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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

ANTALYA’DA YETISEN Ziziphus zizyphus’UN ANTIOKSIDAN AKTIVITESI VE
BiYOKIMAYSAL BILESIMININ INCELENMESI

Fatih UCKAYA

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizikokimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Salih YILDIZ
2011, 62 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Salih YILDIZ
Prof. Dr. Mehmet SEZGIN
Prof. Dr. Tevfik ATALAY

Bu calismada Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus adli bitkinin metanol ekstraktinin biyokimyasal
bilesimini, antioksidan aktivitesini ve toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlarini tayin ettik. Antioksidan
kapasite tayini i¢in, demir ve bakir indirgeme giicii (FRAP ve KUPRAK), DPPH radikalini siipiirme aktivitesi ve
B-karoten-linoleik asid metodunu gerceklestirdik. Ekstraktin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlarini
sirastyla gallik asit ve kuersetine esdeger olarak bulduk. 2 mg/mL metanolik ekstrakt 0,58 mg/mL gallik asite
esdeger fenolik madde ve 0,24 mg/mL kuersetine esdeger flavonoid madde ihtiva ederek yiiksek antioksidan
aktivite gosterdi. Bununla birlikte bu ¢aligmada Ziziphus zizyphus‘un fenolik maddelerinin tayinini sivi
kromatografisi ile gergeklestirdik. Sonuclar gdsterdi ki Antalya’de yetisen Ziziphus zizyphus standartlar ve
yapilmig bazi ¢alismalarla karsilagtirildiginda dogal bir antioksidan madde kaynagidir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, FRAP, KUPRAK, yag asidi, Ziziphus zizyphus.



ABSTRACT

MS THESIS

ANALYSIS OF BIOCHEMICAL COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF Ziziphus zizyphus

Fatih UCKAYA

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF SELCUK
UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN DEPARTMENT OF CHEMISTRY

Advisor: Prof. Dr. Salih YILDIZ
2011, 62 Pages

Jury
Prof. Dr. Salih YILDIZ
Prof. Dr. Mehmet SEZGIN
Prof. Dr. Tevfik ATALAY

In this study, we investigated biochemical compounds, the antioxidant capacity and total phenolic and
flavonoid contents of methanolic extract of Ziziphus zizyphus from Antalya. The antioxidant capacity of the
methanolic extract from Ziziphus zizyphus fruits was measured by various assays including ferric reducing
antioxidant power assay, cupric reducing antioxidant capacity assay, DPPH radical scavenging and B-caroten-
linoleic acid assay. Total phenolic and flavonoid content of the extract were measured as gallic acid and
quercetin equivalent by Folin—Ciocalteu reagent and aluminium chelating method, respectively. The methanolic
extract showed higher antioxidant activity related to high phenolic content with 0,58 mg/mL GAE and falvonoid
content with 0,24 mg/mL QE dry weight. Phenolics of the methanolic extract of Ziziphus zizyphus were analysed
by high performance liquid chromatography. Data suggested that Ziziphus zizyphus grown in Antalya may be
importance source as natural antioxidant when it was compared with standarts and old articles about the same
methods.

Keywords: Antioxidant activity, CUPRAC, fatty acid, FRAP, Ziziphus zizyphus.
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1. GIRIS

Serbest radikal, dis yoriingesinde tek sayida elektron bulunduran bir atom veya
molekiildiir. Hem organik hem de inorganik molekiiller halinde bulunurlar.

Serbest radikaller son yillarda en ¢ok iizerinde durulan konulardan biridir. Serbest
radikallerin hiicresel kaynaklari, gorev aldiklar1 reaksiyonlar ve serbest radikallerin zararlarini
Onleyici antioksidan mekanizmalarin ¢oziilmesi, pek ¢ok hastalik i¢in son derece 6nemlidir.

Serbest radikaller etkiledigi atomun, buna bagl olarakda o atomun bulundugu
maddenin islevini yerine getirememesine neden olur. Etkilenen maddenin biyolojik 6énemine
ve onun tamir edilip edilememesine bagh olarak gecici veya kalici etkiler gozlenir.

Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksil tipinde olan serbest radikaller, elektron
ihtiyaglarini elektron verme 6zelligi yiiksek olan antioksidanlardan saglarlar. Antioksidanlar,
serbest radikalleri noétralize ederek viicudun serbest radikallerden etkilenmemesini veya
kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Eger serbest radikaller noétralize edilmezlerse
viicutta ciddi hasarlara sebep olabilirler. Giiniimiizde serbest radikallerin tiim sistemlerle ilgili
bir¢ok hastaliga neden oldugu diistiniilmektedir.

Antioksidanlara verilen 6nem, Ssagliga olumlu katkilari nedeniyle her gegen giin
artmaktadir. Son doénemin en popiiler destek maddelerinden olan antioksidanlar, yasam
sliresini uzatan, kanser, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklara yakalanma riskini azaltan ve
yaslanmay1 geciktiren etkileri sayesinde herkes tarafindan bilinir ve kullanilir hale gelmistir.

Yasamimiz i¢in vazgegilmez olan oksijen bazi durumlarda viicudumuza zarar
verebilir. Oksijenin bu olasi zararinin nedeni, viicudumuzda oksijen kullanilarak ger¢eklesen
metabolik tepkimelerin sonucunda kimyasal tepkimeye girmeye yatkin yani reaktif oksijen
tiirlerinin olugmasidir. Serbest radikaller olarak bilinen bu molekiiller, lipit, protein, DNA ve
benzeri hiicre bilesenlerine zarar verebilirler. Ardindan erken yaslanma, kanser, kalp ve damar
hastaliklar1 gibi sorunlarla karsilasilabilir.

Aerobik yani oksijenli solunum yapan organizmalarda gelismis olan antioksidan
savunma sistemleri, yapilarinda eslesmemis bir elektron bulunduran serbest radikallerin
olusumunu kontrol eder ve bu molekiillerin zararl etkilerine engel olur. Boylece hiicre hasar
gormez ve hastaliklardan korunmus olur. Ancak bazen mevcut antioksidan savunma
sisteminin serbest radikallerin etkisini tamamen 6nleyemedigi durumlar da olabilir. Iste o

zaman serbest radikallerin artis1 nedeniyle oksidatif stres adi verilen durum ortaya cikar.



Beynin oksidatif strese karsi savunmasiz olmasi nedeniyle meydana gelen beyin hasarlarini
tedavi etmek icin antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tedavilerde kullanilabilecek antioksidan bilesimlerinin sinir hiicrelerindeki oksidatif
stresi engelleyerek hiicre Oliimiiniin ve norolojik hasarin Oniine gegtikleri bilinmektedir.
Antioksidanlarin  Alzheimer, Parkinson, motor noéron hastali§i olarak bilinen ALS
(Amiyotrofik Lateral Skleroz) ve giiriiltiiye bagl isitme kaybinin tedavisi i¢in kullanilmasina
yonelik arastirmalar devam etmektedir.

Hiicrelerde iiretimi gergeklestirilemeyen antioksidanlar ancak besinlerle ya da bazi
hazir antioksidan destekleriyle alinabilir. Yapilan bir ¢calismada giinliik bes porsiyon meyve
ve sebze tiiketen kisilerde felg olma riskinin % 25 azaldigi tespit edilmistir. Diger
caligmalarda antioksidan bakimindan zengin besinler tiiketmenin bir¢ok hiicre ve dokularin
cesitli yapisal degisimlere ugramasit sonucu olusacak hastaliklara yakalanma riskini

diisiirdiigii goriilmiistiir.

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukga reaktiftir.
Yar1 Omiirleri c¢ok kisadir. Serbest radikaller normal metabolik olaylar sirasinda
olusabilecekleri gibi ¢ok ¢esitli dis etkenlere bagli olarak da olusabilirler (Barber ve ark.,
1994; Halliwell, 1994).

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelirler (Cheeseman ve ark., 1993):

1- Kovalent bag tagiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar

(Boliinme sonrast her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir).
X: Y5> X-+Y-

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,

atomlardan birisinde kalir.
X:Y> X~ +Y"
3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

X+e > X~



Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr olabilirler.
Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler.

Iki serbest radikalin birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik
ortaya ¢ikar ve her iki serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir
yapiyla reaksiyona girince baska bir serbest radikal olusturur. Bu 6zellik serbest radikallerin
zincir reaksiyonlari olusturabilmelerini saglar (Mccord, 1985).

1.1.1. Serbest radikal olusumu ve reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler, oksijenin kendisi,
stiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metalleri iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Oksijen atomu
toplam sekiz elektron icerir. Bu elektronlardan dig yoriingede bulunan iki tanesi
eslesmemistir. Molekiiler oksijen (Oy), iki tane eslesmemis elektronu bulundugundan kendisi
de bir radikaldir. Her iki atom denge halinde oldugundan bu oksijen molekiiliiniin reaktif bir
ozelligi yoktur. Bu 6zelliginden dolay1 oksijen, diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girer. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son suya
indirgenir. Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan gergeklestirilen bu siirecte, %1-
2 oraninda molekiiler oksijen kacagi meydana gelir. Bu oksijenin rediiksiyonu ile siiperoksit
anyonu (O"), hidrojen peroksid ve hidroksil radikali gibi reaktif iriinler agiga ¢ikar. Bu
radikaller oksijenin toksik etkisinin ger¢ek nedenini olustururlar (Bast ve ark., 1991;

Cheeseman ve ark., 1993).

0,50, ,q0,

1.1.1.1. Siiperoksit radikali

Tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest

stiperoksit radikal anyonu (O;") meydana gelir (Brunori ve ark., 1984).
0,+e—0,”

Diger radikallere oranla reaktivitesi ¢ok azdir. Olusumuna neden oldugu radikallerle

birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Siiperoksit, bir serbest radikal



olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Hidrojen peroksidin kaynagi olmasi
ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan énemlidir (Mccord, 1993).
Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu

reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.
0, + NO - ONOO~

Boylece NO”’in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararh etkileri vardir ve azot dioksit (NOy), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum
iyonu gibi daha baska toksik tirtinlere doniistirler.

Stiperoksit, diisiik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil radikali
(HOy) olusturmak ftizere protonlanir. Fizyolojik pH’daki protonlanmig formu % 1’den azdir.
Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir. Rediiktan olarak
gorev yaptiginda, 6rnegin ferrisitokrom C’nin ya da nitroblue tetrazolium’un rediiksiyonunda
bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Sitokrom C’yi indirgemesi SOD tarafindan
inhibe edilir. Bundan faydalanilarak SOD aktivitesi ve fagositler tarafindan iiretilen O, tayini
yapilir (Weiss, 1986).

Oksidan olarak gorev yaptiginda, 6rnegin epinefrinin oksidasyonunda bir elektron alir
ve hidrojen perokside indirgenir.

Siiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur

digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir.
HO, +0; +H™ — 0, + H,0,
Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir.
Fe”™ +0, » Fe™ +0; Cu™ +0, - Cu™ + 05

Bu reaksiyonlar geri donidstimliidirler. Bu yiizden, gegis metalleri iyonlarinin
oksijenle reaksiyonlar: geri doniisiimlii redoks reaksiyonlart olarak diisiiniilebilir.

Siiperoksit radikali, siilfidril gruplarimin disiilfitlere yiikseltgenmesine ve ferrik
demirin ferréz formuna indirgenerek ferritinden demirin direkt olarak ayrilmasina neden olur.
Ferritin, demirin giivenli depolama formudur. Demir, siiperoksit radikali ve H,O,’den OH

tiretimini tesvik eder (Bilinski ve ark., 1989; Akkus, 1995).



1.1.1.2. Hidrojen peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksidin
bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile birleserek
hidrojen peroksiti (H,0,) meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gegebilen uzun

Omiirlii bir oksijendir (Markesbery, 1997).

O; +e +2H - H,0, O,+2e +2H" - H,0,

Hidrojen peroksit genellikle biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu ile
meydana gelir. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20; +2H" - H,0, + O,

Bu dismutasyon ya spontandir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan
dismutasyon pH 4,8’de en hizhidir. Bu pH’ta protonlanmis ve protonlanmamis radikal
konsantrasyonlari esittir. Fakat hem protonlanmis radikalin arttigi daha asit pH’ta hem de
stiperoksit iyonunun fazla oldugu alkali pH’ta bu hiz belirgin sekilde diistiktiir. Siiperoksidin
SOD tarafindan dismutasyonu ise daha genis bir pH araliginda katalizlenir. Spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH’ta enzimatik dismutasyon daha
belirgindir (Klebanoff, 1980; Cheeseman ve ark., 1993; Akkus, 1995).

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak

iizere kolaylikla yikilabilir.

H,0,+0; - -OH +0H +0,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Katalizor varliginda veya
katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon ¢ok yavas ilerler. Demirle katalizlenen
ikinci sekil ise ¢cok hizlidir ve fenton reaksiyonu adimi alir. Bu reaksiyonda 6nce ferri demir
(Fe*") siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe?") indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak

fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten -OH ve OH' iiretilir.



O; +Fe™ —» 0, + Fe™

Fe’* +H,0, > Fe’" +OH™ +-OH

0; +H,0, >-OH+0H +0,

Mitokondride bol miktarda H,O; bulunur. Metal iyonlar1 da ¢ok oldugu i¢in ¢ok fazla
hidroksil radikali iiretimi s6z konusudur. Bu metal katyonlari, DNA veya hiicre zarina

baglanirsa hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir (Reiter, 1998).

1.1.1.3. Hidroksil radikali

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil radikalidir
(OH). Hidroksil radikali (‘OH), hidrojen peroksidin ge¢is metallerinin varhiginda
indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik
hasara sebep olur. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari hidroksil olusumundaki en &nemli
reaksiyonlardir (Mccord ve ark., 1978).

Hidroksil radikali olusunca hemen iiretildigi yerin birkag A°uzakliginda herhangi bir
molekiille reaksiyona girer. Reaktifligi yiiksek oldugu igin 37°C ‘da beklenen yarilanma dmrii
1x10°° saniyedir (Karbownik ve ark., 2000).

Niikleer ve mitokondriyal DNA, membran lipitleri ve karbonhidratlar1 gibi, hiicrenin
makro molekiilleri iizerine yikici etki yapmamaktadir (Halliwell ve ark., 1993; Halliwell,
1994).

1.1.1.4. Singlet oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadig: i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir (Akkus, 1995). Serbest radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif olmas1 ve iiretimi
sirasinda bazi radikalik tepkimeler olusmasi nedeniyle ayni aileden sayilmaktadir (Halliwell
ve ark., 1989). Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da neden olur.

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka
bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur. Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin
paylasiimamis dis elektronlari spinlerini degistirerek ayri ayri ya da aymi orbitali isgal
edebilir. Bu iki forma singlet oksijen adi verilmektedir. Singlet oksijen, uyarilmis

elektronlarin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 11k yayar (Cheeseman ve ark., 1993).



1.1.1.5. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO"), tek sayida elektron igeren renksiz gaz seklinde bulunan inorganik
bir serbest radikaldir. Bakteriler, sigara dumani1 ve egzoz gazlari reaktif azot oksitleri iiretir.
NO Kkararli bir serbest radikaldir ve fizyolojik sartlar altinda birgok fonksiyonda rol oynar
(Simonian ve ark., 1996). Hiicre i¢i konsantrasyonu fazla arttiginda néron Olimi ile
sonuglanan toksik olaylar1 baglatir. Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde Oy, O ve gecis
metalleriyle reaksiyona girer. Metal ve tiyol iceren proteinlerle yliriiyen reaksiyonlar, enzim
aktivitelerinde zayiflamaya neden olur. Nitrik oksitin elektron tranport zincirindeki demir
iceren komplekslere saldirmasi, bozulmus enerji metabolizmasiyla sonuglanir. Nitrik oksit

olusumunun artmasi sinir hiicreleri tahribatina yol acar (Reiter, 1998).

1.1.2. Serbest radikal kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin seyri
esnasinda ve organizmanin ¢esitli dig etkilere maruz kalmasiyla meydana gelir. Serbest
radikaller, iyonize radyasyon, stres yapict durumlar, enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan iriinii olarak olusurlar
(Basaga, 1990).

a- Biyolojik kaynaklar

i. Aktive olmus fagositler

ii. Antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine

iii. Radyasyon

iv. Aligkanlik yapan maddeler: alkol ve uyusturucu maddeler

v. Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

vi. Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir.

b- Intraselliiler kaynaklar

1. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu

ii. Enzimler ve proteinler : ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin
iii. Mitokondrial elektron transportu

iv. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri

v. Peroksizomlar : oksidazlar, flavoproteinler



vi. Plazma membrami : lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu
vii. Oksidatif stres yapici durumlar : iskemi, travma, intoksikasyon

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi, bazi yabanci toksik maddeler tarafindan da biiytik
oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler veya antioksidan
aktiviteyi diislirtirler. Bu tip maddeler dort grupta toplanabilirler;

i. Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren azot dioksit
gaz1 6rnek olarak verilebilir. Bu radikal iyi bir lipit peroksidasyon baslaticisidir.

ii. Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela, toksik bir madde olan
karbontetrakloriir karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest radikaline
doniisiir. Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen peroksil radikali de
kuvvetli bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir. Boylece, reaktif serbest radikal iiretimi,
karacigerde antioksidan savunmalar1 asar. Bu da hiicre membranlarinin oksidatif yikimi ve
ciddi doku hasar1 ile sonuglanir.

iii. Toksinin metabolizmas1 sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Bunun tipik
bir o6rnegi paraquattir. Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir serbest radikale
indirgendikten sonra tekrar ylikseltgenerek rejenere edilirken beraberinde oksijen indirgenir.
Boylece bol miktarda siiperoksit iiretilmis olur.

iv. Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Mesela parasetamoliin karacigerde sitokrom
P-450 tarafindan metabolizmasi1 glutatyonla reaksiyona giren ve miktarini azaltan bir {iriin

meydana getirir.

1.1.3. Serbest radikallerin etkileri

1.1.3.1. Membran lipitlerine etkileri

Serbest radikaller biyomolekiillerin ¢gogunu etkiler, ancak lipitler en hassas olanlaridir
(lgari ve ark., 1982). Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak
oranlarda olustuklari zaman organizmada c¢esitli bozukluklara yol agarlar. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Poliansatiire yag asitleri (PUFA) nin oksidatif yikimi,
lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Cilinkii kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerlerler. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesiklere doniismesiyle son bulur. Bu iriinlerden baslicalari olan

hidroksinonenal (HNE) ve MDA, proteinlere ve DNA’ya baglanarak kalici degisiklikler



olusturur. Lipit peroksitlerinin hiicre yasami i¢in en 6nemli etkileri, membran yapisinda ve

hiicre boliinmesinde meydana getirdikleri degisimlerdir (Erden, 1992; Akkus, 1995).

1.1.3.2. Proteinlere etkileri

Proteinlerin  serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi amino  asit
kompozisyonlarina baglidir. Protein oksidayonu, ozellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi
amino asitlerde karbonil gruplarmin olusumu seklindedir. Proteinlerde fragmantasyon ve
capraz baglanmalar meydana gelir. Protein fonksiyonlarinda (kataliz, transport, reseptor gibi)
bozulmalar ve immun sistemi uyarabilecek antijenik degisiklikler olusabilir (Simonian ve
ark., 1996).

Serbest radikal hasari proteinler tizerinde birikmisse veya proteinlerin belirli bolgesi
tizerinde yogunlasmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararli etki yapar (Erden, 1992;

Cheeseman ve ark., 1993).

1.1.3.3. Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

DNA yapisinda oksidatif hasara sebep olan pek ¢ok faktdr vardir. Iyonize radyasyon,
artmis oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz ve gesitli kKimyasallar asir1 radikal olusumuna
neden olarak direkt hasara yol agarlar. Bazi serbest radikaller de DNA tamir enzimlerini
etkileyerek hasara yol acarlar. Iyonize radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede degisime ve 6liime yol acarlar. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin
bazlarinda pargalanma ve yikim sonugta DNA’nin denatiirasyonuna neden olur. Oksidatif
hasar dal kiriklari, baz ¢ifti degisimleri, yeniden diizenlenme gibi yapisal degisimlere neden
olmaktadir. DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir hedeftir. (Winrow ve
ark., 1993; Halliwell, 1994).

1.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6dnlemek
icin birgok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma

sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.
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Sekil 1.1. Antioksidanlarin hiicredeki etkileri

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme foplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik molekiiller
bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir
etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarict etkidir.

Antioksidanlar, sadece gida katki maddesi veya besin destek {iinitesi olarak viicuda
alinmazlar, serbest radikallerin olusumunu ve yaptiklar1 hasar1 6nlemek i¢in de viicutta bir¢ok

savunma mekanizmasi mevcuttur. Antioksidanlar onlarin zararli etkilerini inaktif eden

maddelerdir (Akkus, 1995).
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Giliniimiizde antioksidanlarin gida sanayinde kullanimi oldukg¢a yaygin olup hemen
hemen tiikettigimiz her iirline antioksidan maddeler katilmaktadir. Bunlar gidalar1 bozulmaya
karst korumakta olup onlarin daha uzun siireli saklanmasini saglar, bunlardan bazilari
biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) bilesikleridir ancak
bunlarin toksik etkilerinden siiphelenilmektedir. Bu nedenle son yillarda yeni, daha giivenli ve
ucuz antioksidan maddelerin bulunmasi i¢in dogal iiriinler iizerinde yaygm calismalar
yapilmaktadir (Dawn ve ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve ark., 1999).

Antioksidanlar viicutta ¢ok kisa omiirlii fakat saldirgan olan serbest radikaller diye
adlandirilan molekiillerle savasirlar. Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta
ciddi hasarlara neden olabilirler.

Siirekli gelismekte olan teknoloji, olusan ¢evre kirliligi, sigara, UV vb. pek cok diger
etken siirekli olarak cesitli toksik maddelerle karsi karsiya kalmamiza neden olmaktadir. Bu
etkiler kendini serbest radikal olusumuyla gosterir. Tiim bu nedenlerden dolay1 dis etkilerle
olusan hastaliklar artmakta, genetik hastaliklarin da g¢evresel etkilerle daha ¢ok
belirginlesmesine neden olmaktadir. Bu hastaliklara ¢oziim getirmek Oncelikle bu
hastaliklarin olusumunu engellemekle gergeklesebilir. Bunun icin de ilaglardan 6te alinan
besinler onem kazanmaktadir. Serbest radikallerin etkilerini dnleyen ve gidalarda bolmiktarda
bulunmasi gereken C vitamini ve E vitamini kanser ve kalp hastaliklar1 gibi toplumda erken
Olimlerin baslica nedenleri olan hastaliklarin olusumunu 6nlemektedir. Besinlerin disinda
disaridan yapilacak takviyelerin de yararli oldugu yapilan doz tespit calismalariyla
anlasilmistir. Ancak viicudun hassas dengesi alinacak asir1 dozlarla bozulabilmekte, bunun
smirmin konabilmesi gerekmektedir (Dawn ve ark.,1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve
ark., 1999).

Antioksidanlar, endojen veya eksojen olabilirler (Dawn ve ark., 1996; Akkus, 1995;
Tietz, 1995; Burtis ve ark., 1999).

1.2.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
1.2.1.1. Enzim olan endojen antioksidanlar

Enzim olan antioksidanlar asagida verilmistir:
1) Siiperoksit dismutaz (SOD)
2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
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3) Glutatyon S-Transferazlar (GST)
4) Katalaz (CAT)
5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

6) Hidroperoksidaz

1.2.1.2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar

Enzim olmayan antioksidanlar asagida verilmistir:
1) Melatonin
2) Seruloplazmin
3) Transferrin
4) Miyoglobin
5) Hemoglobin
6) Ferritin
7) Bilirubin
8) Glutatyon
9) Sistein
10) Metiyonin
11) Urat
12) Laktoferrin
13) Albiimin

1.2.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlari olmak {izere

siniflandirilabilirler.

1.2.2.1. Vitamin eksojen antioksidanlar

Vitamin olan eksojen antioksidanlar asagida verilmistir:
1) a-tokoferol (vitamin E)
2) B-karoten
3) Askorbik asit (vitamin C)
4) Folik asit (folat)
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1.2.2.2. ilac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar asagida verilmistir:
1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)
3) Rekombinant siiperoksit dismutaz
4) Trolox-C (vitamin E analogu)
5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)
6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
8) Notrofil adezyon inhibitorleri
9) Sitokinler (TNF ve IL-1)
10) Barbitiiratlar

1.2.2.3. Gidalardaki eksojen antioksidanlar

Gidalardaki eksojen antioksidanlar asagida verilmistir:
1) Butylated hydroxytoluene (BHT)
2) Butylated hydroxyanisole (BHA)
3) Sodium benzoate
4) Ethoxyquin
5) Propylgalate
6) Fe-superoxyde dismutase

1.3. Antioksidan Reaksiyon Mekanizmasi

Antioksidanlarin radikallerle reaksiyonlari:
Re + AH — RH + Ae

ROe + AH —— » ROH + Ae

ROOe + AH ——» ROOH + Ae
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1.4. Oksidatif Stres

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara iiriinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olustugunu biliyoruz. Bazen bu
serbest radikal ara triinler enzimlerin aktif yerinden sizmakta, molekiiler oksijenle kazara
etkileserek serbest oksijen radikalleri olugturmaktadirlar.

Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT), "antioksidan savunma sistemleri" veya
kisaca "antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Ancak bazen
hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen
tirleri (ROT) olusabilir. Organizmada Hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana gelmesi oksidatif stres

olarak tanimlanir.

Okstdatif stres

Sekil 1.2. Oksidatif stres

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla bir¢ok
kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi,
serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetesmellitus, akut renal
yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar,
iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarin patogenez indeoksidatif stresin roliinden s6z

edilmektedir (Dawn ve ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve ark., 1999).

1.4.1. Oksidatif stres arastirmalari

Oksidatif stresin hastaliklarin patogenezinde rolii anlasildik¢a bu alandaki galismalar

da yogunlagmistir. Oksidatif stres ¢alismalarinda serbest radikallerin artis1 veya antioksidan
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savunma sistemlerinin yetersizligi arastirilmaktadir. Bunun igin plazma, serum, eritrosit, doku
ornekleri gibi gesitli materyallerde analiz yapmaya uygun yontemler gelistirilmistir.

Serbest radikaller son derece reaktif ve kisa omiirliidiirler. Bu yiizden direkt olarak
Olciilmeleri zordur. Serbest radikalleri direkt olarak 6lgen tek analitik teknik spin rezonans
spektrometrisidir. Spin rezonans spektrometrisi ileri teknik donanim gerektirir, ayrica ¢ok
duyarli olmamast ve mikromolar diizeyde sabit konsantrasyonlarda serbest radikaller
gerektirmesi nedeniyle kullanimi yaygin degildir (Dawn ve ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz,
1995; Burtis ve ark., 1999).

Serbest radikal iiretimi artisinin belirlenmesi i¢in bunlarin lipidlerle, proteinlerle ve
DNA ile reaksiyonlart sonucu olusan g¢esitli iirlinlerin Ol¢limii gibi indirekt yontemler
kullanilir. Bu yontemler arasinda lipid peroksidasyonunun son iriinlerinin 6l¢glimii en ¢ok
kullanilan yontemdir.

Hidroksil serbest radikali (OHe) reaksiyon iirlinlerinin ol¢limii ile tayin edilebilir.
Hidroksil serbest radikali (OHe) salisilik asitle reaksiyona girerek 2,3-dihidroksibenzoat(2,3-
DHB) ve fenilalanin ile reaksiyona girerek o- ve m-tirozinleri olusturur. Organizma
sivilarinda 2,3-dihidroksibenzoat (2,3-DHB) veya o- ve m-tirozinlerin tespiti hidroksil serbest
radikalinin (OHe) artisin1 gosterir. Ancak bu teknik uygulanmasi zor ve sonuglar1 bakimindan

pek giivenilir degildir (Dawn ve ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve ark., 1999).

1.5. Antioksidan Tayin Yontemleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) aerobik organizmalarin elektron tasima zinciri ve aktif
fagositoz gibi metabolik yollarinda devaml olarak olusmaktadir (Lichtenthaler ve ark., 2003).
Bu siireglerde olusan baslica ROS’lar siiperoksit anyon (Oz), hidrojen peroksit (H.0,),
hidroksil radikal (HO'), peroksil radikal (ROO’), alkoksil radikal (RO"), hidroklorikasit
(OHCI") ve peroksinitrit (ONOO")’tir (Schoneich, 1999; Aruoma, 1998). ROS’lar DNA,
protein ve lipit gibi makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden olurlar. Normal
olarak ROS’lar spesifik enzim sistemleri (stiperoksit dismutaz ve katalaz), suda ve lipitte
cOziinebilen bazi protein yapisinda olmayan bilesikler (iirik asit ve tokoferol) tarafindan
engellenmektedir (Lichtenthaler ve ark., 2003). Bu ROS’larin antagonistleri viicudun ROS
temizleyici antioksidanlaridir. Antioksidanlar tarafindan sunulan koruma smirlidir. Eger ROS
olusumu biyolojik sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa oksidatif stres olusur. Bu
nedenle gidalarla antioksidanlarin viicuda alinimi kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi

cesitli hastaliklar1 onlemede ve yaslanma siirecini geciktirmede onemli rol oynamaktadir
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(Lichtenthaler ve ark., 2003; Price ve ark., 2006). Epidemiyolojik calismalar gidalarin
besleyici degerleri yaninda insan saglig1 i¢in faydali etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Son yillarda, bu alandaki arastirmalar gidalardaki antioksidanlari belirlemeye yogunlagmustir.
Ozellikle meyveler vitamin C, vitamin E, B-karoten gibi yiiksek miktarda antioksidan
icerdikleri i¢in 6zel bir ilgi ¢cekmektedir (Ames ve ark., 1993). Bu nedenle gida ve biyolojik
sistemlerde dogal olarak bulunan bir¢ok molekiiliin antioksidan kapasitesinin caligilmasi
onem kazanmistir (MacDonald ve ark., 2006; Price ve ark., 2006).

Antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in bu giine kadar ¢cok sayida yontem gelistirilmistir
(Prior ve ark., 1999; Decker ve ark., 2005). Toplam antioksidan kapasitenin 6l¢iilmesini
saglayan yontemler, hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler ve
elektron transferine (ET) dayanan yontemler olmak iizere ikiye ayrilabilir. HAT temelli
yontemlerin bircogu azobilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil radikalleri i¢in antioksidan
ve substratin rekabetine dayanan yarigsmaci reaksiyonlari kullanmaktadir. Bu yontemler
oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre
(TRAP) ve krosin beyazlatma yontemlerini igermektedir. ET temelli yontemler antioksidanin
oksidan1 indirgeme yetenegini renk degisimi ile dlcer. Renk degisiminin derecesi 6rneklerin
antioksidan konsantrasyonu ile alakalidir. ET temelli yontemler toplam Folin-Ciocalteu
ayiract ile toplam Fenolik yontemi (FCR), Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC), demir
iyonu indirgeyici antioksidan gli¢ (FRAP), oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam
antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemini
icermektedir (Somogyi ve ark., 2007).

1.5.1. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) tayini

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi kimyasal biyomarkirlar
kullanarak maddelerin toplam antioksidan giiglerini dlgen in vitro veya in vivo bir yontemdir
(Ellefson ve ark., 2006). Fitokimyasallarin, bitkisel maddelerin, diger biyolojik 6rneklerin ve
gidalarin  antioksidan kapasitesinin Olciilmesinde ¢ok fazla kullanilan bir yontemdir
(MacDonald ve ark., 2006; Gillespie ve ark., 2007; Tomer ve ark., 2007).

Bu yontem baslangigta (Cao ve ark., 1998) tarafindan gelistirilmistir. Plazma ve doku
homojenatlarinda bulunan c¢esitli dogal antioksidanlarin etkinligini 6lgen bu yontem peroksil
radikalinin neden oldugu oksidasyonun antioksidan tarafindan inhibisyonunu temel
almaktadir. Bu da fliloresans yogunlugundaki azalma ile belirlenebilir. Bu nedenle bu yontem

sadece tek bir antioksidanin Ol¢iilmesi igin yeterli degildir. 2,2-azobis-(2-amidinopropan)
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dihidroklorid (AAPH) gibi azo-bilesiklerin sicaklikla bozulmasi (Sekil 1.3) sonucu peroksil
radikalleri olusmaktadir (Somogyi ve ark., 2007).

HCl NH
HzN
HLC CHg
N=N
HsC
HoC »—NH,
HN Hey

Sekil 1.3. 2,2-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH)’in molekiiler yapisi

Antioksidan potansiyeli 6l¢gmek i¢in bagka yontemler gelistirilmesine ragmen ORAC
yontemi biyoloji ile daha ¢ok ilgilidir. Clinkii yontemde bir peroksil radikal iiretici kullanir.
Peroksil radikal sadece en yaygin reaktif oksijen tiirlerinden biri degildir. Ayn1 zamanda su ve
lipitte ¢oziinebilir maddeler ile reaksiyon verir (Ellefson ve ark., 2006).

Orjinal yontemde prob olarak Porphyridiumcruentum’dan izole edilen fliioresan bir
protein olan B-fikoeritrin (B-PE) kullanilmaktadir. B-PE’nin fliioresan bozulmasi onun
peroksil radikalleri ile reaksiyonunun gostergesidir. B-PE, yiiksek fliioresans verimi, ROS’a
hassasiyeti ve suda ¢oziinirligii nedeniyle tercih edilmektedir (MacDonald ve ark., 2006).
Ancak cok fazla ¢esitlilige sahiptir, oda kosullarinda 151k ile rengi degismektedir. Ayni
zamanda spesifik olmayan proteinik baglardan dolay1 polifenoller ile iligkiye girmektedir ve
boylece radikal iiretici eklenmeden bile fliioresans kayiplar1 olmaktadir. Bu nedenle sonuglar
tekrarlanabilir degildir (MacDonald ve ark., 2006; Huang ve ark., 2005; Pérez ve ark., 2006).
Bu dezavantajlarindan dolay1 prob olarak B-PE yerine florescein (FL) (3,6’-dihidroksi-spiro
[isobenzofuran-1 [3H], 9’[9H]-xanthen]-3-one) kullanilmaktadir (Ou ve ark., 2001). FL
sentetik protein yapida olmayan bir probtur ve BPE’nin sinirlamalarmi gidermektedir. FL
kesin, saglam ve dogru sonuglar vermektedir. Fakat FL probu pahali ve pH duyarlidir. Bu
nedenle reaksiyon pH’1 dikkatlice izlenmelidir (MacDonald ve ark., 2006). ORAC yo6ntemi
peroksil radikallerine kars1 hidrofilik ve lipofilik zincir kirma antioksidan kapasitesinin direk
oOlgiilmesini saglar (Wu ve ark., 2004).

Peroksil radikalleri organik molekiil AAPH tarafindan iiretilir. Bu radikaller B-PE ya
da FL gibi bilesiklerin fliioresansini azaltir. Antioksidanlar AAP radikallerini yakalar ve
fliiloresan bozulmay1 azaltir (Tomer ve ark., 2007; Pérez ve ark., 2006; Bonanni ve ark.,

2007). Trolox (Vitamin E’nin suda ¢oziilebilir anologu) antioksidan aktivite i¢in yaygin
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olarak kabul edilen bir standarttir ve ORAC sonuglar1 mikromol Trolox esiti (TE) olarak
belirtilir (Ellefson ve ark., 2006; Pérez ve ark., 2006).

Bu yontem hem lipofilik hem de hidrofilik ekstrelerin antioksidan kapasitesinin
oOl¢iilmesini miimkiin kilar. Ayn1 zamanda farkli radikal kaynaklar kullanilabilir (Ellefson ve
ark., 2006; Ou ve ark., 2002). ORAC yontemi farkli laboratuarlarda uygulanmis; melatonin,
dopamin ve flavonoid gibi saf bilesikler ile ¢ay, meyve, sebze ve hayvan dokulari gibi gesitli
kompleks biyolojik drneklerin antioksidan kapasitesine iliskin 6nemli bilgi saglamistir (Prior
ve ark., 1999).

ORAC yonteminde pro-oksidan olarak peroksil ya da hidroksil radikallerinin
kullanilmast bu yontemi prooksidan gerektirmeyen diger yontemlerden farkli kilmaktadir.
Ayrica substrat olarak protein (PE) kullanilmasi bu yontemi, oksidasyon i¢in substrat olarak
luminol ya da krosin kullanilan diger yontemlerden farkli kilmaktadir. Bu ydntemde
antioksidanlar i¢in ¢ok yiiksek oranda (>2000 molar) AAPH kullanilmaktadir (Prior ve ark.,
1999). Yaygin olarak kullanilan ORAC yonteminin FRAP yonteminden daha duyarli oldugu
belirtilmistir (Price ve ark., 2006). Dondurularak kurutulmus 927 adet sebze 6rnegi igin FRAP
ve ORAC teknikleri arasinda bir uyum olmadigi, fakat bu yontemlerin yabanmersini meyvesi
icin uyum gosterdigi belirtilmistir. Benzer olarak dar1 ve firiinleri icin ORAC, DPPH ve
TEAC yontemleri arasinda uyum oldugu kaydedilmistir (Thaipong ve ark., 2006).

1.5.2. Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) tayini

Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) yontemi ilk defa Wayner ve ark.
(Somogyi ve ark., 2007) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem bir azo bilesigin sicaklikla
bozulmas: ile olusturulan kontrollii lipit peroksidasyonu boyunca oksijen tiikketiminin
Olclilmesini temel almaktadir. Bu yontemde serbest radikal iiretimini baslatici olarak AAPH
tarafindan tretilen peroksil radikalleri kullanilmaktadir (Somogyi ve ark., 2007). Plazmaya
AAPH eklendikten sonra okside olabilen materyalin oksidasyonu, reaksiyon siiresince
tilketilen oksijen yoluyla izlenir. Bu oksidasyon plazmada bulunan antioksidan tarafindan
engellenir. Sonuglar Troloks C (6-hidroksil-2,5,7,8,-tetramethylchroman-2-
carboxylicacid)’nin sonuglart ile kiyaslanir (MacDonald ve ark., 2006; Prior ve ark., 1999;
Somogyi ve ark., 2007). Bu yontemde karsilagilan problemlerden biri oksijen elektrodunun
gereken zaman boyunca stabilitesinin saglanamamasidir (Prior ve ark., 1999). TRAP
yonteminin ge¢cmisi ve bugiin ki durumu ile ilgili detayli bilgi Ghiselli ve arkadaslarinin

(Ghiselli ve ark., 2000) ¢alismasindan elde edilebilmektedir. Yontemde fliioresan prob olarak
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R fikoeritrin (R-PE) kullanilmaktadir ve plazmanin, AAPH tarafindan olusturulan peroksil
radikallerinden R-PE’yi koruyabilme 6zelligini 6lgmektedir. Antioksidanlar bozulmay1 onler
ve fliloresansi geciktirir (Somogyi ve ark., 2007).

TRAP yontemi suda c¢oziinebilen peroksil radikallerinin iiretimi ve lipit
peroksidasyonunun baslatilmasi ile alakalidir ve bilinen tiim zincir kiric1 antioksidanlara
hassastir. Fakat yontem zaman gerektiren olduk¢a kompleks bir yontem olup; oldukca fazla

tecriibe gerektirmektedir (Prior ve ark., 2005).

1.5.3. Krosin beyazlatma yontemi

Lussignoli ve ark. (Lussignoli ve ark., 1999) tarafindan gelistirilen kolorimetrik bir
yontemdir. Bu yontemde azo baslaticinin sicaklikla bozulmasi sonucu olusan peroksil
radikalleri tarafindan bir karotenoid olan krosinin beyazlama derecesi dl¢iilmektedir. Yontem
AAPH’in sicaklikla bozulmasi ile olusan peroksil radikallerinin krosini oksidasyona
ugratmasina (beyazlatma) dayanmaktadir (Prior ve ark., 1999; Somogyi ve ark., 2007; Huang
ve ark., 2005). Karisima eklenen maddedeki antioksidanlar bu beyazlamayi onlemektedir.
Deneysel olarak reaksiyon krosin i¢eren fosfat tamponu ve bilinen miktarda antioksidan ile
gerceklestirilir. Reaksiyon AAPH eklenmesi ile baslatilir ve krosin beyazlamasi 443 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile izlenmektedir. Beyazlama oran1 AAPH ilavesinden sonra 10
dak boyunca izlenir (MacDonald ve ark., 2006; Huang ve ark., 2005).

Bu kinetik yontem kullanilarak analiz edilen askorbik asitin antioksidan kapasitesi 7.7
troloks esiti olarak kaydedilmistir ki diger yontemlerden elde edilen degerlerden ¢ok daha
yiiksektir (ORAC degeri 0.95°dir) (Prior ve ark., 1999; Huang ve ark., 2005). Bu yonteminin
gida Ornekleri i¢in uygulanmasi siirlidir. Yontem antioksidanlarda konsantrasyon degisimine
duyarl degildir. Ayrica krosin safrandan ekstrakte edilen dogal pigmentler karisimi oldugu ve
cok fazla cesitlilik gosterdigi igin sayisal degerlendirmelerde yontemin endiistriyel alanda

kullanimin1 sinirlandirmaktadir (MacDonald ve ark., 2006; Huang ve ark., 2005).

1.5.4. Toplam oksiradikal sondiirme kapasite (TOSC) tayini

Toplam oksiradikal sondiirme kapasite yonteminde 2,2’-azobis (2-metil-
propionamidin) (ABAP)diklorid’in sicaklikla bozulmasi sonucunda peroksil radikalleri
olusur. Bunlar a-keto-y-(methilthio) butirikasit sodyum tuzu (KMBA)’na oksitlenerek etilen

gaz1 olusturur. Olusan etilen gazi, gaz kromotografisi (GC) tarafindan 6l¢iiliir. Eger ortamda
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antioksidanlar varsa peroksil radikallerini sondiiriir ve etilen olusumunu onler (Prior ve ark.,
1999; Tomer ve ark., 2007).

Bu yontemde biyolojik dokularda hasara neden olan oOnemli ii¢ farkli ROS
kullanilmaktadir: peroksil radikalleri, hidroksil radikalleri ve peroksinitrit. Bu yontemin hem
suda hem de yagda ¢6ziinebilen antioksidanlar1 belirleyebildigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
mikromolardan daha kii¢iik miktarlarda bilesikler ile calisilabilmektedir. TOSC yonteminin
sakincalar1 elle GC enjeksiyonlarina ihtiyag duyulmasi ve test ¢ozeltilerinin kisa omiirlii

olmasidir (Lichtenthaler ve ark., 2003).

1.5.5. Toplam fenolik madde tayini

FC yontemi fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyum’a
elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks olusumu 750-765 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenir. Standart bilesik olarak genellikle gallik asit kullanilir ve
sonuglar gallik asit esiti (mg/L) olarak verilir. FC ayirac1 fenolik bilesikler i¢in spesifik
degildir. Fenolik olmayan bircok bilesik (aromatik aminler, siilfiir dioksit, askorbik asit, Cu
(1) ve Fe (I) gibi) tarafindan indirgenebilir. Bu nedenle “toplam fenolik madde” belirlenmesi
icin uygun degildir. Son zamanlarda FC yontemi toplam indirgeyici kapasitenin dl¢iilmesinde
kullanilmaktadir. FC yontemi ile diger yontemler (TEAC ve DPPH) arasinda iliski
bulunmaktadir (Magalhaes ve ark., 2008).

Bu yontem orijinal olarak protein analizi i¢in tasarlanmistir. Daha sonra Singleton ve
arkadaslar1 (Singleton ve ark., 1999) saraptaki toplam fenolleri 6lgmek i¢in bu yontemi
gelistirmislerdir. Folin-Ciocalteu ayiract (FCR) temelli yontem toplam fenolik (ya da fenol)
yontem olarak bilinir. Fakat gercekte 6rnegin indirgeyici kapasitesini 6lger. Fenolik bilesikler

sadece bazik kosullarda (pH =10) FCR ile reaksiyona girer.
Mo (VI) + e- — Mo (V)

FC yontemi, gidalarin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir
ve giivenilir bir yontemdir. Antioksidan ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. FC
ayiraci ticari olarak satilmaktadir. Fakat yontemin uzun zaman almasi (2 saat) rutin analizler
icin uygulanmasini zorlastirmaktadir. Ayni1 zamanda sulu fazda gergeklestirildigi igin lipofilik
bilesikler i¢in uygulanamamaktadir (MacDonald ve ark., 2006; Huang ve ark., 2005;
Magalhaes ve ark., 2008).
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1.5.6. Troloksa esdeger antioksidan kapasite (TEAC) tayini

TEAC yontemi ilk defa Miller ve ark. (Miller ve ark., 1993) tarafindan gelistirilmistir.
Daha sonra, Re ve ark. (Re ve ark., 1999) tarafindan degistirilmis olan bu yontem gida
orneklerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmistir
(MacDonald ve ark., 2006; Prior ve ark., 1999; Huang ve ark., 2005). 660, 734 ve 820 nm’de
maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon spektrumu gosteren ABST
radikal katyonun absorbansinin antioksidan tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir (Prior ve
ark., 1999). Orijinal yontemde hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin aktivasyonu sonucu
ferrilmiyoglobin olusur. Bu bilesik daha sonra 2,2-azinobis (3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik
asit) (ABTS) (Sekil 1.4)’ten ABTS™ radikal katyonunun olusmasina neden olmaktadir. Bu
yontemde test edilecek Ornek ABTS™ radikalleri olusumundan oOnce eKlenir. Test
bilesigi/ornegi ABTS™ radikallerinin olusumunu azaltir (Magalhaes ve ark., 2008). Bu
yontemin olumsuz yonii hizli reaksiyona giren antioksidanlarin ferrilmiyoglobin radikalini de
indirgeyebilmeleridir. Iyilestirilmis seklinde ABTS", oksidan ABTS?“nin potasyum persiilfat
oksidasyonu ile olusturulur (MacDonald ve ark., 2006; Huang, Ou ve ark., 2005).
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Sekil 1.4. Potasyum persiilfat oksidasyonu ile ABST? ‘den oksidan ABST" “nin olusmasi (Huang ve ark., 2005).

Uygulama kolayligindan dolay1 TEAC yontemi antioksidan kapasiteyi arastirmak i¢in
siklikla kullanilmig, birgok bilesik ve gida orneklerinin TEAC degerleri kaydedilmistir.
ABST ’nin biyolojik sistemlerde bulunmamasi ve bu sistemlerdeki radikallere benzememesi
de bir problemdir. Olumlu yani ise hem sulu hem de lipit fazlarda kullanilabilir olmasidir. Bu
nedenle her ikisinde de antioksidan kapasiteyi belirlemede kullanilabilir (MacDonald ve ark.,
2006). Ayrica ticari TEAC yontem Kkitleri elde edilebilir ve yontem nispeten hizlidir. Orijinal
TEAC yontemi, bazi eksikliklerine ragmen fitokimyasallarin antioksidan aktivitesi ile ilgili

kullanisl bilgi saglamaktadir (Prior ve ark., 1999).
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Bu spektrofotometrik yontem teknik olarak basit bir yontemdir. Yontem genis pH
araliginda kullanilabilir ki antioksidan mekanizmasinda pH’in etkisini c¢alismay1 saglar.
Boylece antioksidan mekanizmasinda pH’in etkisinin ¢alisilmasi i¢in kullanilabilir. Lipofilik
ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in kullanilabilir (Prior ve ark.,
2005; Magalhaes ve ark., 2008).

1.5.7. Demir indirgeme giicii (FRAP)

Diisiik pH’da Fe*iin Fe*’ye indirgenmesi renkli ferrous- tripyridyltriazine [Fe (111)
(TPTZ),Cl; (TPTZ = 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) = Herein] kompleksinin olusmasina neden
olur. Olusan bu demir tuzu oksidan olarak kullanilir (Benzie ve ark., 1996).

Fe*® tuzunun (yaklasik 0.70 V) redoks potansiyeli ABTS *nin ki ile (0.68 V) birbirine
yakindir. Bu nedenle FRAP ve TEAC yontemleri arasinda ¢ok fazla fark yoktur. Yalniz
TEAC noétiir pH’da FRAP ise asidik kosullarda (pH = 3.6) gergeklestirilir (MacDonald ve
ark., 2006; Huang ve ark., 2005). Asidik ortamda, antioksidanlarin varhiginda
ferrictripyridyltriazine kompleksi Fe*?’ye indirgenir ve olusan renkli ¢ozelti 595 nm’de
absorbansda artisa neden olur. Sonuclar troloksa esdeger olarak ifade edilir. Orijinal
yontemde absorbans 4 dak izlenir. Fakat bu zamanda reaksiyon tamamlanmaz. Bu nedenle
izleme zamaninin 30 dakikaya uzatilmasi tavsiye edilmektedir (Pérez ve ark., 2006).

Fe*® / Fe™ redoks ¢iftinin redoks potansiyelinden daha diisiik potansiyelli bircok
bilesik teorik olarak Fe**’ii Fe**ye indirgeyebilir. Bu nedenle FRAP degerleri daha yiiksek
cikabilir. FRAP sonuglar1 analiz zamanina bagli olarak degisebilir. Baz1 polifenoller (kafeik
asit, ferulik asit, kuersetin ve tannik asit gibi) daha yavas hareket eder ve belirlemek i¢in daha
uzun reaksiyon zamani gerekmektedir. Yontem sadece demir iyonunu temel almaktadir. Bu
nedenle mekanik ve fizyolojik olarak antioksidan aktivitesi i¢in uygun degildir. Ancak diger
yontemlerin aksine FRAP yontemi basit, hizli ve ucuzdur, 6zel aletler gerektirmemektedir
(Prior ve ark., 2005; Magalhaes ve ark., 2008).

1.5.8. Bakar indirgeme giicii (KUPRAK)

Bu yontem Ornekte bulunan antioksidanlar (rediiktan) tarafindan Cu (II)’nin Cu (I)’e
indirgenmesini temel almaktadir (Sekil 1.5). Kromojenik ayira¢ olan bathocuproin (2,9-
dimetil-4,7-difenil-1,10-phenanthrolin), Cu (I) ile 2:1 oraninda bir kompleks olusturur. Bu
kompleks 490 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. Standart olarak Kuersetin kullanilir
(MacDonald ve ark., 2006; Huang ve ark., 2005).
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Sekill.5. Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesi (Huang ve ark., 2005).

Ornek basima sadece 10 dk gereken ¢ok hizli bir yontem olmasi avantajdir. Askorbik
asit, lrik asit, gallik asit ve kuersetin i¢in KUPRAK yontemi birka¢ dakikada tamamlanirken
daha kompleks molekiiller i¢in 30-60 dk gerekmektedir (Prior ve ark., 2005). Yontemde
kullanilan ayiraglar olduk¢a ucuzdur, yontem ¢ok fazla uzmanlik gerektirmez. Bakir

reaksiyon kinetikleri demirden daha hizlidir.

1.5.9. DPPH tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen
radikalidir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Sekil 1.6) (Huang ve ark., 2005).

2 NO »
. H
0N N—N OgN N—N
1: Difenilpilerilhidrazil (serbest radilal) 2. Difemilpiboralhidrazin (radizal degil)

Sekil 1.6. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)’in molekiiler yapis1 (Molyneux, 2004).

Molekiilde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse renginin olugsmasina neden
olur. DPPH soliisyonu hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile karistirildigi zaman
koyu menekse rengin kaybi ile indirgenmis form olusur.

Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517
nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢ goriiniir alanda spektrofotometre ile

absorbans sabitlenene kadar takip edilir. (Sekil 1.7) (MacDonald ve ark., 2006; Scalzo, 2008).
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Sekil 1.7. DPPH radikalinin kimyasal yapisi ve A-H ile reaksiyonu (Scalzo, 2008).

DPPH-H indirgenmis formdur. A" ise ilk adimda olusturulan serbest radikaldir. Daha
sonra bu radikal daha baska reaksiyonlara girecektir (Molyneux, 2004; Frankel ve ark., 2000).

Bu yontem bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstreler ya da bilesiklerdeki serbest
radikal sondiiriicii aktiviteyi belirlemek icin arastirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir (Scalzo, 2008). Teknik olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat uygulamasini
sinirlandiran bazi dezavantajlara sahiptir. Uzun Omiirlii nitrojen radikali olan DPPH, lipit
peroksidasyonu ile iliskili olan hayli reaktif ve kisa Omiirlii peroksil radikallerine benzerlik
gostermez. Peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona giren bir¢ok antioksidan DPPH ile yavas
reaksiyona girebilir, hatta hig¢ reaksiyona girmeyebilir (Prior ve ark., 2005; Magalhaes ve ark.,
2008; Huang ve ark., 2005).
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2. Ziziphus zizyphus (HUNNAP)

Ziziphus zizyphus (Hiinnap), cehrigiller (Rhamnaceae) familyasindan olup bahar

aylarinda sar1 renkli ¢igekler acan dikenli bir agag tiirtidiir.

2.1. Ziziphus zizyphus ile Tlgili Botanik Bilgi

Nisan-mayis aylar1 arasinda, sar1 renkli ¢igekler agan, hos kokulu, 4-5 m yiiksekliginde
dikenli bir agacin, kirmizi kabuklu, sert ¢ekirdekli, iri zeytin bigiminde ve biiyiikliigiinde bir
yemisgidir. En dis ¢eperi derimsi ve ince, pulpast (yumusak kisim) sari renkli, tath ve
lezzetlidir. Unnap da denilir. Bahgelerde yetistirildigi gibi yabani olarak da bulunur. Asil
vatani Suriye’dir. Agacinin govdeleri silindir bi¢iminde, esmer kabuklu, c¢ok dallidir.
Yapraklar karsilikli iki sira halinde, kisa sapli, diken seklinde iki kiigiik yaprakeiklidir.
Cigekler 3-6 tanesi bir arada ve oldukga kiiciiktiir. Canak yapraklari bes pargali ve yesil
renklidir. Ta¢ yapraklar1 sar1 renkli, kivrik olup bes pargalidir.

2.2. Ziziphus zizyphus’un Yetistigi Yerler

Kuzey Afrika ve Suriye’den Hindistan'a ve Cin'e yayildigi disiiniilmektedir. Agag
birgok iklime uyum saglamakla birlikte, iyi meyve vermesi i¢in sicak yazlara ihtiyag
duymaktadir. Marmara, Bati ve Giliney Anadolu’da bulunmaktadir. Ayrica Dogu

Karadeniz’de ve 6zellikle Coruh Vadisi Havzasinda degisik tiirleri goriilmektedir.

2.3. Ziziphus zizyphus’un Faydalar:

Cok eskiden beri yumusatici, balgam ve idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir. Kalp
damar sertligi, nefes darligi gibi hastaliklarda ¢ok faydalidir. Kolesterol ve lipid diisiiriicii
olarakda kullanilir. Sabahlari a¢ karna i¢ilmesi zayiflamada etkilidir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Bu ¢alismada kullanilan Folin reaktifi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPHe) Sigma-
Aldrich firmasindan ve NayCOs, metanol, gallik asit, biitillendirilmis hidroksianisol (BHA),
biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), kloroform (CHCI;3), p-karoten, lineolik asit,
polioksietilensorbitan monolaurat (Tween 20), deiyonize su, FeCls, Fosfat tamponu, potasyum
ferrosiyanat, trikloroasetikasit (TCA), CuCl,.2H,0, amonyum asetat ve troloks Merck

firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Analizlerde kullanilan cihazlar: absorbsiyon Ol¢timleri i¢in Shimadzu U.V. 1700
spekrofotometre, pH Olgiimleri i¢in Inolap marka pH metre, tartimlar i¢in Precisa XB 220A
hassas terazi, 1sitma ve kurutma islemleri i¢in Niive marka inkiibator, ekstraksiyon sonrasi
¢oziicliyli uzaklastirmak amaciyla Heidholph marka evaporator ve Lancome marka

liyofilizator kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Bitkilerin meyveleri toplandi, kiiciik parcalara dilimlenip, kurutuldu. Sonra her
birinden yaklagik 15 g alinip sokslet kartusuna yerlestirildi. 30°C’de metanol ¢oziiciisiinde 6
saat ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktin ¢oziiciisiinii uzaklastirmak i¢in evaporatorde
vakum altinda 40°C’ye tabi tutuldu. Evaporasyondan sonra saat camma alindi ve analiz

yapilmak iizere 4°C’de saklandh.

3.2.2. Toplam fenolik ve flavonoid madde tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna gore yapildi (Singleton ve
ark., 1999). Standart olarak kullanilan gallik asit ve bitki ekstraklarinin ¢ozeltileri metanol
icerisinde hazirlandi. Gallik asit kalibrasyon egrisi i¢in, gallik asidin 5 farkli konsantrasyonda
metanol ¢ozeltileri hazirlandi. Bitki ekstraklarinin konsantrasyonu igin ise metanolde bir seri

¢ozeltisi (0,05-0,5 mg/mL) hazirlandi ve her bir deney tiipline bitki ekstraklarindan 0,5 mL
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alind1. Uzerine 2,5 mL folin reaktifi (suda, %10’luk) ve 7,5 mL Na,COsz (suda, %20’lik) ilave
edildi ve kuvvetlice karistirildi. Oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildi ve sonra 750
nm’de ¢Ozeltilerin absorbanslart okundu. Ayni islemler kalibrasyon egrisi i¢in hazirlanmis
farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢6zeltilerine de uygulandi. Ekstraktlarin absorbanslari,
cizilen gallik asit kalibrasyon egrisinden okunarak toplam fenolik madde konsantrasyonu

esdeger gallik asit olarak hesaplandi (mg/mL GAE).

3.2.3. DPPH tayini

Blois (1958)’e¢ gore Sanchez-Moreno metodu esas alinarak yapilmistir. Metotta
kullanilan ve giiclii bir radikal olan DPPH’in kalibrasyon egrisi i¢in farkli konsantrasyonlarda
(6.10°-1,85.107 M) metanoldeki ¢ozeltileri hazirlandi. Ziziphus zizyphus’un metanol
ekstraktinin ve sentetik antioksidan BHT ve BHA’nin metanolde bir seri ¢ozeltisi (0,05-0,5
mg/mL) hazirlandi. Hazirlanan ekstrakt ve standart ¢ozletilerden 0,5 mL alinarak her birinin
iizerine 3 mL DPPH cozeltisi (6.10° M) ilave edildi. Kuvvetlice karistirilip agz1 kapatildiktan
sonra 30 dk karanlikta bekletildi. Bu siirenin sonunda her bir karisimin absorbanslari
spektrofotometrede 517 nm’de okundu. Her bir bitkinin ayr1 ayr1 inhibisyon degerleri asagida

verilen esitlige gore hesaplandi;

I (%) — I:Abus - Anumune:|x 100
Ay

oy

Bu degerlerden ve DPPH’1n kalibrasyon egrisinden yararlanarak her bir bitki icin
DPPH serbest radikalinin yarisinin siipiiriildiigii andaki bitki ekstrakti konsantrasyonu (1Csp)

degerleri hesaplandi. Sentetik antioksidan olan BHT ve BHA ile kiyaslandi.

3.2.4. B-karoten lineolik asit emiilsiyon yontemi

Bu metot Miller (1971)’e gore yapildi. 0,2 mg B-karoten, 1 mL kloroformda ¢oziildii.
Uzerine 0,02 mL lineolik asit ¢ozeltisi ve 200 mg tween 40 ilave edildi. Kloroform 40°C’de
tamamen uzaklastirildi. 100 mL deiyonize suda ¢oziildii. Siddetli sekilde karistirildi. Kontrol
¢ozeltisi iginde ayn1 islemleri tekrarlandi. Fakat sadece f-karoten ilave edilmedi. Numunelerin
ve karistiritlmak tizere hazirlanan sentetik antioksidan konsantrasyonu 2 mg/mL olacak sekilde
metanolde hazirlandi. Deney tiiplerine, hazirlanan drog, BHA ve BHT g¢ozeltilerinden 0,2’ ser

mL alinarak {izerlerine 5 mL, hazirlanan emiilsiyon c¢ozeltisi ilave edildi. 40°C’de su
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banyosunda inkiibasyona birakildi. Deney tiiplerindeki numunelerin ve kontrol ¢ozeltisinin
absorbansi 470 nm’de okundu (tp). Bu andan itibaren inkiibasyondaki ¢ozeltilerin absorbansi
her 15 dakikada bir 120 dakika boyunca okundu.

Bu absorbansa dayanarak, yapilan hesaplamalarda absorbans degisim orami (AO) ve

buna bagli olarak da % oksidasyonu engelleme katsayilar1 hesaplandi.
R=In(a/b)

Burada; In dogal logaritmayi, a baslangi¢ absorbansini, b 120 dakika inkiibasyondan

sonraki absorbansi1 gostermektedir. AA; antioksidan aktivitedir.

AA= |:Rk0ntrol — Rnumune:|xloo

kontrol

3.2.5. Demir Indirgeme Giicii (FRAP)

Droglarin indirgeme giicii Oyaizu (1986) metodu ile belirlendi. Droglarin 5 farkl
konsantrasyonda metanol ¢ozeltileri hazirlandi (0,1-0,5 mg/mL). Hazirlanan her bir ¢ozeltiden
deney tiliplerine 2,5 mL numune alindi. Her birinin {izerine 200 uM, 2,5 mL fosfat tamponu
ve %]1’lik potasyum ferrosiyanat ¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler 45°C°de 20 dk boyunca su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 2,5 mL %10’luk trikloro asetik asit (TCA) ilave edildi,
10 dk boyunca 700 rpm’de santrifiij edildi. Tiiplerdeki karisimlarin iist kisimlarindan 5’er mL
alip baska tiiplere aktarildi. Yeni tiiplere aktarilan numunelerin her birinin iizerine 5 mL
deiyonize su eklendi. %0,1’lik FeCl; ilave edildikten sonra olusan yesil renkli ¢ozeltilerin
absorbansi spekrofotometrede 700 nm - 450 nm’de 6l¢iildii. Ayn1 metod uygulanarak 450
nm’de Ol¢iilen absorbans degerlerinden elde edilen troloksun kalibrasyon egrisi denkleminden

ekstraktin troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasiteleri hesaplandi (Apak ve ark., 2006).

3.2.6. Bakir indirgeme giicii (KUPRAK)

igerisine sirasiyla 1 mL 10 M CuCl,, 1 mL 7,5x10° M Nc ve 1 mL 1 M NHAc konulup
calkalanan tiiplere, bitki ekstraktlarindan (duruma gore eger yiiksek absorbans verirse ona
gore bitki ekstraktlarina gerekli seyreltme yapilmali) 0,5 mL eklenip iizerine (Bitki
ekstraktlarindan alinacak hacmi c¢ok yiiksek absorbans degeri vermeyecek sekilde secilerek,

ornegin 0,5 mL alindiginda) toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde 0,6 mL H,O ilave edildi.
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Tiipler agz1 kapal bir bicimde 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 450 nm’de
absorbans degerleri Olcilildii. Ardindan her bitkinin troloks esdegeri cinsinden antioksidan

kapasiteleri hesapland: (Apak ve ark., 2006).

3.2.7. HPLC analizi

Bitki ekstraklarindaki fenolik bilesiklerin HPLC analizi i¢in 6ncelikle 15 farkli fenolik
bilesik standardinin ayr1 ayr1 kalibrasyon grafigi c¢izilerek analiz metodu gelistirildi.
Numunelerden 20’ser mg tartilip 1 mL metanolde ¢o6ziildiikten sonra, ¢ozeltilerin 20
mikrolitresi HPLC’ye enjekte edildi. Oncelikle standart fenolik maddelerin enjeksiyonu

yapildi. Sonuglar mikrogram/gram olarak %95 giiven aralig ile verildi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Son yillarda bitkilerin tedavi edici 6zelligi tizerine pek ¢ok calisma yapilmaktadir.
Bitkilerin bu tedavi edici 6zelligi antioksidan madde ihtiva etmelerinden kaynaklanmaktadir.
Antioksidanlar insan metabolizmasinda normal yollarla olusan radikallerin giderilmesini
saglamaktadir. Bitkilerde bulunan en 6nemli antioksidanlar flavonoid, karatenoid ve fenolik
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin tanimlanmasi ic¢in c¢esitli spektroskopik ve kromotografik
yontemler gelistirilmis, bunula birlikte bitki ve yiyecek numunelerinde katesin, gallik asit,
rutin, kuersetin gibi pek c¢ok antioksidan maddenin tayini yapilabilmektedir. Ancak bu
yontemler hem pahalidir hemde molekiiller tanimlandiktan sonra antioksidan ozellik verip
veremeyecegi hakkinda tam olarak yorum yapilamaz. Antioksidan tayini i¢in toplam
antioksidan aktivite tayini, toplam indirgeme kapasitesi, DPPH', B-karoten ve kuprak yontemi,

toplam flavonoid madde tayini ve buna benzer yontemler siklikla kullanilmaktadir.

4.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Tayini Sonuglari

En oOnemli antioksidan bilesikler fenolik yapili maddelerdir. Fenoller yapisi
bakimindan tasidiklari fonksiyonel gruplar dolayisiyla elektron ve hidrojen verebilir. Bu
gruplar radikalleri ve oksitleyici gruplar1 elimine eder. Fenolik gruplar OH grubunca
zengindir. Bu gruplar onlara polar olma 6zelligi katar ve antioksidan 6zelligini artirir.

Bu calismada toplam fenolik madde tayini, Folin-Ciocaltacu metoduna gore yapildi.
Toplam flavonoid madde miktar1 ise aluminyum selatlamaya dayali bir metotla
gergeklestirildi. Standart olarak kullanilan gallik asit ve kuersetinin kalibrasyon egrileri i¢in

bu maddelerin bes farkli konsantrasyonda metanoldeki ¢6zeltileri hazirlandi.

N
3

N
1

=
o
|

©
3

y =6.2354x + 0.1016
R?=0.9951

Absorpsiyon, 750 nm
[E=Y

o

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Konsantrasyon x 10¢ M

Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi grafigi
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Ziziphus  zizyphus ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik  bilesiklerin
konsantrasyonlart Sekil 4.1°de verilen gallik asitin metanol c¢ozeltilerinin kalibrasyon
egrilerinden elde edilen grafik denkleminden toplam fenolik madde miktar1 gallik asite

esdeger olarak hesaplandi. Elde edilen grafik denklemi y = 6,235x + 0,101 olarak bulundu.

Cizelge 4.1. Ziziphus zizyphus ekstraktlarinin (mg/mL) gallik aside esdeger konsantrasyonlari

Bitki Antalya’da yetisen

Z. zizyphus ekstrakti

Ozbekistan’da yetisen
Z. zizyphus ekstrakti

mg/mL GAE

0,58

0,90

Cizelge 4.1°de verilen sonuglara gére Ziziphus zizyphus’un Ozbekistan’da yetisen
metanol ekstraktratinin Antalya’da yetisen metanol ekstraktina oranla daha yiiksek miktarda

fenolik madde igerdigi gozlendi.

2 -
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o _ ~
2 -
g ///‘
1 _
g P >
2 e
205 - A
) y =0.1527x - 0.021
- R2=0.9998
A
0 . . . .
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon x 10¢ M
e .2. Kuersetinin kalibrasyon egrisi grafigi
kil 4.2. K tinin kalibrasyon egrisi grafig
izi i arinda ulunan  toplam avanoi ilesiklerin
Ziziphus  zizyphus ekstraktlarinda  bul topl fl d bilesikl

konsantrasyonlar1 ise Sekil 4.2°de verilen kuersetinin metanol ¢ozeltilerinin kalibrasyon
egrilerinden elde edilen grafik denkleminden toplam flavanoid madde miktar1 Kuersetine

esdeger olarak hesaplandi. Elde edilen grafik denklemi de y = 0,152x - 0,021 olarak bulundu.

Cizelge 4.2. Ziziphus zizyphus ekstraktlarinin (mg/mL) kuersetine esdeger konsantrasyonlari

Bitki

Antalya’da yetisen
Z. zizyphus ekstrakti

Ozbekistan’da yetisen
Z. zizyphus ekstrakti

mg/mL QE

0,24

0,38




Cizelge 4.2°de verilen sonuglara gore de Ziziphus zizyphus Ozbekistan’da yetisen
metanol ekstraktratinin Antalya’da yetisen metanol ekstraktina oranla daha yiiksek miktarda

flavanoid madde icerdigi gozlendi.

Antalya'da yetisen Z. zizyphus
1 - m Ozbekistan'da yetisen Z. zizyphus
o0
g
& 0.8
=
E |
z % A
g I3
2 0.4
<
g 0.2 AN
. 4 . Y. A\
e / iy //’
0+ . .V
Fenolik madde Flavanoid madde

Sekil 4.3. Farkli yerlerden elde edilen ekstraktlar incelendiginde toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlarina
iligkin siitun grafigi

Yapilan incelemeler sonucunda Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus bitkisinin
toplam fenolik ve toplam flavanoid madde miktarlarinin Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus

bitkisine gore daha fazla oldugu saptanmustir.

4.2. DPPH Tayini Sonuglari

Antioksidanlarin, radikal giderme aktiviteleri biyolojik sistem ve gida sanayi
acisindan oldukca Onemlidir. Serbest radikallerin fazla olusmasi lipit peroksidasyonunu
hizlandirir. Bu da gidalarda istenmeyen bir durumdur ve insanda bazi hastaliklara sebep olur.
Bu hastaliklarin baginda erken yaslanma, kanser, unutkanlik gelir.

Bu metotta Ziziphus zizyphusun metanol ekstrakti ile BHA ve BHT gibi standart
antioksidan bilesiklerin DPPHe radikal giderme aktivite tayini icin DPPH’in metanolde
kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.4). Elde edilen grafik denkleminden (y = 0,013x + 0,006)
Ziziphus zizyphus’un metanol ekstrakti ile BHA ve BHT nin ICsy degeri olarak ifade edilen
DPPH radikal konsantrasyonunun yariya diisiiren ekstrakt ya da standardin miktar1 hesaplandi

ve her biri i¢in 1Csy degerleri Cizelge 4.3 te verildi.
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Cizelge 4.3. Ziziphus zizyphus ekstraktalari ile sentetik antioksidanlara (BHA ve BHT) iliskin 1Cs, degerleri

mg/mL Antalya’da yetisen Ozbekistan’da yetisen BHA BHT
Z. zizyphus ekstrakti Z. zizyphus ekstrakti
ICsp 10,34 9,82 3,5 15

Absorpsiyon, 517 nm

0.16 -
0.12 4
0.08 +
0.04 +
y =0.0134x + 0.0061
R2=0.991
0 ‘
0 2 4 6 8

Konsantrasyon x 106 M

10

Sekil 4.4. DPPH radikalinin kalibrasyon egrisi

Ziziphus zizyphus‘un metanol ekstrakst: ile BHA ve BHT nin farkli konsantrasyonlari

icin DPPH radikalini siiplirme aktivitesi belirlendi. Bu amacla elde edilen absorbsiyon

degerlerinden her bir konsantrasyondaki inhibisyon degerleri hesaplanarak konsantrasyona

kars: grafige gecirildi (Sekil 4.5).

Absorpsiyon, 517 nm

—&o— A-Z. zizyphus

0.8 - BHA

<
o

—>=BHT

o
~

o
o

—8—(-Z. zizyphus

0 T
0 0.2

0.4 0.6

Konsantrasyon, mg/ml

0.8

Sekil 4.5. Ziziphus zizyphus’un metanol ekstraktlari ile BHA ve BHT ’nin farkli konsantrasyonlari i¢in DPPH
radikalini siipiirme aktivitesinin kiyaslanmasi

34



Ziziphus zizyphus’un Antalya’da yetisen ve Ozbekistan’da yetisen metanol
ekstraktlarinin DPPH radikal giderme aktivitelerinde Sekil 4.5.’te goriildiigii gibi ¢ok biiyiik
oranlarada artma ve azalma goriilmemektedir. Antalya’da yetisen ekstrakt ile Ozbekistan’da
yetisen ekstraktin DPPH radikal giderme aktivitesi kiyaslandiginda ise aralarinda ¢ok biiyiik

konsantrasyon farki olmadig: goriildii.

4.3. B- Karoten Lineolik Asit Emiilsiyon Yontemi Sonuclar

Serbest radikaller, hiicre zarinda bulunan yag molekiillerine saldirdiginda yag
molekiilii degisime ugrar. Yaglar viicutta degisime ugradiginda ise hiicre zarinin yapisi ve
fonksiyonlar1 zarar goriir. Bundan dolay1 hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siireli
olarak transferini yapamaz. Ayrica harcanan iriinlerin atilmasini1 da diizenleyemez. Serbest
radikallerin saldirilarinin uzun siire devam etmesi hiicre zarinin yapisinda bulunan yaglarin
pargalanmasina, bitki zarinin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur.

B-Karoten-lineolik asit emiilsiyon sistemi yontemi, emiilsiyondaki lineoik asit
oksidasyonu sonucu olusan radikallerin B-karoten’le reaksiyonundan olusan sar1 rengin
zamanla kaybolmasina dayanmaktadir. Antioksidan varligi rengin agilmasini dnlemektedir. B-
karoten lineolik asit sisteminde test siiresi (120 dakika) boyunca sar1 rengin hemen solmamasi

yiiksek potansiyelde antioksidan varligini géstermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. B-karoten lineolik asit emiilsiyon sistemindeki Ziziphus zizyphus, BHA ve BHT ’nin zamana kars1
absorbsiyon degisim grafigi

Bu metotta Ziziphus zizyphus’un Antalya’da yetisen metanol ekstraktt ile
Ozbekistan’da yetisen metanol estraktinin  antioksidan aktiviteleri &lgiiliip, sentetik

antioksidanlar olan BHA ve BHT nin antioksidan aktiviteleri ile karsilastirildi.
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Cizelge 4.4. Ziziphus zizyphus ekstraktlari ile BHA ve BHT ye iliskin % inhibisyon degerleri

Ekstrakt Antalya’da yetisen Ozbekistan’da yetisen BHA BHT
Z. Zizyphus ekstrakt Z. zizyphus ekstrakti
Inhibisyon, % 88,83 94,49 81,4 84,2

Analizler sonucunda B-karoten lineoleik asit emiilsiyon sistemi yonteminde Ziziphus
zizyphus’un Ozbekistan’da yetisen metanol ekstraktinin Antalya’dakine oranla daha yiiksek
antioksidan aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Ayrica iki ekstraktinda standartlara gore daha

yiiksek aktivite gosterdigi gozlenmistir.

4.4, Bakar Indirgeme Giicii (KUPRAK) Sonuclar

Yontem, Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) ¢Ozeltilerinin  karistirilmasindan sonra, {izerine tayin edilecek antioksidan
¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda igerisinde antioksidan

bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesinden ibarettir.
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Sekil 4.7. KUPRAK yontemi ile elde edilen metanollii standart troloksun kalibrasyon grafigi

Kuprak yontemine gore Ziziphus zizyphus ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik
bilesiklerin konsantrasyonlar1 Sekil 4.7°de verilen troloksun 450 nm’deki metanol
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerinden elde edilen grafik denkleminden troloksa esdeger
olarak hesaplandi. Elde edilen grafigin denklemi y = 0,013x - 0,002 olarak bulundu.
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Cizelge 4.5. Ziziphus zizyphus ekstraktlarin troloksa esdeger (CUPRACeac) konsantrasyonlarinin

karsilastirilmasi
Konsantrasyon Antalya’da yetisen Z. Zizyphus Ozbekistan’da yetisen Z. zizyphus
(mg/mL) ekstrakti (CU PRACTEAc) ekstrakti (CUPRACTEAc)
2 18,3 13,9

Cizelge 4.5de verilen sonuglara gore Ziziphus zizyphus’un Antalya’da yetisen metanol
ekstraktinin Ozbekistan’da yetisen metanol estraktina oranla daha yiiksek miktarda fenolik
madde icerdiginden daha fazla kuprik iyonunu kupréze indirgemektedir. Buna bagli olarakta
Ziziphus zizyphus’un Antalya’da yetisen metanol ekstraktinin  TEAC miktarinin
Ozbekistan’da yetisen metanol estraktinin TEAC miktarma gore daha yiiksek oldugu

gozlenmisgtir.

4.5. Demir Indirgeme Giicii (FRAP) Sonuclari

Oyaizu metodunda ¢Ozeltinin sar1 rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin
indirgenme aktivitelerinden dolay1 farkli tonlardaki yesil rengine doniismektedir. Antioksidan
madde varhginda ferriksiyanit (Fe**) kompleksi ferriksiyanit (Fe**) kompleksi olan ferréz
formuna indirgenir. KsFe(CN)g kompleksi bu kompleks ilave edilen FeClj ile Perl’s prussian
mavisi Fe4[Fe(CN)g]s kompleksi olusturarak 700 nm’de maksimum absorbans verir (Ak Tuba,
2006).
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Sekil 4.8. indirgeme giicii (FRAP) yontemi uygulanarak elde edilen troloksun kalibrasyon grafigi

FRAP yontemine gore Ziziphus zizyphus ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik
bilesiklerin konsantrasyonlar1 Sekil 4.8’de verilen troloksun 450 nm’deki metanol
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerinden elde edilen grafik denkleminden troloksa esdeger
olarak hesaplandi. Elde edilen grafigin denklemi y = 0,006x olarak bulundu.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki Ziziphus zizyphus ekstraktinin indirgeme kuvvetlerinin absorbans olarak

birer standart antioksidan olan BHT ve BHA ile karsilastirilmasi

Cizelge4.6. Ziziphus zizyphus ekstraktlarin troloksa esdeger (FRAPteac) konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi

Konsantrasyon Antalya’da yetisen Z. Zizyphus | Ozbekistan’da yetisen Z. zizyphus
(mg/mL) ekstrakti (FRAPgac) ekstrakti (FRAPtgac)
2 19,63 20,16

Sekil 4.9.°da goriildigii gibi Ziziphus zizyphus ekstraktlar1 standart antioksidan olan
BHT ve BHA’dan daha diisiik bir antioksidan etki (indirgeme kapasitesi) gostermistir.
Cizelge 4.6. incelendiginde ise 2mg/ml konsantrasyonda aralarinda ¢ok fazla bir deger fark:
olmadigy fakat Ziziphus zizyphus’un Ozbekistan’da yetisen metanol ekstraktinin

Antalya’dakine oranla biraz daha ytiksek antioksidan aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

4.6. HPLC Analizi Sonuglari

Ziziphus zizyphus ekstraktlarina antioksidan 6zellik saglayan fenolik bilesikler ve
flavonoidlerden bazilar1 yiiksek performansh sivi kromatografisi ile kalitatif ve kantitatif
olarak tayin edilmistir. Analizi yapilan bu bilesenler ve bu bilesenlerin metanol ekstraktinin
her birinden ne kadar bulundugu Cizelge 4.7.’de verilmistir. Tiim standartlarin analizine
iliskin kromatogram ise Sekil 4.10°da verilmistir. Ayrica Sekil 4.11’de Antalya’da yetisen
Ziziphus zizyphus’un kromatogrami ve Sekil 4.12°de Ozbekistan’da yetisen Ziziphus
zizyphus’un kromatogrami goriilmektedir. Sonug olarak Ziziphus zizyphus ekstraktlarinda
analizlenen tiim antioksidan o6zellik gosteren standartlar Ziziphus zizyphus ekstraktlarinin

antioksidan kapasitesine katkida bulunmustur. En biiyiik katki ise yiiksek oranda bulunan
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gallik asit, katesin, p-kumarik asit, sinnamik asit ve ferulik asitten gelmistir. Ancak bu
standartlardan kafeik asit sadece Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus ekstraktinda
bulunurken kuersetine higbir ekstraktta rastlanmamistir. Bununla birlikte her bir ekstraktta

analiz edilemeyen bazi antioksidan maddelerin de bulunmasi muhtemeldir.

Cizelge 4.7. HPLC ile fenolik madde analiz sonuglari

Numuneler gallik | katesin | kafeik | p-kumaric | ferulik | sinnamik | kuersetin
asit asit asit asit asit
HA 6,39 3,90 2,15 1,36 2,56 0,43
HO 31,20 20,75 * 1,76 5,01 0,98

HA: Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus bitkisi,

HO: Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus bitkisi

*, tespit edilemedi

Sonuglar mikrogram/gram olarak %95 giiven aralig1 ile verilmektedir.
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Sekil 4.10. Standart kromatogrami
1:gallik asit 2:katesin 3:kafeik asit 4:p-kumarik asit 5:ferulik asit 6:sinnamik asit 7:kuersetin

Sekil 4.11. Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus‘un kromatogrami
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Sekil 4.12. Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus’un kromatogrami
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5. TARTISMA ve SONUC

Yaptigimiz analizlerde Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus bitkisinin meyvesinin ve
Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus bitkisinin meyvesinin metanol ekstraklarmin toplam
fenolik madde miktar1 tayini, toplam flavanoid madde miktar1 tayini, DPPHe radikalinin
stipirme etkisi, B-karoten lineolik asit emilsiyon sistemi, Kuprak yontemi, indirgeme giicii
aktiviteleri belirlendi. Elde edilen sonuglar her iki ekstrakt icin ayr1 ayri1 sentetik
antioksidanlar olan BHA ve BHT ile karsilastirildi.

Toplam fenolik madde tayini ile ilgili ilk ¢alismayr 1965 yilinda Singleton ve
arkadagslar1 yapmistir. Folin Ciocalteu Metodunu kullanmislardir. Atanassova ve arkadaslar
Melissa officinalis, Salvia officinalis ve Mentha piperita bitkilerinin toplam fenolik madde
icerigini incelemisler. Melissa officinalis i¢in 48,86 mg GAE/100g, Salvia officinalis igin
27,94 mg GAE/100g ve Mentha piperita i¢in ise 45,25 mg GAE/100g degerlerini elde
etmiglerdir (Atanassova ve ark., 2011). Javanmardi ve arkadaslart Ocimum basilicum adli
bitkinin farkli tiirlerinin toplam fenolik madde igerigini ¢alismislar, sonu¢ olarak 22,9 mg
GAE/g’dan 65,5 mg GAE/g’a kadar degisen degerler bulmuslardir (Javanmardi ve ark.,
2003). Biz de Ziziphus zizyphus’un 2 mg/mL metanol ekstraktlarinin ihtiva ettigi fenolik
madde miktarlarini gallik asite esdeger olarak hesapladik. Ozbekistan’da yetisen Ziziphus
zizyphus ekstraktinin fenolik madde miktarimi1 0,90 mg GAE/g, Antalya’da yetisen Ziziphus
zizyphus ekstraktinin fenolik madde miktarini ise 0,58 mg GAE/g olarak bulduk.

Toplam flavanoid madde tayini ile ilgili ilk c¢alismayr 2000 yilinda Moreno ve
arkadaglar1 yapmustir. Kalorimetrik metot uygulamislardir. Atanassova ve arkadagslari, Melissa
officinalis, Salvia officinalis ve Mentha piperita bitkilerinin toplam fenolik madde igeriginin
yaninda toplam falavanoid madde igergini de incelemislerdir. Toplam flavanoid madde
iceriklerini sirasiyla, Melissa officinalis i¢in 45,06 mg CE/100g, Salvia officinalis igin 27,54
mg CE/100g ve Mentha piperita igin ise 25,17 mg CE/100g degerlerini elde etmislerdir
(Atanassova ve ark., 2011). Chang ve arkadaslari propolisteki toplam flavanoid madde
icerigini incelemisler, sonu¢ olarak 10,38 mg QE/g’den 24,91 mg QE/g’e kadar degisen
degerler bulmusglardir (Chang ve ark., 2002). Biz de ekstraktlarimizin ihtiva ettigi flavanol
miktarlarim kuersetine esdeger olarak hesapladik. Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus
ekstraktinin flavanoid madde miktarini1 0,38 mg GAE/g, Antalya’da yetisen Ziziphus zizyphus
ekstraktin flavanoid madde miktarini ise 0,24 mg GAE/g olarak bulduk.

DPPH tayini ilk olarak 1958 yilinda Blois tarafindan yapilmistir. Blois’ten sonra

islemin kisa siireli ve kolay olmasi nedebiyle metot siklikla uygulanmistir. Reguia ve
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arkadaslar1 Ammi visnaga bitkisinin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in dpph yontemini
uygulamiglardir. Bitkinin 1Csg degerini 8,77+0,2 pg/mL ve bir standart olan Rutin’in 1Cs
degerini 3,01+0,2 pg/mL olarak bulmuslar ve birbirleriyle kiyaslamislardir. Buna baglh
olarakta DPPH radikalini siipiirme aktivitesini saptamislardir. Biz de Ziziphus zizyphus’un 2
mg/ml konsantrasyonda DPPHe radikalinin % 50°sini sondiiren ekstrakt miktarlarini (I1Csp)
hesapladik. (Antalya’da yetisen Z. Zizyphus = 10,34 pg/mL, Ozbekistan’da yetisen Z.
Zizyphus = 9,82 pg/mL, BHA = 3,5 pg/mL, BHT = 1,5 pg/mL) Ekstraktlarin ve sentetik
antioksidanlarin DPPH radikalini siipiirme aktivitelerini, Antalya’da yetisen Z. zizyphus >
Ozbekistan’da yetisen Z. zizyphus > BHA > BHT seklinde siraladik.

B-karoten lineolik asit emiilsiyon yontemi ilk olarak 1971 yilinda Miller tarafindan
yapilmistir. Bu metotta antioksidan aktivite, p-karoten varliginda linoleik asitin oksidasyonu
Olglilerek tayin edilmektedir. Aziz Tiirkoglu ve arkadaslar1 Laetiporus sulphureus’un
antioksidan aktivitesinin tayini igin B-karoten lineolik asit emiilsiyon yontemini uygulamislar
ve ekstraktin inhibisyon degerini %82,2 bulmuslardir. Bizim B-karoten lineolik asit emiilsiyon
yontemi sonuglarini inceledigimizde 2 mg/mL Ziziphus zizyphus‘un Ozbekistan’da yetisen
metanol ekstraktinin inhibisyon degerini %94,49 Antalya’da yetisen metanol ekstraktinin
inhibisyon degerini %88,83 olarak bulduk. Ayrica bu yontemle birer sentetik antioksidan olan
BHT ve BHA’nin inhibisyon degerlerini hesapladik. BHT ve BHA i¢in inhibisyon degerlerini
sirastyla, %84,2 ve %81,4 olarak elde ettik.

Benzie ve Strain ilk defa 1996 yilinda indirgenme giicii Oyaizu metodunu
uygulamiglardir. indirgenmeye bagl kalorimetrik metot kullanmiglardir. 593 nm’de 100
pmol/L bilirubin, 280 pmol/L albiimin tayin etmislerdir. Biz indirgeme giicii Oyaizu
metoduna gére 2 mg/mL’deki Ziziphus zizyphus‘un indirgeme kapasitesini, Ozbekistan’da
yetisen 1 gram Z. zizyphus ekstraktinda 20,16 mg TEAC, Antalya’da yetisen Z. zizyphus
ekstraktinda ise 19,63 mg TEAC olarak tespit ettik.

Kuprak metodunu ilk olarak 2004 yilinda Apak ve arkadaslari uygulamistir. Metot
bilesiklerde antioksidanlar varliginda kuprik iyonlarinin kupréz iyonlarna indirgenmesini
esas almaktadir. Simay Cikrik¢r ve arkadaslar1 Curcuma longa bitkisinin antioksidan
aktivitesini belirlemek i¢in Kuprak yontemini uygulamiglardir. Tayinde curcumin ve turmerik
kullanmiglardir. Curcumin i¢in KUPRAKteac degeri 0,8 mg TEAC/g iken, turmerik igin
KUPRAK eac degeri 0,7 mg TEAC/g’dir. Biz kuprak yontemi antioksidan kapasite tayini i¢in
2 mg/mL Ziziphus zizyphus‘un Antalya’da yetisen metanol ekstrakt: ile Ozbekistan’da yetisen

metanol ekstrastinin  KUPRAKtgac degerlerini hesapladik. Bu metoda gore Ziziphus
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zizyphus‘un Antalya’daki ekstraktinin ve Ozbekistan’daki ekstraktinin troloksa esdeger
miktarlarini sirasiyla, 18,3 mg TEAC/g ve 13,9 mg TEAC/g olarak elde ettik.

Ziziphus zizyphus estraklarinin antioksidan aktivitede oldugu gibi indirgeme
kapasitesinde de artan konsantrasyona baglh olarak arttig1 gézlemlenmistir. indirgeme giicii
bir bilesigin antioksidan aktivite géstermesinde 6nemli bir etken olabilir. Ancak herhangi bir
saf maddenin antioksidan &zelligi farkli mekanizmalar iizerinde gidebilir. Ozetle antioksidan
bilesikler antioksidatif 6zelliklerini gecis metallerini baglama, peroksitleri par¢alama, radikal
giderme gibi degisik mekanizmalar ile ortaya koyabilirler.

B-karoten lineolik asit yontemi ise hidrojen atom transferi esaslidir. Elektron transfer
esasina dayanan yontemler, indirgendiginde renk degistiren yiikseltgenlerin indirgenmesi
sonucu antioksidanlarin kapasitesini dlger. Bu olay bir absorbans artis1 veya azalisi seklinde
olabilir. Renk degisiminin derecesi, numunenin toplam antioksidan konsantrasyonu ile
iliskilidir. Gergekte hidrojen atomu transferi ve elektron transferi esasli reaksiyonlar bir
anlamda i¢igedir ve aralarinda asilmaz sinirlar yoktur.

Bu ¢alismada yapilan HPLC analizi ile ekstraktlarda gallik asid, katesin, p-kumarik
asit, sinnamik asit, ferulik asit, kafeik asit ve kuersetin kalitatif ve kantitatif olarak tayin
edilmistir. Elde edilen kromatogramlardan Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus‘un
metanol ekstraktinin HPLC degerlerinin Antalya’da yetisenden daha yiiksek oldugu
goriilmustlir. Her iki ekstrakttada gallik asit en yiiksek degerde ve katesin onun ardindan
gelmektedir. Ozbeksitan’dan elde edilen ekstrakttaki gallik asit degeri 31,20 pg/g iken
Antalya’dan elde edilende ise 6,39 pg/g’dir. Katesin degerleri incelendiginde ise Ozbekistan
ekstrakt1 20,75 pg/g ve Antalya ekstrakt1 ise 3,90 pg/g’dir. Diger degerlerde de aym sekilde
Ozbekistan’dan elde edilen ekstraktin Antalya’dan elde edilenden daha yiiksek oldugu
bulunmustur.

Sonug olarak Antalya’da ve Ozbekistan’da yetisen Ziziphus zizyphus‘un metanol
ekstraktlarimin HPLC analizi ile biyokimyasal bilesimini belirledik. Yine ayni ekstraktlara
toplam fenolik madde tayini ve toplam flavanoid madde tayini yontemlerini uyguladik. Hem
HPLC hem de fenolik ve flavanoid madde tayini yontemleri sonucunda bitkilerdeki fenolik
madde miktarinin flvanoid madde miktarindan fazla oldugunu bulduk.

Antioksidan kapasite tayini i¢in de Antalya’da ve Ozbekistan’da yetisen Ziziphus
zizyphus‘un metanol ekstraktlarina [-karoten lineolik asit emilsiyon yontemi ile Kuprak
yontemini uyguladik, ardindan ekstraktlarin indirgeme giicii ve DPPH radikal giderme

aktivitelerini belirledik.
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Elde ettigimiz sonuglar1 standartlarla ve yapilmis olan baz1 ¢alismalarla
kiyasladigimizda, Ziziphus zizyphus bitkisinin meyvelerinin tip, farmasétik ve gida sanayinde

potansiyel bir antioksidan olarak kullanilabilecegini soyleyebiliriz.
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