamamlanda.

% 75°lik Etanol Cozeltisi: 390.6 mL etil alkol alinarak destile su ile balon
jojede 500 mL’ye tamamlanda.

0.04 M Fosfat Tamponu ( pH:7 ): KH,PO4 ( 5.44 g/L ) ve NayHPO4.12H,0
(7.12 g/L) ¢ozeltileri pH:7 olacak sekilde karistirildi.

2 mM FeCL.4H;0 Cozeltisi: 0.0398 g FeCl,.4H,0 tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 0.0616 g ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve
balon jojede 25 mL’ye tamamlandi. Ferrozin: 3,2-piridil-5,6-difenil 1,2,4 triazin 4'-4"
stilfonilik asit sodyum tuzu.
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3.2. Metod
3.2.1. Ekstraktlarin hazirlanisi

Kurutulan bitki &mekleri ev tipi blenderde 6giitiilerek toz haline getirildikten

sonra su, etanol ve aseton ¢oziiciileri kullanilarak ekstraktlar hazirlandi.

Su infiizyonlar1 igin 25 gr bitki drmegi 400 mL suda 30 dk boyunca manyetik
karistiricida karistirlarak ekstrakte edildi. Elde edilen su ekstraktlar stizgeg kagidinda
stiziildii ve Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Bitki Ilag ve Bilimsel Aragtirmalar

Merkez’inde liyofilize edildi.

Etanol ve aseton ekstraktsiyonu i¢in 25'ser gr bitki 6rnegi 500 mL ¢oziici
eklendikten sonra tekrar aym ¢oziiciide 200 mL daha eklenerek oda sicakliginda
calkalamali su banyosunda 300 rpm de 3 saat inkiibe edildi. Stizge¢ kagidindan siiziildd,

siiziintiilerin ¢oziiciileri evaporatdrde 40°C’ de uguruldu.

Bitkilerden ekstrakte edilebilen bilesiklerin miktar tayini igin liyofilize ve
evapore Orneklerin tartimi alindi. Analiz edilinceye kadar renkli siselerde +4 °C'de
muhafaza edildi.

3.2.2. Toplam fenolik madde tayini

Reyhan (O.basilicum L.) ve cibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin su, etanol ve
aseton ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu Yo6ntemi
(FCR) ile belirlendi (Singleton vd., 1999). Standart fenolik bilesik olarak katesol ve
gallik asit kullamldi. Bunun i¢in dnce standart grafikler ¢izildi.

Bitkilerin 100 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su, etanol ve aseton
ekstraktlarindan 1 mL alindi. Destile su ile hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1
mL folin belirteci eklendi. 3 dk sonra % 2’lik Na,COj; ¢6zeltisinden 3 mL katilarak oda
sartlarinda 2 saat ¢alkalamal su banyosunda 250 rpm’de tutuldu. Ornek yerine destile
su iceren sahit denemeye karg1, 760 nm’de Abs 6l¢iildii. (3 6l¢tim alindi )
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Standartlar i¢inde ayn1 deneme yapildi. Okunan Abs ile konsantrasyon arasinda
¢izilen grafiklerin denklemlerinden orneklerin toplam fenolik madde miktarlart pg
olarak hesaplandi. Standart olarak gallik asit ve katesol kullanildi. Standartlar (20-100
ng/ml) olacak sekilde hazirland:. Bitkiler igin 60 pg/mL kullanildi.

3.2.3. Toplam flavonoid iceriginin tayini

Reyhan (O.basilicum L.) ve gibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin su, etanol ve
aseton ekstrelerinde bulunan toplam flavonoit miktar1 Park ve arkadaslarmin yapmisg
oldugu metoda gére toplam olarak belirlendi (Park vd., 1997). Standart flavonoit bilesik
olarak katesol ve gallik asit kullanildi. Bunun i¢in 6nce standart grafikler ¢izildi.

Bitkilerin 100 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su, etanol ve aseton
ekstraktlarindan 10 mL alind1. Uzerine 1 mL % 5°lik sodyum nitrit ilave edilerek 6 dk
bekletildi ve flavonoid-aliiminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL % 10’luk
aliiminyum nitrat eklendi. 6 dk sonra 10 mL % 4.3’lik NaOH ilave edildi ve toplam
hacim destile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda 15 dk sonra, son ¢dzelti
iyice karistirildi ve 510 nm de sahite karsi absorbans olgtildii. Orneklerin toplam
flavonoid igerigi mg katesol/g ekstrakt ve mg gallik asit/g ekstrakt olarak tanimlandi.

3.2.4. Ferrik tiyosiyanat (FTC) metoduna gire toplam antioksidan aktivite

tayini

Toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gére belirlendi
(Pan vd., 2007; Mitsuda vd., 1966). Bu metotta in vitro kosullarda linoleik asit
oksidasyonu olusturulur ve oksidasyon sirasinda Fe** iyonlar Fe** iyonlarma
yiikseltgenir. Belirli ~arahiklarla inkiibasyondaki karigimdan &rnek alinarak
spektrofotometrik 6lgiim ile peroksitlerin olusumu takip edilir. Yiksek absorbans degeri

yiiksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder.
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Degisik konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlari ve standart ¢6zeltilerin 1 mL’sine
1.5 mL fosfat tamponu (0.04 M, pH: 7) ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi.
Cozeltiler kanistirildiktan sonra 37 °C’de karanlikta inkiibe edildi. 10 saat’te bir bu
¢ozeltilerden 0.1 mL alinip iizerine 3.7 mL % 75’lik etilalkol ve 0.1 mL % 30’luk
NH,4SCN eklendi. 3 dk sonra reaksiyon karigimlarina 0.1 mL FeCl, (20 mM) ¢ozeltisi
eklendi. 5 dk sonra olusan rengin absorbans: 500 nm’de okundu. Kontrol; 2.5 mL fosfat
tamponu (0.04 M, pH:7) ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu igerir. Standart olarak a-
tokoferol ve askorbik asit kullandi. Linoleik asit peroksidasyonunun % inhibisyonu

asagidaki formiil ile hesapland :

Lipid peroksidasyonun inhibisyonu (%) = [ 1- (Asmek/Akontrot) ] X 100
Ayontrol: Kontroliin absorbansi Asmex: Ornegin yada standartlarin absorbansi

3.2.5. Toplam ferrik iyonlarimi (Fe+3) indirgeme kapasitesinin tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore
yapildi (Yen ve Chen, 1995; Oyaizu, 1986). Ortamdaki indirgen madde Fe’* iyonlarin
Fe?" iyonlarima indirger ve FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin
absorbans1 6lgiiliir. Yiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin

g0stergesidir.

1 mL ornege 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH: 6.6) ve 2.5 mL % 1°lik
K3Fe (CN)s eklendi. Karisim 50 °C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 2.5 mL % 10’luk
TCA ilave edildi ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 ¢ozeltinin tist
tabakasindan 2.5 mL alinarak 2.5 mL destile su ve 0.5 mL % 0.1°lik FeCl3 ¢ozeltisi ile
karistirildi. 700 nm’de absorbans olgiildii. Bitki 6rnegi  20-100 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standart olarak o-tokoferol, BHA, BHT ve askorbik
asit kullanildi.
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3.2.6. Ferroz ( Fe+2) metal iyonlarini selatlama aktivitesinin tayini

Farkli konsantrasyonlardaki (20-100 pg/mL) bitki ekstraktlarinin Fe'? iyonlarin
selatlama aktivitesi Dinis ve ark. metoduna gore ¢alisildi (Dinis vd., 1994). Metod Fe?*
iyonlarini baglamak {izere, gliglii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile ortamda
bulunan metal baglayici bilesiklerin yarismasina dayamir. Selatlama giicti yiiksekse

kirmizi renkli Fe**/ferrozin kompleksinin olusumu engellenir.

0.4 ml bitki 6rnegine 0.05 mL 2 mM FeCl, ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2 mL
5 mM ferrozin c¢ozeltisi ilavesiyle baglatildi. Toplam hacim etil alkolle 4 mL’ye
ayarlandi. Sonra karisim vorteksle hizlica karistirilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Bu siire sonunda absorbanslari 562 nm’de okundu. Kontrol; FeCl, ve ferrozin igeriyor.

Standartlar olarak askorbik asit, a-tokoferol, BHA ve BHT kullanild:.
Metal selatlama etkisi (%) = [ ( Axontrol— Asmek) / Akontrol ] X 100

Axontrol: Kontroliin absorbansi Asme: Ornek ya da standartlarin absorbansi

3.2.7. H,0; giderme aktivitesinin tayini

Bitki ekstraktlarmin hidrojen peroksit giderme aktivitesi Ruch ve arkadaglarinin
belirledikleri metoda gore yapildi (Ruch vd., 1989). Bu metodta, reaksiyon ortamina
eklenen belirli miktardaki hidrojen peroksit ¢ozeltisinin bitki ekstrakti tarafindan

yikilmas1 230 nm’deki absorbans degisimiyle izlenir.

3.4 mL fosfat tamponu (100 mM, pH: 7.4) ve 0.6 mL HyO, ¢dzeltisine (100
mM, pH: 7.4 fosfat tamponunda 40 mM) 1 mL bitki ekstrakt: ilave edildi. Absorbans 10
dk sonra 230 nm’de okundu. Kontrol; sadece 4 mL fosfat tamponu (100 mM, pH: 7.4)

igermektedir. Bitki drnekleri 20-100 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standartlar
olarak ayni konsantrasyonda BHA, BHT ve a-tokoferol kullamldi. H,O, giderme etkisi
(%) - Konsantrasyon (pg/mL) arasinda grafik ¢izildi.

% giderme (H202) = [ (Akontrol - A(irnek )/ Akontrol ] x100

Axontrol: Kontroliin absorbansi Asmer: Omek ya da standartlarin absorbanst
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3.2.8. DPPHe serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini

Serbest radikal yakalama aktivitesi DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest
radikali kullanilarak Blois metoduna gére yapildi (Blois, 1958). Metod ekstraktlarin bir

proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢ozeltisinin rengini
acmasi esasina dayanir. Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest

radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

ImL 0.ImM DPPH (2,2-difenil-1-pikril  hidrazil) tizerine farkli
konsantrasyonlardaki bitki ekstrakti ve standart ¢ézeltilerden 3 ml eklendi. Vorteksle
karigtirildiktan sonra oda sartlarinda karanlikta 30 dk bekletildi. 517 nm de Abs okundu.
Kontrol olarak dogrudan 3 mL etil alkol kullandi. Bitki 6mekleri 20-100 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Standart olarak 20-100 pg/mL konsantrasyonlarinda o-

tokoferol, BHA, BHT ve askorbik asit kullandi.

DPPHe yakalama etkisi (%) = [ ( Axontroi~Asmek )/ Akontrol ] X100

Axontrol: Kontroliin absorbansi Avmex: Ornek ya da standartlarin absorbans:

3.2.9. Siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesinin tayini

Bitki ekstraktlarmnin siiperoksit anyon radikallerini giderme aktivitesi, nitroblue
tetrazolium (NBT) tiriiniin spektrofotometrik 6lgtimiiyle belirlendi. (Zhishen vd., 1999;
Nishimiki vd., 1972). Deney kosullarinda NADH/PMS/O, sistemi ile tiretilen siiperoksit
radikali sar1 renkli NBT’yi mavi-mor renkli formazon tiirevine indirger. Siiperoksit
radikali giderme aktivitesi olan bilesikler varliginda diisikk absorbans degerleri elde

edilir.

1 mL NBT ¢ozeltisi ( 0.1M, pH: 7.4 fosfat tamponunda 156 pM ) ve 1 mL
NADH c¢ozeltisi ( 0.1M, pH: 7.4 fosfat tamponunda 468 pM ) ve 1 mL bitki eksrakti
karigtirildi. Karigima 100 pL. PMS ¢6zeltisi ( 0.1M, pH: 7.4 fosfat tamponunda 60 pM )
ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Karigim 25 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve absorbansi
560 nm’de olgiildii. Kontrol; 1 mL su ile ve 1 mL L-askorbik asit ile yapildi. Bitki
ekstraktlar1 20-100 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. Standartlar olarak ayni
konsantrasyonlarda BHA, BHT ve a-tokoferol kullandi.
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% inhibisyon = [ (Akonm]-A@mek ) / Akontrol ] x100

Aontrol: Kontroliin absorbansi Asmex: Ornek ya da standartlarin absorbans:

3.2.10. istatistik analizler

Tiim deneylerde ii¢ paralel 5l¢iim yapildi ve standart sapmalar hesaplandi.

Grafikleri Windows 7 Excell programinda yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinin 6ziit verimi, su, etanol ve aseton
coziiciileri ile yapilan ekstraksiyon verimleri sirasiyla % 185.832, % 48.988 ve % 3.614
olarak elde edildi. En yiiksek verim Tablo 4.1°den goriildiigii gibi su ¢oziiciisii ile

yapilan ekstraksiyonda gozlendi.

REYHAN
EKSTRAKT SU ETANOL | ASETON
HAM MADDE (g) 25 25 25
EKSTRAKT VERIMI (mg) 185.832 | 48.988 36.140

Tablo 4.1. Reyhan (O.basilicum 1L.)’dan mg/g Ekstrakte Edilen Bilesiklerin

Verimleri

Cibrika (Satureja hortensis L.) bitkisinin 6ziit verimi, su, etanol ve aseton
coziiciileri ile yapilan ekstraksiyon verimleri sirastyla % 207.776, % 61.556 ve % 5.354
olarak elde edildi. En yiksek verim Tablo 4.2°den gorilldiigi tizere su ¢oziiciisii ile

yapilan ekstraksiyonda gozlendi.

CIBRIKA
EKSTRAKT su ETANOL | ASETON
HAM MADDE (g) 25 25 25
EKSTRAKT VERIMI (mg) 207.776 | 61.556 | 53.54

Tablo 4.2. Cibrika (S. hortensis L.)’dan mg/g Ekstrakte Edilen Bilesiklerin

Verimleri

4.1. Toplam fenolik maddeler

Reyhan (Ocimum basilicum 1.) ve Cibrika (Satureja hortensis L.) bitkilerinin
su, etanol ve aseton ekstraktlarindaki toplam ¢6ziinebilen fenolik bilesik miktar1 Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi. Gallik asit ve katesol kullanilarak standart
grafikler hazirlandi. Bu standart grafikler kullanilarak Srneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 mg gallik asit (mg GAE/g ekstrakt) ve mg katesol (mg KE/ g ekstrakt)
esdegeri seklinde hesaplandi.
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Katesol standart grafikten elde edilen formiilden su, etanol ve aseton ekstrelerde
bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 katesol ekivalent (KE) olarak hesaplandi (R*:
0.998). Bu amagla hazirlanan standart katesol grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Absorbans ¢.: 760 nm) = 0.001 [Katesol] + 0.002

Absorbans (760 nm)
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Sekil 4.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini I¢in

Hazirlanan Standart grafigi

Gallik asit standart grafikten elde edilen formiilden su, etanol ve aseton
ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE) olarak
hesaplandi (R%: 0.997). Bu amagla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil 4.2°de

verilmigtir.

Absorbans (. 760 nm) = 0.001 [Gallik asit] + 0.001
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Sekil 4.2. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini Icin Gallik Asit ile

Hazirlanan Standart Grafigi

Reyhan (Ocimum basilicum L.) ve Cibrika (Satureja hortensis L.) bitkilerinin su,
etanol ve aseton ekstraktlarinin katesol ve gallik asit esdegeri olan fenolik madde
miktarlarina ait degerler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Bu grafiklerden goriildiigii
lizere, calisilan bitkilerin ekstrakte edilebilen toplam fenolik bilesik igerikleri
karsilastirildiginda; ¢ibrika (Satureja hortensis L.) bitkisinin daha yiiksek fenolik madde
igerdigi, reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinin ise daha diisiik degerlerde fenolik
madde igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.).
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Sekil 4.3. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Katesol Egdegeri Olan Fenolik
Madde Icerikleri.



Reyhan (O.basilicum L.)’1n katesol esdegeri olarak Sekil 4.3’de goriildiigi gibi
su ekstraktinin 83 mg/g, etanol ekstraktinin 100 mg/g ve aseton ekstraktinin 50 mg/g
fenolik madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.4. Cibrika ( S. hortensis L.) Bitkisinin Katesol Egsdegeri Olan Fenolik

Madde Icerikleri

Cibrika (S. hortensis L.) katesol esdegeri olarak Sekil 4.4’de goriildiigi gibi su
ekstraktinin 183 mg/g, etanol ekstraktinin 116 mg/g ve aseton ekstraktinin 83 mg/g
fenolik madde icerdigi belirlendi.
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Sekil 4.5. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Gallik Asit Esdegeri Olan

Fenolik Madde I¢erikleri.
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Reyhan (O.basilicum L.) gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.5°de goriildiigii gibi
su ekstraktinin 100 mg/g, etanol ekstraktinin 116 mg/g, aseton ekstraktinin 66 mg/g
fenolik madde igerdigi belirlendi.
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Sekil 4.6. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Gallik Asit Esdegeri Olan
Fenolik Madde I¢erikleri

Cibrika (S.hortensis L.) gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.6°da goriildiigii gibi su
ekstraktinin 200 mg/g, etanol ekstraktinin 133 mg/g, aseton ekstraktinin 100 mg/g
fenolik madde igerdigi belirlendi.

4.2.Toplam flavonoid icerigi

Reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis L.) bitkilerin su,
etanol ve aseton ekstraktlarindaki toplam ¢6ziinebilen flavonoid igerigi i¢in katesol ve
gallik asit kullanilarak standart grafikler hazirlandi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Bu standart
grafikler kullanilarak 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg katesol (mg KE/g
ekstrakt) ve mg gallik asit (mg GAE/ g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

Katesol standart grafikten elde edilen formiilden su, etanol ve aseton ekstrelerde
bulunan toplam flavonoit bilesik miktarlar1 katesol ekivalent (KE) olarak hesaplandi

(R?: 0.990). Bu amagla hazirlanan standart katesol grafigi Sekil 4.7°de verilmistir.

Absorbans (.. 510 nm)= 0.012 [Katesol] + 0.036
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Sekil 4.7. Toplam Flavonoit Iceriginin Tayini I¢in Katesol ile Hazirlanan
Standart Grafigi

Gallik asit standart grafikten elde edilen formiilden su, etanol ve aseton
ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE) olarak
hesapland1 (R%: 0.997). Bu amagla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil 4.8°de

verilmigtir.

Absorbans (.: 510 nm) = 0.007 [Gallik asit] + 0.018

y=0,007x+0,018
R*=0,997
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Sekil 4.8. Toplam Flavonoit I¢eriginin Tayini I¢cin Gallik asit ile Hazirlanan
Standart Grafigi
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Sekil 4.9. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Katesol Esdegeri Olan
Flavonoid Madde I¢erikleri

Reyhan (O. basilicum L.) katesol esdegeri olarak Sekil 4.9°da goriildiigii gibi su
ekstraktinin 42.5 mg/g, etanol ekstraktinin 24.2 mg/g ve aseton ekstraktinin 36.6 mg/g

flavonoit madde igerdigi belirlendi.
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Sekil 4.10. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Kategol Esdegeri Olan
Flavonoid Madde icerikleri

Cibrika (S. hortensis L.) katesol esdegeri olarak Sekil 4.10°da goriildiigii gibi su
ekstraktinin 45.5 mg/g, etanol ekstraktinin 31.7 mg/g ve aseton ekstraktinin 41.7 mg/g

flavonoit madde igerdigi belirlendi.
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Sekil 4.11. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Gallik Asit Esdegeri Olan

Flavonoid Madde i¢erikleri

Reyhan (O. basilicum L.) gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.11°de goriildigi gibi
su ekstraktinin 97.10 mg/g, etanol ekstraktinin 65.70 mg/g ve aseton ekstraktinin 87.10

mg/g flavonoit madde igerdigi belirlendi.
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Sekil 4.12. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Gallik Asit Esdegeri Olan

Flavonoid Madde Icerikleri
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Cibrika (S. hortensis L.) gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.12°de goriildiigi gibi
su ekstraktinin 102.3 mg/g, etanol ekstraktinin 78.6 mg/g ve aseton ekstraktinin 95.7

mg/g flavonoit madde igerdigi belirlendi.

4.3.Linoleik asit emiilsiyonunda toplam antioksidan aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonu tizerindeki inhibisyon etkileri,
0-100 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile
ol¢tildii ve sonuglar a-tokoferol ve askorbik asit inhibisyon oranlari ile karsilastirildi.
Inkiibasyon sirasinda emiilsiyonda olusan peroksitlerin miktari, oksidasyonun ilerleyisi
sirasinda 10 saatte bir 6l¢lim alinarak 120 saat boyunca takip edildi. Kontroliin
absorbansinin maksimum oldugu yani lipid peroksidasyonunun en fazla oldugu zaman
kadar olan veriler kullanilarak, herbir ekstraktin farkli konsantrasyonlari i¢in ve standart
maddeler icin absorbans-zaman grafikleri c¢izildi. Grafikler yardimiyla kontroliin
maksimum absorbanst ve her bir 6rnegin maksimum peroksit oksidasyonu anina
karsilik gelen absorbanslari belirlendi.

Reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis L.) bitkilerinin su-
etanol-aseton Ozlitlerinin ve standartlarin 1 ml ¢dzeltisi, B-karoten-linoleik asit model
sistemiyle belirlenen toplam antioksidan aktiviteleri ve zamanla absorbansin degisim

grafigi ise, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Linoleik Asit Peroksidasyonunda Reyhan (O. basilicum L.)
Ekstraktlarinin Etkisi
Calismada kullandigimiz reyhan (O. basilicum L.) bitkisinden elde edilen su,

etanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna goére
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belirlendi. Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinden elde edilen su, etanol ve aseton
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini igin 60 pg/mL konsantrasyonu kullamld:
(Sekil 4.13). Sekilde de goriildiigii gibi reyhan (O. basilicum L.) bitkisinden elde edilen
su, etanol ve aseton ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi, artan konsantrasyon ile

dogru orantili olarak artmustir.
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Sekil 4.14. Linoleik Asit Peroksidasyonunda Cibrika (S. hortensis L.)
Ekstraktlarinin Etkisi

Calismada kullandigimiz ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkisinden elde edilen su,
etanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore
belirlendi. Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinden elde edilen su, etanol ve aseton
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini igin 60 pg/mL konsantrasyonu kullanildi
(Sekil 4.14). Sekilde de goriildiigii gibi ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkisinden elde edilen
su, etanol ve aseton ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi, artan konsantrasyon ile

dogru orantili olarak artmistir.

Askorbik asit

a-Tokoferol

Lipit peroksidasyonu inhibisyonu (%)

Sekil 4.15. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton
Ekstrelerinin 60 pg/mL. Konsantrasyonunda Lipit Peroksidasyonunu inhibe

Yiizdelerinin Standart Antioksidanlarla Karsilastirilmasi
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Linoleik asit emiilsiyonu lipid peroksidasyonu iizerine Reyhan (O.basilicum L.)
bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin 60 pg/mL konsantrasyonunun etkileri
sirastyla % 49.50, % 59.56 ve % 52.35 inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHA,
BHT, a-tokoferol ve askorbik asit peroksidasyonunu yine sirasiyla % 16.78, % 27.35, %
33.05 ve % 34.90 inhibe ettikleri gézlenmisgtir.
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Sekil 4.16. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton
Ekstrelerinin 60 pg/ml Konsantrasyonunda Lipit Peroksidasyonunu Inhibe

Yiizdelerinin Standart Antioksidanlarla Karsilastirilmasi

Linoleik asit emitilsiyonu lipid peroksidasyonu tizerine ¢ibrika (S. hortensis L.)
bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin 60 pg/mL konsantrasyonunun etkileri
swrastyla % 49.83, % 60.57 ve % 56.21 inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHA,
BHT, a-tokoferol ve askorbik asit peroksidasyonunu yine sirasiyla % 16.78, % 27.35, %
33.05 ve % 34.90 inhibe ettikleri gézlenmistir.

4.4. Indirgeme potansiyeli

Fe’* iyonlarmm indirgenmesi, bir bilesigin antioksidan aktivite gosterebilmesi
icin 6nemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin gostergesidir ve diger
antioksidan ozellikler ile de yakindan iligkilidir. Bitki ekstraktimin ortamdaki Fe™’ii
indirgeme  yetenegini  belirlemek tlizere defisen ekstrakt ve  standart
konsantrasyonlarinda calisildi ve olusan komplekslerin absorbansi 700 nm’de 6l¢iildii.
BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit standartlariyla karsilastirilarak reyhan
(Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis L.) ekstrakti i¢in konsantrasyon-

absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18 ).
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Sekil 4.17. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton

Ekstraktlarmn Fe*ii Fe+2’ye indirgeme Kapasitesi.

Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlar1 ile BHA,
BHT, a-tokoferol ve askorbik asitinin indirgeme giicii 6rneklerin konsantrasyonlarinin
artmast ile artti. Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin su ekstraktinin indirgeme giiciinii

etanol ve aseton ekstraktindan daha giiglii oldugu belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton

Ekstraktlarmn Fe*ii Fe+2’ye Indirgeme Kapasitesi.

Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlari ile BHA,
BHT, a-tokoferol ve askorbik asitinin indirgeme giicli 6rneklerin konsantrasyonlarinin
artmasi ile artti. Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinin su ekstraktinin indirgeme giiciinii

etanol ve aseton ekstraktindan daha giiglii oldugu belirlendi (Sekil 4.18).
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4.5. Metal selatlama aktivitesi

Metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki ekstraktlarimn ¢ozeltideki Fe™ iyonlarini
baglayabilmek icin ferrozin ile yarigmasina goére degerlendirildi. Metal selatlama
aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan ©Once metal iyonlarinin
selatlandigin1 gosterir. Calismada kullanilan reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika (S.
hortensis L.) bitkilerinin her bir ekstraktinin metal gelatlama potansiyelini gosteren

konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri olusturuldu (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Grafiklerden goriildiigii gibi; caligmada kullanilan ekstraktlarin konsantrasyon
arttikca artan selatlama aktivitesi gosterdigi belirlendi. Reyhan (O. basilicum L.)
ekstraktlarinin =~ Fe™ iyonlarim1  gelatlama aktivitelerinin daha diisiik oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.19. Reyhan (O. basilicum L.) Ekstraktlarinin Metal Selatlama

Kapasitesi

Daha diisiik absorbans daha yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterir. Sekil
4.19°dan goriildugii gibi reyhan (O. basilicum L.) 100 pg/ml konsantrasyondaki su,
etanol ve aseton ekstraktlarmimn Fe™ aktivitesi sirasiyla % 71.95, % 63.82 ve % 64.63
olarak tespit edildi.




Sekil 4.20. Cibrika (S.

Kapasitesi.

Daha diisiik absorbans daha yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterir. Sekil
4.20’den goriildugii gibi ¢ibrika (S. hortensis L.) 100 pg/ml konsantrasyondaki su,
etanol ve aseton ekstraktlarmmn Fe™ aktivitesi sirastyla % 93.09, % 90.65 ve % 91.46
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4.6. H,0; giderme aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin H,O, giderme aktivitesi Ruch metoduna gére tayin edildi
(Rush vd., 1989). Reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin H,O,
giderme aktiviteleri standartlardan daha yiiksek bulundu. Reyhan (O. basilicum L.) ve
cibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin aseton ekstraktlarinin diger ekstraktlardan daha iyi

hortensis L.) Ekstraktlarmin Metal Selatlama

giderme etkisine sahip olduklari tesbit edildi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Sekil 4.21. Reyhan (O. basilicum L.) Ekstraktlarmin H>0; Giderme

Aktiviteleri

H,0, giderme aktivitesi
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H,0, stiperoksid dismutaz gibi ¢ogu oksitleyici enzimler tarafindan in vivo
olarak olusturulabilir. Hiicre zarindan gecebilir ve bazi bilesikleri yavas bir sekilde
oksitleyebilir. Reyhan (O. basilicum L.) su, etanol ve aseton ekstraktlarinin H,O,
giderme yetenekleri Sekil 4.21°de verilmektedir. Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin
100 pg/ml konsantrasyonda su, etanol ve aseton ekstraktlarininsirasiyla % 34.93, %

54.51 ve % 60.08 H,0, giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Cibrika (S. hortensis L.) Ekstraktlarmmm H;0; Giderme
Aktiviteleri.

H,O, siiperoksid dismutaz gibi ¢ogu oksitleyici enzimler tarafindan in vivo
olarak olusturulabilir. Hiicre zarindan gegebilir ve bazi bilesikleri yavas bir sekilde
oksitleyebilir. Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin
H,0, giderme yetenekleri Sekil 4.22°de verilmektedir. Cibrika (S. hortensis L.)
bitkisinin 100 pg/ml konsantrasyonda su, etanol ve aseton ekstraktlarinin sirasiyla %

34.93, % 54.51 ve % 60.08 H,O, giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi (Sekil 4.22).
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4.7. Antiradikal aktivitesinin tayini

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Caligmada kullanilan reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika
(S. hortensis L.) ekstraktlarinin serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali {izerinden
tayin edildi. Standart olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit kullanildi.
Ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri konsantrasyon (ug/mL) - %
inhibisyon grafikleri ile belirlendi (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Reyhan (O. basilicum L.) Ekstraktlarinimn DPPH Radikali
Giderme Aktivitesi

Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktinin 100 pg/mL
konsantrasyonda DPPHe radikalini giderme etkileri sirasiyla % 49.02, % 17.65 ve %
62.09 olarak belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Cibrika (S. hortensis L.) Ekstraktlarmmm DPPH Radikali
Giderme Aktivitesi
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Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktinin 100 pg/mL
konsantrasyonlarinin DPPHe radikalini giderme etkileri sirasiyla % 39.87, % 27.45 ve
% 41.83 olarak belirlendi (Sekil 4.24).

4.8. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin stiperoksit radikali giderme aktivitesi
in vitro kosullarda NBT/NADH/PMS ¢ozelti sisteminde siiperoksit radikali
olusturularak c¢aligildi ve ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme kapasiteleri
belirlendi. Caligilan 6rneklerden reyhan (O. basilicum L.) ve Cibrika (S. hortensis L.)
su-etanol-aseton ekstraktlarinda siiperoksit radikali giderme aktivitesi gézlendi. Bu
nedenle sadece bitkilerin su-etanol-aseton ekstraktlarinin ve standart olarak segilen
BHA, BHT, o-tokoferol ve askorbik asidin degisen konsantrasyonlarina karsilik
stiperoksit radikalini giderme aktiviteleri (% inhibisyon) grafige gegirildi (Sekil 4.25 ve
Sekil 4.26).

120
Z |
= 100
L
E ~—4—RS
] 80 &
k=4 -i#— RE
ket - e RA
S 60 —i BHA
E =t BHT
= 40 a-Tokoferol
> e Askorbik asit
& 20
13
w

o8 .
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon {ug/mL)

Sekil 4.25. Reyhan (O. basilicum L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton
Ekstraktlarinin Siiperoksit Radikalini Giderme Aktivitesi

Stiperoksit anyonu diger oksijen radikalleri ile karsilagtirildiginda daha uzun
yasam Omriine sahiptir. Reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin 100 pg/ml konsantrasyonda
su, etanol ve aseton ekstraktlarinin sirasiyla % 59.72, % 70.83 ve % 54.72 oranlarinda

stiperoksit radikali olusumu {izerine inhibisyon etkisi g6sterdikleri bulundu (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. Cibrika (S. hortensis L.) Bitkisinin Su, Etanol ve Aseton
Ekstraktlarmmin Siiperoksid Radikali Giderme Aktivitesi

Stiperoksit anyonu diger oksijen radikalleri ile karsilastirildiginda daha uzun
yasam Omriine sahiptir. Cibrika (S. hortensis L.) bitkisinin 100 pg/ml konsantrasyonda
su, etanol ve aseton ekstraktlarinin sirasiyla % 59.72, % 70.83 ve % 54.72 oranlarinda

stiperoksit radikali olusumu tizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri bulundu (Sekil 4.26).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

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

Reyhan (Ocimum basilicum 1.) bitkisinin 0ziit verimi, su-etanol-aseton
coziiciileri ile yapilan ekstraksiyon verimleri sirasiyla % 185.832, % 48.988 ve %
3.614°tlir. Cibrika (Satureja hortensis L.) bitkisinin 6ziit verimi ise su-etanol-aseton
coziictileri ile yapilan ekstraksiyon verimleri sirasiyla % 207.776, % 61.556 ve % 5.354
olarak elde edildi. En yiiksek verim Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de goruldiigii gibi su
¢Oziictisii ile yapilan ekstraksiyonlarda gézlendi.

Liu ve arkadaglar1 kurutulmus tropikal meyve ¢igeklerinin aseton
ekstraktlarindan metanol ve su ekstraktlari i¢in olandan daha yiiksek verim elde etmigler
ve strastyla % 12.9 + 1.12, % 9.56 £+ 0.73 ve % 9.92 + 0.86 bulmuslardir.

Bu ¢alismada reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin
antioksidan kapasiteleri 8 farkli yontem kullanilarak tayin edildi. Bu yontemler;

e Toplam fenolik bilesik miktari tayini

e Toplam flavonoit miktar: tayini

e Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivitesi tayini
e Toplam indirgeme kapasitesi tayini

e Metal iyonlarinin gelatlama aktivitesi tayini

e Hidrojen peroksit (H,0,) giderme aktivitesi tayini

e DPPHe serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini

e Siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi tayini
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Aromatik bitkilerin kimyasal bilesimi, bircok etmene bagl olarak farklilik
gosterdiginden, antioksidan etkileri de degisebilmektedir (Franke vd., 2007).

Fenolik bilesikler ozellikle flavonoitler hidroksil gruplarinda bulunan
hidrojenlerini kolaylikla verebilirler. Ciinkii fenolik bilesiklerdeki oksijen ile hidrojen
arasindaki bag, olusacak fenol radikalinin rezonans kararliligindan dolay:r kolaylikla
homolitik olarak pargalanabilir ve bdylece iizerinde bir tane elektron bulunduran
hidrojen kolaylikla verilebilir. Flavonoitler antioksidan 6zellige sahip olup, koroner kalp
hastaliklar1 gibi birgok hastalig1 énleyen dnemli bir dogal bilesik grubudur. Bitkilerden
elde edilen flavonoitlerin UV 1sinlarim absorblayan ozellikleri ve antioksidan
aktivitelerinden dolayr kanser tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir. Ayrica flavonoitlerin 16semi ve yumurtalik kanseri gibi kanserli
hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Giil¢in vd., 2007).

Fenoller hidroksil gruplarindan dolay: serbest radikalleri yakalama ozellikleri
oldugundan cok onemli bitki bilesenleridir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri
vardir. Calismamizda reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin katesol ve gallik asit esdegeri
olarak igerdigi fenolik bilesikler belirlendi. Katesol esdegeri olarak Sekil 4.3’de
goriildiigii gibi reyhan (O. basilicum L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarimnin
toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla 83 mg/g, 100 mg/g ve 50 mg/g fenolik madde
icerdigi ve katesol esdegeri olarak Sekil 4.4°de goriildiigii gibi ¢ibrika (S. hortensis L.)
bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarmin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla
183 mg/g, 116 mg/g ve 83 mg/g fenolik madde igerdigi belirlendi. Reyhan (O.
basilicum L.) igin toplam fenolik madde miktarlari RE>RS>RA sirasinda azalma
gosterirken  ¢ibrika (S. hortensis L.) i¢in ise toplam fenolik madde miktarlart

CS>CE>CA sirasinda azalma gosterdi.

Reyhan (O.basilicum L.) bitkisi gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.5°de
goriildiigi gibi su, etanol ve aseton ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri
sirastyla 100 mg/g, 116 mg/g ve 66 mg/g fenolik madde igerdigi ve ¢ibrika (S.hortensis
L.) bitkisi gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.6°da goriildiig gibi su,etanol ve aseton
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla 200 mg/g, 133 mg/g ve 100
mg/g fenolik madde igerdigi belirlendi. Reyhan (O. basilicum L.) igin toplam fenolik
madde miktarlar1 RE>RS>RA sirasinda azalma gosterirken ¢ibrika (S. hortensis L.)

icin ise toplam fenolik madde miktarlart CS>CE>CA sirasinda azalma gosterdi.
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Flavonoidler biiyiik ¢ogunlugu bitkiler tarafindan iiretilen 4000’den fazla
bilesigi iceren genis bir ailedir. Flavonoid bilegikleri bitkinin biiylime ve gelismesini
etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine kargi savunma sisteminin de bir par¢asini
olustururlar. Reyhan (O. basilicum L.) bitkisi katesol esdegeri olarak Sekil 4.9°da
goriildiigii gibi su, etanol ve aseton ekstraktlarnin toplam flavonoit madde igerigi
sirasiyla 42.5 mg/g, 24.2 mg/g ve 36.6 mg/g flavonoit madde igerdigi ve ¢ibrika (S.
hortensis L.) bitkisi katesol esdegeri olarak Sekil 4.10°da goriildiigii gibi su, etanol ve
aseton ekstraktlarimn toplam flavonoit madde igerigi sirasiyla 45.5 mg/g, 31.7 mg/g ve
41.7 mg/g flavonoit madde igerdigi belirlendi. Reyhan (O. basilicum L.) i¢in toplam
flavonoit madde miktarlar1 RS>RA>RE sirasinda azalma gosteritken ¢ibrika (S.
hortensis L.) igin ise toplam flavonoit madde miktarlar1 CS>CA>CE sirasinda azalma

gosterdi.

Reyhan (O. basilicum L.) gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.11°de goriildiigh gibi
su, etanol ve aseton ekstraktlarmin toplam flavonoit madde igerigi sirasiyla 97.10
mg/g, 65.70 mg/g ve 87.10 mg/g flavonoit madde igerdigi ve ¢ibrika (S. hortensis L.)
gallik asit esdegeri olarak Sekil 4.12°de goriildugti gibi su, etanol ve aseton
ekstraktlarinin toplam flavonoit madde igerigi sirasiyla 102.3 mg/g, 78.6 mg/g ve 95.7
mg/g flavonoit madde igerdigi belirlendi. Reyhan (O. basilicum L.) igin toplam
flavonoit madde miktarlar1 RS>RA>RE swrasinda azalma gosteritken ¢ibrika (S.
hortensis L.) igin ise toplam flavonoit madde miktarlar1 CS>CA>CE sirasinda azalma

gOsterdi.
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Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan kapasite biyoaktif
bilesenleri igin en ¢ok kullanilan parametrelerden biridir. Ferrik tiyosiyonat metodu,
lipit peroksidasyonu boyunca meydana gelen peroksitin miktarin1 lger. Bu analizde,
hava oksijeni tarafindan oksitlenen ve emiilsiyonda linoleik asidin peroksidasyonu
sonucu olusan hidroperoksitler dolayli olarak &lgiiliir. Bu metodun esasi, linoleik asit
emiilsiyonunun oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidin spektrofotometrik olarak
500 nm’de o&lgiilmesine dayanir. Yiiksek absorbans, peroksidasiyon sonucu olusan
peroksit miktarimin fazlaligini gsterir. Olusan hidroperoksit ise Fe’"yi Fe’"e
yiikseltger. Daha sonra Fe’*, ilave edilen amonyum tiyosiyanat ile kompleks olusturarak
500 nm’de maksimum absorbans verir. Linoleik asit emiilsiyonu lipid peroksidasyonu
tizerine Reyhan (O.basilicum L.) bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin 60
pg/mL konsantrasyonunun etkileri sirasiyla % 49.50, % 59.56 ve % 52.35 inhibe
ederken aym konsantrasyonda BHA, BHT, o-tokoferol ve askorbik asit
peroksidasyonunu yine sirasiyla % 16.78, % 27.35, % 33.05 ve % 34.90 inhibe ettikleri
ve ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkisinin ise su, etanol ve aseton ekstraktlarinin 60 pg/mL
konsantrasyonunun etkileri sirastyla % 49.83, % 60.57 ve % 56.21 inhibe ederken aym
konsantrasyonda BHA, BHT, o-tokoferol ve askorbik asit peroksidasyonunu yine
sirastyla % 16.78, % 27.35, % 33.05 ve % 34.90 inhibe ettikleri gozlenmistir.

Bioaktif bilesiklerin  indirgeme gliclinii  yansitan, elekiron verme
kapasitesitesinin antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir. Antioksidanlar
indirgeyici olabilir ve bir maddenin baska bir maddeyi yiikseltgeyerek indirgenmesi
reaksiyonu olarak tamimlanan redoks reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin
stabilizasyonu seklinde olabilir. Bir bilesigin ya da ham ekstraktin indirgeme kapasitesi
Fe[(CN)5]+3’nin Fe[(CN)6]+2’ye indirgenmesiyle &l¢iilebilir. Indirgenmis tirline Fe™tin
ilavesi, 700 nm’de giiclii absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks

olan Fe4[Fe(CN)g] olusumuna yol agar. Absorbansdaki artig, kompleksin olusumundan

* kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla artan indirgeme kapasitesini gdstermektedir. Reyhan

(O. basilicum L.) ve gibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin su, etanol ve aseton ekstraktlari
ile BHA, BHT, o-tokoferol ve askorbik asitinin indirgeme giicli &rneklerin
konsantrasyonlarinin artmasi ile artti. Reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika (S. hortensis
L.) bitkilerinin su ekstraktinin indirgeme giiciinii etanol ve aseton ekstraktindan daha

giiclii oldugu belirlendi (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).



Ferr6z iyonlar (Fe”) selattama  kapasitesi ferr6z iyonlan (Fe+2)

konsantrasyonlarm: minimuma indirme ve dolayisiyla oksidatif hasara sebep olan
serbest radikal olusumu inhibisyonu ile yakindan ilgilidir (Giilgin vd., 2007). Ferrozin,
ferr6z iyonlar1 (Fet+2) gibi iki degerlikli metal iyonlari ile kantitatif miktarda bile
kompleks olusturmaktadir. Olusan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562 nm’de
maksimum absorbans sergilemektedir. Metal selatlayici ajanlarin varliginda ferrozin-
metal kompleksi olusumu bloke olur. Dolayisiyla metal selatlama aktivitesinde 562
nm’de absorbansta meydana gelen azalma metal selasyonunun bir géstergesidir. Daha
diisiik absorbans daha yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterir. Reyhan (O. basilicum
L.) ve cibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin 100 pg/ml konsantrasyondaki su, etanol ve
aseton ekstraktlarmm Fe™ aktivitesi sirastyla % 71.95, % 63.82 ve % 64.63 ve % 93.09,
% 90.65 ve % 91.46 olarak tespit edildi (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Canh
organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz gibi birgok enzim tarafindan
olusturulabilir. Hidrojen peroksit hiicre membraninda bir ugtan diger uca difiize olarak
bircok bilesigi oksitleyebilir. Hidrojen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat hiicrede
serbest radikallerin artmasina sebep oldugundan dolayi zamanla hiicre i¢in toksik
olabilir. Hiicre kiiltiiriinde hidrojen peroksit ilavesiyle gecis metal iyonlan varliginda
oksidatif DNA hasarlarina sebep olan hidroksi iyonlarmin olugmasina sebep olur.
Bundan dolay1 farmasétik ve gida sistemlerini oksidatif hasardan korumak igin bu
sistemlerden hidrojen peroksit uzaklagtirmak oldukg¢a énemlidir. Reyhan (O. basilicum
L.) ve ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin 100 pg/ml konsantrasyonda su, etanol ve
aseton ekstraktlarinin sirasiyla % 34.93, % 54.51, % 60.08 ve % 34.93, % 54.51, %
60.08 H,0, giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).
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DPPH radikali uzun 6mirlii ve azot merkezli bir radikaldir. Antioksidan
maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en sik kullamilan metotlardan
biridir. Bu metotta antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sar1 renkli difenil
pikrilhidrazine indirger. Bu metodun esast hidrojen veren gruplara sahip antioksidan
maddelerin  varliginda, alkolde ¢ozinen DPPH radikallerinin rediiksiyonuna
dayanmaktadir. Rediiksiyon sonucu olusan, 517 nm’de herhangi bir absorbans
vermeyen ve radikal olmayan bir DPPH-H molekiilii olugsmaktadir. Dolayisiyla DPPH
radikali miktarindaki azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak &lgiilerek aktivite
tayini yapilabilmektedir. Ortamda bulunan radikal giderici antioksidan veya antiradikal
(AH)n varliginda DPPH radikali indirgenmis DPPH-H formuna doniismektedir (Giilgin,
2008).

Reyhan (O. basilicum L.) ve ¢ibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin su, etanol ve
aseton ekstraktmnin 100 pg/mL konsantrasyon da DPPHe radikalini giderme etkileri
sirastyla % 49.02, % 17.65, % 62.09 ve % 39.87, % 27.45, % 41.83 olarak belirlendi
(Sekil 4.23 ve Seki 4.24).

Reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis L.) bitkilerinin su,
etanol ve aseton ekstrelerinin ¢alisilan konsantrasyonlarda (20-100 pg/ml), artan
konsantrasyon ile beraber toplam antioksidan aktivitede, indirgeme kapasitelerinde,
metal selatlamada, DPPH radikal giderme aktivitelerinde de artis goriilmiistlir. Bunun
yan1 sira siiperoksit anyon radikallerini giderme, serbest olmayan bir reaktif oksijen tiirii
olan hidrojen peroksit giderme aktivitelerinde ise konsantrasyona bagli olarak herhangi
bir artis gozlenmedi. Antioksidan ve antiradikal ¢aligmalarin mukayesesinde o-
tokoferol, BHA, BHT ve Aspartik asit gibi standart maddeler kullamldi. Bazi
antioksidan analizlerde Reyhan (Ocimum basilicum L.) ve ¢ibrika (Satureja hortensis
"L.) bitkilerinin su, etanol ve aseton ekstrelerinin aktivitesinin kullanilan standartlarin

ayn1 konsantrasyonlardaki aktivitelerinden daha yiiksek oldugu gozlendi.

Radikal giderme kapsaminda yapilan ¢aligmalarda stiperoksit anyon radikalleri
giderme aktivitesi de aragtirildi. Stiperoksit anyon radikalleri lipit peroksidasyonunu

direk baslatan oksijen merkezli radikallerdir. Bu radikaller biyolojik makro molekiiller
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ile direk etkilesip doku hasarlarina sebep olan reaktif radikallerden biridir (Halliwell
and Gutteridge, 1984). Siiperoksit anyonu diger oksijen radikalleri ile
karsilastirildiginda daha uzun yasam omriine sahiptir. Reyhan (O. basilicum L.) ve
cibrika (S. hortensis L.) bitkilerinin 100 pg/ml konsantrasyonda su, etanol ve aseton
ekstraktlarinin sirasiyla % 59.72, % 70.83, % 54.72 ve % 59.72, % 70.83, % 54.72
oranlarinda siiperoksit radikali olusumu iizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri bulundu
(Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

Misk adagaymin antioksidan aktivitelerini degerlendiren bir calismada 0.25 mg
ekstraktlarda kloroform ekstresi linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu % 93
inhibe ederken, aseton ekstresi linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu % 68
inhibe ettigi ve a-tokoferol % 46 inhibe ettigi gozlendi. Kloroform ekstresinin aseton
ekstresinden daha fazla total antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Misk adagay1
kloroform ekstrakti>Misk adagay1r aseton ekstrakti>a-tokoferol seklinde izlendi.
Standartlar ve misk adagaymin kloroform ve aseton ekstraktlarimin indirgeme giicti;
BHA>o-tokoferol>Quersetin>Misk adagay1 kloroform ekstrakti>Misk adagay1 aseton
ekstrakti, siiperoksid anyon radikal yakalama aktivitesi; BHT>Misk adagay1 aseton
ekstrakti>BHA>Misk adagayi kloroform ekstrakti>Quersetin, serbest radikal yakalama
aktivitesi; Quersetin>BHT>BHA>Misk adagayr kloroform ekstraktt>Misk adagay1
aseton ekstrakti seklinde izlendi. Ayrica, misk adagayr kloroform ve aseton
ekstraktlarmin 250 mg’da demir baglayict kapasitesi sirasiyla % 31.6 ve % 37.7
sergilendi ve 6te yandan ayni konsantrasyonda o-tokoferol, BHT ve BHA nin demir
selatlama aktivitesi sirasiyla % 43.0, % 40.6 ve % 74.8 gosterdi. Misk adagaymnin
kloroform ve aseton ekstraktlar1 hidrojen peroksit yakalama aktivitesi sirastyla % 42.5
ve % 55.0 sergilendi. Ote yandan aym konsantrasyonda BHA, BHT ve a-tokoferol
hidrojen peroksit yakalama aktivitesi sirastyla % 37.3, % 86.0 ve % 57.0 gosterdi.Misk
adacayinin kloroform ve aseton ekstraktlarimm pirokate§ol esdegeri olarak toplam

fenolik igerigi sirasiyla 28.91 mg ve 35.24 mg gézlendi (Giilgin vd., 2004).

Karnabahardan (B. oleracea L.) elde edilen su ve etanol ekstreleri 30 pg/mL
konsantrasyonunda linoleik asit emiilsiyonu peroksidasyonunu sirasiyla % 63,1 ve %
77,4 inhibe ederken aym konsantrasyonda a-tokoferol ve troloks linoleik asit

peroksidasyonunu sirasiyla % 81,3 ve % 68,1 inhibe ettikleri gdzlenmistir. Karnabahar
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(B. oleracea L.) bitkisinin su ve etanol ekstreleri etkili bir sekilde ferrdz (Fez+)
iyonlarin1 selatlama aktivitesine sahiptir. Her iki ekstre 20 pg/mL konsantrasyonda
ferréz iyonlarini (Fe*") sirasiyla % 89,5 ve % 88,6 selatladig gézlendi. EDTA, kuvvetli
bir metal selatlayicidir ve mevcut ¢alismada standart metal selator olarak kullamildi.
Elde dilen verilere bakildiginda her iki ekstre kayda deger bir sekilde ferr6z iyonlarin
(Fe*™) bagladign ve bir peroksidasyon inhibitérii olarak rol oynadigi goriilmektedir.
Karnabahardan (B. oleracea L.) elde edilen her iki ekstre de, kullamlan
konsantrasyonda 30 pg/mL hidrojen peroksiti sirasiyla % 39,4 ve % 38,9 giderdigi
gdzlendi. Aymi konsantrasyonda kullanilan a-tokoferol ve troloks ise % 37,7 ve % 39,1

benzer aktivite sergiledikleri g6zlendi (Gtilgin, 2007).
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
mesleki gelisimimde ve tez ¢alisjmamda bilgi ve deneysel birikimleri ile yol gosteren,
yiiksek lisans egitimim stiresince teorik ve pratik ¢alismalar1 ve tez tamamlamada biiyiik
ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve goriislerinde, ¢aligmalarimin yonlendirilmesinde ve
devam etmesinde her tiirlii destegini benden esirgemeyen degerli danisman hocam Dog.

Dr. Yesim YESILOGLU'ya candan tesekkiirlerimi ve stikranlarimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince destegini gordiigiim Biyokimya Anabilim Dali

Baskan1 Sayin Prof. Dr. Ayten SAGIROGLU’na tesekkiirlerimi sunarim.
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Aytac GULTEKIN, Aras. Gor. Murat BATIGOC, Aras. Gér. Dr. Cigdem BATIGOC

hocalarima da teknik desteklerinden dolay: tesekkiirlerimi sunarim.

Ayni laboratuarda ve derslerde birlikte zaman gegirdigimiz ve ayni ortamda
mutluluk duydugumuz yiiksek lisans 6grencisi Hatice AYDIN’a ve kimya bdliim

hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Beni yetistiren ve her konuda yanimda olduklarimi hep hissettiren ve yiiksek
lisans egitimim boyunca manevi desteklerini esirgemeyen aileme ve galismamin degisik
asamalarinda bana moral ve gii¢ veren arkadaglarimada sonsuz tesekkiir ederim.

Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi (BIBAM)’'nde yaptigim bitki su ekstraktlarin liyofilize islemi igin
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan desteklenen
"Cesitli Bitkilerin Antioksidan Ozelliklerinin Incelenmesi" baslikli TUBAP 113- no’lu

proje kapsaminda gergeklestirilmisgtir.
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Latifsah SIT

Itfshkmy@hotmail.com

(0536) 859 64 62

1981 Ardahan dogumluyum. Ilk, orta ve lise 6grenimimi sirasiyla Ardahan
Hogvan Bayramoglu Koyii Ilkégretim Okulu, Ardahan Hogvan Binbasar Ortaokulu ve
Istanbul Maltepe Ertugrul Gazi Lisesi’nde tamamladiktan sonra dgrenimime 2002-2007
yillar1 arasinda Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii’nde devam
ettim. 2007 yilinda Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Biyokimya Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans Ogrenimine bagladim. Lisans 6grenimi sirasinda zorunlu
stajyerimi Edirne Olin Entegre Yag Sanayi A.S. ve Edirne Tarm ve Koy Isleri
Bakanlifi AR-GE Laboratuarlarinda tamamladim. 2010 yilinda Matsan Ilag Sanayi Ltd.

Sti.’de kalite kontrol sorumlusu olarak ¢alisiyorum.




