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OZET

Bu ¢aligmada nane (Mentha piperita L.) bitkisinin antioksidan aktivitesi incelendi. Bu
amagla liyofilize numunenin ve goélgede kurutulmus numunenin etanol, metanol, su
kullanilarak ayri ayr1 ekstreleri hazirlandi. Ekstrelerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam
fenolik madde igerigi, bakir(Il) indirgeme (CUPRAC) metodu ile toplam antioksidan
aktivitesi ve DPPH, ABTS, DMPD, siiperoksit radikalleri giderme aktivitesi tayin edildi.
Elde edilen sonuglar gallik asit, trolox, askorbik asit, BHT ve BHA standart
maddeleriyle karsilagtirilarak degerlendirildi. Fenolik madde tayininde en yiiksek verim
sulu ekstrelerde goriildii. Golgede kurutulmus bitki i¢in 59,91+ 24,97 mg/g GAE,
liyofilize bitki igin 58,20 +2,34 mg/g GAE fenolik madde tespit edildi. CUPRAC
deneyinde elde edilen verilere gore bitkinin iki seklinin de standart maddelere yakin
diizeyde toplam antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriildii. DPPH radikal siipiiriicii
etki gblgede kurutulmus bitkide daha yiiksek bulundu. ABTS radikal giderme aktivitesi
de golgede kurutulmus bitkide daha yiiksekti. Her iki numunenin ABTS radikal
giderme aktivitesi, etanollii ve metanollii fazda askorbik asitten, sulu fazda BHT’ den
yiiksek bulundu. DMPD radikal giderme aktivitesinin golgede kurutulmus bitkide daha
fazla oldugu goriildi. Her iki numunenin DMPD radikal giderme aktivitesi, ¢aligilan
tim fazlarda BHA” dan yiiksek bulundu. Siiperoksit radikal giderme aktivitesi golgede
kurutulmus bitkide liyofilize bitkiden daha fazla idi. Her iki numune BHA’dan daha
yiiksek oranda siiperoksit radikal giderme aktivitesi gosterdi.

Bilim Kodu 1 727.10
Anahtar Sozciukler : Antioksidan, nane, serbest radikal.
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ABSTRACT

In this study, antioxidant activity of plant peppermint (Mentha piperita L.) is examined.
To this end, using ethanol, methanol and water lyophilized and air-cured extracts are
prepared. For each extract, total phenolic substance by Folin-Ciocalteu reagent and total
antioxidant activity via cupper(ll) reduction (CUPRAC) methodology and DPPH,
ABTS, DMPD, superoxide free radical scavenging activities are assigned. Results are
evaluated by comparison of gallic acid, trolox, ascorbic acid, BHT & BHA substances.
The highest performance on spesification of total phenolic substance is occured in water
extracts. For air-cured plant 59,91+ 24,97 mg/g GAE, for lyophilized plant 58,20 +2,34
mg/g GAE phenolic substance is determined. According to the results of the CUPRAC
study, it is found that each state of the plant yields similar level of total antioxidant
capacity to standard substances. DPPH radical scavenging activity is found to be higher
in air-cured plant. ABTS radical scavenging activity is also higher in air-cured plant.
ABTS radical scavenging effect in ethanol and methanol phases is higher than ascorbic
acid and in water phase is higher than BHT for each sample of the plant. DMPD radical
scavenging activity is found to be more effective in air-cured plant sample. For all the
phases examined, DMPD radical scavenging effect is higher than BHA for each of the
samples. Superoxide radical scavenging activity is found to be more effctive in air-cured
plant rather than lyophilized plant. Both plant samples show higher superoxide radical
scavenging activity than BHA.
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TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesinden baglayarak son ana kadar c¢aligmalarima yon veren,
engin bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim, kiymetli danisman hocam ve Anabilim
Dali baskanimiz Prof.Dr. Bolkan SIMSEK ’e, labratuvar ¢alismalarimda yanimda olup
destegini esirgemeyen, pratikligine ve labratuvar tecriibesine hayran kaldigim ayrica
tezimin tamamlanmasinda manevi destegi ile daima beni motive eden Prof.Dr. Sevgi
AKAYDIN’a, deneylerim sirasinda ¢ok yardimini gordiigiim Arastirma Gorevlisi Ece
MISER e katkilaridan dolay: tesekkiir ederim. Calismalarimda hosgoriilii ve giiler yiizlii
yaklagimlar1 ile beni gayretlendiren Biyokimya Anabilim Dalinin  degerli

akademisyenleri ve ¢alisanlarina tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica anneme, babama ve kiymetli meslektasim sevgili esim Eczact Elif CAYIR’a

manevi desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Bu arastirma, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan
desteklenen ‘02/2012-47° numarali ‘Yas ve kuru nane Orneklerinde antioksidan

aktivitenin degerlendirilmesi ’ isimli proje kapsaminda gercgeklestirilmistir.
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1.GIRIS

Canli organizmada cesitli reaksiyonlar sonucu olusan, dis orbitallerinde paylasiimamis
elektron igeren kimyasal tiirler bulabilecekleri herhangi bir yapi1 ile etkilesime girerek,
elektron alir ya da ona bir elektron verir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine girip onlarin yapisint bozan bu tiirlere "serbest radikaller", "oksidan
molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri" denir. Serbest radikallerde paylagilmamis

elektron, atom veya molekiiliin iist kismina konulan bir nokta ile belirtilir [1].

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynaklardan ortaya c¢ikabilmektedirler. Serbest
radikallerin Oncelikle kanser, miyokard enfarktiisii ve enflamatuvar hastaliklar gibi pek cok
hastaliga neden oldugu giiniimiizde ortaya konulmus ve antioksidanlarin giinliik diyette
kullaniminin proflaktik etki gostererek bu hastaliklarin  olusum riskini azalttig1
gosterilmistir [2,3]. Oksidasyonu Onleyen veya geciktirebilen bu maddelere antioksidanlar,
bu olaya antioksidan savunma denir [4].

Antioksidan savunmada oksidanlarin organizmadaki diizeylerini artirici etkenlerin
bilinmesi, risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi
gereken girisim olmalidir. kincil prensip ROS(Reaktif Oksijen Tiirleri)’ larla tetiklenen
biyokimyasal reaksiyonlarin bir ya da birkag basamakta kirilmasi tiglinciil olarak ise olusan
mediyatorlerle aktive olan enflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunun ve orada agir1
birikiminin 6nlenmesidir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulmasi gereken
esas girisim ise belirli diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale
getiren antioksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlari hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda
farklidirlar. Insanda bellibasl hiicre ici antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz ( GPx ) enzimleridir. SOD'un yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da
adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dist ortamda da antioksidan savunma
unsurlarina E vitamini, C vitamini, beta karoten ve fenolik bilesikler 6rnek gosterilebilir
[5,6].

Fenolik bilesikler igerisinde en fazla bulunanlar flavonoitler, fenolik asitler ve fenolik
terpenlerdir [7]. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal

iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen olusumunu



engelleme veya azaltma gibi &zelliklerinden kaynaklanmaktadir [8,9]. Bu bilesikler,
lipitlerin ve diger biyomolekiillerin (protein, karbohidrat, niikleik asitler) serbest
radikallerce okside olmalarini engellemek i¢in aromatik halkalarindaki hidroksil gruplarda
bulunan hidrojeni verebilmektedirler [10]. Flavonoitler ve diger fenolik bilesikler

cogunlukla bitkinin yaprak, ¢i¢ek ve odunsu kisimlarinda bulunmaktadir [11].

S6z konusu fenolik yapilar, aromatik bitkiler sinifinda bulunan nane (Mentha piperita)’nin
bilesenleri arasinda bulunmaktadir. Nane bitkisinin antioksidan &zellige sahip oldugu
literatiirde bildirilmis olup, bu oOzelligin baslica fenolik yapilardan ileri geldigi
vurgulanmigtir. Ancak bir biitiin olarak, degisik birka¢ yontem ile nanenin kuru bitki
numunesinde ve liyofilize edilmis seklinde antioksidan kapasite tayini ile ilgili bilgiye
rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tez kapsaminda; yiyecek olarak tiiketildigi gibi geleneksel
olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan nane bitkisinin, gélgede kurutulmasi
suretiyle kuru bitki numunesi, liyofilizatorde suyunun ugurulmasi suretiyle de yas bitki
numunesi hazirlanarak ¢esitli yontemlerle antioksidan kapasitelerinin tespit edilmesi ve
kurutma yontemlerine gore antioksidan kapasitelerinde fark olup olmadiginin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Tibbi ve aromatik bitkiler, hastaliklar1 Onlemek, saghigi siirdirmek veya hastaliklar
iyilestirmek i¢in ilag olarak kullanilan bitkilerdir. Tibbi ve aromatik bitkilerin standart hale
gelmis bir gruplandirilmast bulunmamakla birlikte, genellikle familyalarina, igerdikleri
etken maddelere, tiiketim ve kullanimlarina, yararlanilan organlarina ve farmakolojik
etkilerine gore gruplandirilabilirler. Ancak, en yaygin olarak kullanilan1 etken maddelerine
gore yapilan gruplandirmadir. Bilinen aromatik bitkilerin bazilarina nane, biberiye
(Rosmarinus officinalis), adacay1r (Salvia officinalis), lavanta (Lavandula angustifolia),
kekik (Thymus wvulgaris), mercankosk/kekik(Origanum hirtum), ogulotu (Melissa

officinalis) 6rnek gosterilebilir.

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) verilerine gore yaklasik 20.000 bitki tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Diinyada bitkisel droglar igin baglica ticaret merkezleri Almanya
(Hamburg), ABD (New York) ve Hong Kong’dur[12,13]. Tiirkiye cografi konumu, iklim
ve bitki cesitliligi, tarimsal potansiyeli, genis yiizol¢limii sayesinde tibbi ve aromatik
bitkiler ticaretinde 6nde gelen iilkelerden biridir. Tiirkiye’nin bu 6nemi; bitkisel ilag, bitki
kimyasallari, gida ve katki maddeleri, kozmetik ve parfiimeri sanayilerinin hammaddesini
olusturan pek ¢ok bitkisel {irlinii veren bitkilerin iilkemiz florasinda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu bitkiler daha ¢ok dogadan toplanarak pazarlanmaktadir. Tibbi ve
aromatik bitkiler agirlikli olarak Ege, Marmara, Akdeniz, Dogu Karadeniz ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinden toplanmaktadir. Tiirkiye’nin ihrag ettigi 6nemli tibbi ve aromatik
bitkiler kekik, defne yapragi, kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢ kabugu, mahlep,

¢emen, biberiye, meyan kokii, sumak, adagayi ve thlamur ¢igegi ve nanedir[14].

2.1. Nane (Mentha sp.)

Calismamizda Cankiri Ilgaz ilgesinden 950 metre rakimda yetismis nane(Mentha piperita
L.) kullanilmistir. Eski ¢aglardan beri yiyeceklere stabilitesini ve tadini iyilestirmek igin
pek cok aromatik bitki ve baharat ilave edilir, bunlar zararsiz dogal antioksidan
maddelerdir. Nane Tiirk mutfaginda da yemek ve salatalara tat ve koku vermek icin

kullanilan aromatik bitkilerdendir (Resim 2.1)(Resim 2.2).



Resim 2.1. Mentha piperita yapraklari

Resim 2.2. Mentha piperita ¢igek ve yapraklari

2.1.1. Botanik ve biyokimyasal ézellikler

Nane Labiatae (Lamiaceae) (Ballibabagiller) familyasina ait otsu bir bitkidir. Salg: tiiyleri
tasir ve ucucu yag icerir. Govde 4 koseli, yapraklar cogu zaman basit, bazan parcali ve
dekusat dizilislidir; ¢igekler her nodusta vertisillastrum durumundadir. Korolla aktinomorf

olup 4 lopludur;4 stamen esit boydadir.



Linoleik, linolenik ve palmitik asit gibi yag asitleri ile mentol, menton ve izonmenton gibi
cesitli ugucu bilesikler, B-karoten, klorofil, tokoferoller, askorbik asit, folik asit, tiyamin,
riboflavin ve niasin, kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum, fosfor ve demir nane

yapraklarinda bulunan baslica unsurlardir [15,16].

Mentha piperita (nane, Ingiliz nanesi) bir kiiltiir bitkisidir, sulak yerleri sever, siiriiniicii
yapidaki stolonlartyla ¢ok kolay iirer, cok yilliktir. Boyu 50-100 cm'e ulasabilen bitkinin
leylak rengi ¢icekleri vardir. Yapraklar1 kodeks ve farmakopelerde kayithidir. Folia
Menthae piperitae T.K. (Nane Yapragi) 3-4 cm boyunda, ovat-lanseolat, tepede akut,
taban1 obtus veya trunkat, sapli, kenarlari serrat, koyu yesil renkli ve kokuludur. Yapraklar
% 0.8-4 oraninda ugucu yag ile flavonlar, rozmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit ve
triterpenik maddeler tagimaktadir. Ugucu yagi; % 45-50 mentol, % 5-20 mentol esterleri
(mentil asetat ve mentil izovalerat) ile daha az miktarlarda %10-30 menton, %2-5

mentofuran okaliptol, (-) limonen ve (-)-karyofillen igermektedir [17].

Mentha spicata (M.viridis), spearmint esans1 adi verilen ugucu yagi nedeniyle 6énemli bir
tiirdiir. Ozel kokulu bu esans mentol tasimaz. Bitkinin gok iyi bir rozmarinik asit kaynag
oldugu tespit edilmistir. Ugucu yaginin ana bileseni %42-67 oraninda karvondur. Dis

macunlarina, agiz sularina ve ¢ikletlere koku vermek i¢in kullanilir.[17]

Mentha arvensis, 6zellikle Japonya'da yetistirilen tiirdiir. Bu bitkiden elde edilen ugucu yag
japon nane esansi adiyla taninir ve mentol bakimindan en zengin olan yagdir, % 80-90

mentol icermesi nedeniyle mentol kaynagi olarak kullanilir [17] .

Mentha pulegium (yarpuz, filisgin), tilkemizde nemli ve sulak arazilerde ¢ok miktarda
yetigen, yapraklar tiiyli bir bitkidir. Yapraklardan elde edilen ugucu yagi pulegon
bakimindan zengindir. Pulegon toksik bir bilesiktir. Yarpuz, mentol tasimaz. Tiirkiye'de
kiltiirii  yapilip nane adi altinda satilan tiirler, Mentha rotundifolia ve Mentha

longifolia’dir. Bunlarin yapraklarinda mentol yoktur, baslica piperiton bulunur [17-21].

2.1.2. Tarihsel siire¢

Tarih boyunca yaygin sekilde antiseptik, spazmolitik ve karminatif olarak kullanim bulmusg
bir takson olan Mentha’nin bir tiirii 1696’da Ray tarafindan tedavi amagh kullanilabilecegi

belirtilerek Mentha palustris olarak adlandirilmigtir. Daha sonra 1753’de Linne ayni tiirii



Mentha piperita L. seklinde tanimlamistir. Ozellikleri 1705°de Dale ve 1721°de London
Pharmacopoeia’de tanimlanmistir. Avrupa ve Asya’da yayilis gosteren Mentha piperita 20.
yy baslarinda Alman go¢menler tarafindan Amerika kitasina tasinmis ve burada genis

yayilis alanlar1 bulmustur [18].

Anadolu’da 7 kadar Mentha tiirii oldugu bilinmektdir. [19] Tirk Standalar1 Enstitiisii
tarafindan 3481 sayili taze nane standardi ile 10361-ISO 3033 sayili nane yag1 standardi
yapilmistir. Cok polimorfik bir yapiya sahip olmasindan ve melezlesmeye yatkin
olmasindan dolay1 kemovaryabilitesi olduk¢a fazladir. Kromozom sayilar1 oldukga
farklilik gosteren Mentha’nin vegetatif lireme yeteneginin de katkisiyla diinyada 30 kadar
subgenusunun bulundugu bilinmektedir. Subgenuslar aras1 melezlesme nadir dahi olsa ayn1
subgenus i¢inde ¢ok sayida melezlerin oldugu belirlenmistir [18]. Ekolojik kosullardan da
oldukga etkilendigi bilinen Mentha taksonlarinin 1slah edilmis tohumlar1 ile ilgili
sitotaksonomik ve kemotaksonomik ¢alismalar mevcuttur [20]. Mentha cinsinin sistematigi
form zenginliginden dolay1 tamamlanamamistir. Dogal taxonlari igermeyen, kiiltiir
formlar1 lizerinden, menton icerenler ve karvon igerenler olarak genel tasnifler yapilmistir
[17]. Melezlesme yatkinligina bir 6rnek olarak farmakopelerde kayithh Mentha piperita L.
verilebilir. Bu tiir Mentha longifolia ve Mentha rotundifolia nin melezi olan Mentha

spicata ile Mentha aquatica’nin melezidir.

2.1.3. Kullanim alanlari

Ucgucu yagmin degerli olmasi nedeniyle nane tiirlerinin bir¢ok iilkede ticari olarak tarimi
yapilmaktadir. Ulkemizde ise bahgelerde, evlerin dniinde ve tarlalarda yetistirilen nane
bitkisi tibbi agidan spazm ve gaz giderici, midevi, serinletici, uyarict ve ditliretik etkilere
sahip olup, nane yapraklar1 baharat ve bitki ¢aylari seklinde de ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Nane yagi ilag, gida, icki ve kozmetik sanayiinde genis bir uygulama

alan1 olan mentolun en zengin dogal kaynagidir [19].

Antiseptik

Yapilan ¢alismalarda nane yagi ve bilesenlerinin antibakteriyel aktiviteleri tespit edilmis,
bu etkinin yagin igerigindeki neomentol gibi terpenik bilesiklerinden kaynaklandigi
bildirilmistir[19,22].



Nane yagmin Helicobacter pylori, Salmonella enteritidis ve metisiline direngli
Staphylococcus aureus suslarina karsi bakterisit etki gosterdigi, bu aktivitenin temel
nedeninin I-limonen, karvon, mirsen gibi terpenik bilesiklerden kaynaklandigi
bildirilmistir[23].

Disk Difiizyon yontemi kullanilarak yapilan bir calismada nane yaginin 21 bakteri ve 7
maya kokeni iizerindeki antimikrobiyal etkinligi test edilmis olup, Pseudomonas
aeruginosa hari¢ test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinlik sagladigi
gosterilmistir [24]. Mentha piperita’ nin ugucu yaginin gram pozitif mikroorganizmalar
tizerine daha aktif iken Mentha spicata’ dan elde edilen ugucu yagin gram negatif
bakteriler {izerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir [25]. Nane yagmin tim bu
antibakteryel aktivitesi, yagin lipofilik 6zelligi nedeniyle biyolojik zarlar tizerinde etkili
olmasindan kaynaklanmaktadir [26]. Mikroorganizmalarin etkili oldugu nefes yollari
enfeksiyonlarinda kullanildigi, oksiiriigi gecirdigi, bel soguklugu tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir [27].

Nane ekstrelerinin ayni zamanda mantara karst etkinligi gosterilmistir. Nane yaginin
patojenik mantarlardan Pythium tiirlerinin biiyiimesinin inhibe edilmesinde etkili oldugu
bulunmustur. Insan patojenlerinden Candia albicans, Cryptococcus neoformans,
Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum ve Sporothrix schenckii karsi nanenin

antifungal aktivitesi tespit edilmistir [28].

Herpes Simpleks Virus (HSV) tip-1, tip-2 ve Asiklovir’e direngli HSV-1 ile gesitli
diizeylerde enfekte hiicreler nane ekstresi ile muamele edilmis ve sonugta plak azaltma

notralizasyon yontemine gore hiicrelerin notralize oldugu in vitro olarak gosterilmistir

[29].

Analjezik

Halk ilact olarak kulanilan Mentha piperita L. genellikle kurutulmus nane yapraklarinin
sicak suda kisa bir siire bekletilerek ugucu yaglarinin suya gegmesi sonucunda cay seklinde
icilir. Kuvvetli i¢eriginden dolay1 bazi yorelerde buna nane ruhu da denir. Dis agrisina iyi
geldigine inanilmaktadir [19,21]. Bitkinin yapraklarindan elde edilen yag, etanol ile

muamele edilerek haricen kullanilmak suretiyle bas agrist duyarliliginda bir azalma



yaparak onemli bir analjezik etkiye sahiptir [30]. Migren agrilarinin giderilmesinde agri

baslangicinda masaj seklinde sakaklara uygulanmaktadir. [31,32].

Radyoprotektif etki

Radyoterapi kanser tedavisinde onemli bir tedavi yontemi olarak giintimiizde siklikla
kullanilmaktadir. Ancak uygulanan radyasyonun saglam hiicrelere olan olumsuz etkileri
nedeniyle sinirli dozlarda uygulama yapilmaktadir. Baz1 tibbi aromatik bitkiler sz konusu
radyosyonun zararli etkilerine karsi koruyucudurlar. Mentha piperita ve Mentha
arvensis’in, fareleri gama 1sinina bagli hastalik ve 6liime karsi korudugu gosterilmistir. Bu
etkilerini muhtemelen serbest radikal temizleyici antioksidan etkileri ile sagladiklar

diistiniilmektedir [33].

Uyarici etki

Limbik sistem (Hippocampus, amygdala) endokrin bezi ve vejetatif sinir sistemine
iletilerle duygular1 ve hafizay1 harekete gegirir. Limon, nane, kusdili ugucu yaglari limbik

sistemi uyarmada kullanilir [34].

Bitkinin bilesenlerinden olan mentolun burun tikaniklig1 ve 6ksiiriik gibi soguk alginligi ve
grip semptomlarin1 hafifletmek i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen, ayrica yapilan
bir calismada mentoliin; burun tikanikligini azaltmadig1 ancak burun i¢inde bulunan ve
trigeminal sinirlerce innerve edilen duyusal sinir uglarin1 uyardigr boylece kolay nefes

alma hissini gelistirdigi tespit edilmistir [35-37].

Antienflamatuvar etki

Nane tiirlerinin antienflamatuvar etkilerinin oldugu c¢esitli calismalarda ortaya
konulmustur. Antienflamatuar etkinlik biiylik 06lgiide in vivo antioksidan modiile
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir [38]. Bu antienflamatuvar etkinin, nanenin
makrofajlardan nitrik oksit salgilanmasini azaltmasi, bu nedenle de enflamatuar hastalik
stirecinde yararli oldugu gosterilen a-TNF pro-enflamatuarsitokinlerin ekspresyonunun
azalmasin1 sagladigr seklinde disiiniilmektedir [39]. Nane yagi igeren enterik kapli

kapsiiller iltihabi barsak sendromu ve spastik kolon tedavi etmek i¢in kullanilir. Ugucu



yaginin icerigindeki L-mentol bronsiyal astim, alerjik rinit ve kolit gibi kronik enflamatuar

hastaliklarin tedavisinde yararlidir [40].

Hepatoprotektif etki

Nane tiirlerinin farmakolojik olarak hepatoprotektif etkisi oldugu ratlarda yapilan bazi
caligmalarda gosterilmis, ratlarda karbon tetra kloriir ile olusturulan karaciger hasari
sonrasinda degisik konsantrasyondaki nane ekstreleri uygulanmis ve sonu¢ kuvvetli
hepatoprotektif olan silimarinle karsilastirllmistir. Sonugta farmakolojik olarak nane
yapraklarinin giiclii hepatoprotektif etkiye sahip oldugu ve toksik maddelerin yan etkilerini
azalttig1 tespit edilmistir [41].

Diger etkiler

Nanenin yapraklarinin hekzan ekstresinde antihelmintik [42], yaginin ise Sspazm giderici
etkisinin oldugu gosterilmistir [43]. Mentol ve nanenin sigan, atriyal ve papiller kaslarinda
kalsiyum kanal blokaji yaptigi, tavsanlarda ise topik uygulama sonucu kulak kan
damarlarinin damar genislemesine yol agtigi gosterilmistir [44,45]. Nane yapraklarinin

hekzanli ekstrelerinin antihelmentik etki gosterdigi tespit edilmistir [46].

2.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Normalde, hiicrelerde en biiylik serbest radikal kaynagi elektron transport zincirinde
elektron sizintisidir. Yasam dongiimiiz i¢inde kimyasal ve fiziksel olarak gerceklesen
olaylar sebebiyle devamlilik gosteren serbest radikal olusumu s6z konusudur. Temelde {i¢

mekanizma ile serbest radikal olusumu agiklanmaktadir.

2.2.1 Kovalent baglarim homolitik Yikilmasi

Yiiksek sicaklik (500- 600 °C) ve enerjisi yliksek elektromanyetik dalgalar kovalent
baglarin kirilmasima sebep olurlar. Boliinme sonrasinda her bir atomda ortaklanmamis

elektron kalir. Olusan bu yeni yap1 radikalik 6zellik tasimaktadir.
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2.2.2. Normal bir molekiiliin tek bir elektron kaybetmesi

Radikal karakteri olmayan normal bir molekiilden elektronun kaybi ile bag1 olusturan iki

elektronun da bir atomda kalmasidir. Bu olaya heterolitik yikilma da denilebilir.

2.2.3 Normal bir molekiiliin tek bir elektron almasi

Radikal karakteri olmayan bir molekiiliin disaridan bir elektron almasi ile yapisinda

ortaklanmamis elektron olusmasi sonucu radikal olusabilir.

2.3. Serbest Radikal Tiirleri

Hayvanlarda ve insanlarda fizyolojik ve patolojik kosullarda olusan en onemli serbest
radikaller azottan ve oksijenden olusanlardir. En bilinen serbest radikallere ornekler

Cizelge 2.1 de goriilmektedir [47].

Cizelge 2.1. Bazi serbest radikaller ve sembolleri

Adi Formiili | Tanim
Hidrojen atomu | H® En basit serbest radikal
Stiperoksit 02°~ Oksijen merkezli radikal, se¢imli reaktif
Hidrojen H,O Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi diisiik
peroksit 22 Suk, yetenegi disuk.
Hidroksil *OH En faz}a reaktif oksijen radikali. Insan viicudundaki tiim
molekiillere saldirir.
Singlet oksijen | 'O, Oksijenin giiclii oksidatif formu
L . Kiikiirt izerinde eslesmemis elektron bulunduran tiirlerin
Tiyil RS
genel ad1
Peroksil, RO’ Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olusan oksijen
Alkoksil RO® merkezli radikaller.
Nitrik oksit NO*® L-arginin amino asidinden in vivo kosullarda tiretilir.
Azotdioksit NO,® NO™’nun O; ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava, sigara

dumaninda vb. bulunur.
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2.3.1. Reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS)

Organizmada pek ¢ok tiirde ROS olusabilmektedir. Ancak en sik olarak lipid yapilarla
olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen c¢ikarsa lipid radikali
meydana gelir. Olusan lipid oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksil radikalini
olusturur. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipid
hidroperoksitler olusur [48]. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iiriinlere de
dontisebilir. Hidrojen peroksit hiicreler lizerinde baz1 fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat
ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak adlandirilamaz. Ancak reaktif
oksijen tiirleri, siiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar

icin ortak olarak kullanilan bir terimdir [49]. Reaktif Oksijen Tirleri asagida

gosterilmistir.
O, + & — > 0,°" (siiperoksit anyon radikali)
+ & — > H,0, (hidrojenperoksit))
+ & — > *OH ( hidroksil radikali)
+ e —— > HO (su)
Radikaller

Siiperoksit radikal (O,° )
Hidroksil radikal (*OH )
Alkoksil radikal ( LO")
Peroksil radikal ( LOO)

Radikal olmayanlar

Hidrojen peroksit ( H,O, )
Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit ( HOCI)
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Singlet oksijen

2.3.2 Siiperoksit radikali (O,° ")

Oksijen molekiilli, dis orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa “Siiperoksit Radikali”
olarak adlandirilir [5]. Organizmada en kolay olusan serbest radikaldir. Hemen hemen
tim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O, + e- —— > Oz._

Stiperoksit radikali, ksenobiyotikler gibi ajanlarla, ksantin oksidaz’in rol aldig1 enzimatik
tepkimelerle, baz1 oksidaz tepkimelerinde, fagositoz sirasinda, elektron transport sistemi
sirasinda olusur [50]. Siiperoksit radikalinin birikimi, diger radikallerin olusumuna da

neden oldugu i¢in 6nemlidir [51,52].

Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir ve oksidan olan perhidroksil
radikalini (HO,®) olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit radikali ve perhidroksi radikali
birbiriyle reaksiyona girince biri yiikseltgenir, digeri indirgenir. Bu dismutasyon

reaksiyonu sonucu H,O; olusur [53].

Stiperoksidin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir
oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Bu sekilde nitrik oksitin normal etkisi

inhibe olur, ayrica peroksinitritler direkt proteinlere etki ederler [53].

0, + NO* ———> ONOO

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi meydana getirebilir. Siiperoksit
radikalinin H,O, kaynagi olmasinin yaninda bir Onemi de gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda tiretilen siiperoksit hem oksitleyici hem
de indirgeyici olarak davranabilir. Ornegin; siiperoksit radikali mitokondri’deki elektron

tagima sisteminde indirgeyici olarak davranarak bir elektron kaybeder ve oksijene doniisiir.
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Adrenalinin oksidasyonunda ise oksidan olarak davranarak bir elektron alir ve H,O,’ye
indirgenir [53].

2.3.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

Oksijen molekiiliiniin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin bir
elektron almasi sonucu peroksit olugur. Olusan yapi1 iki hidrojen atomuyla birleserek

hidrojen peroksiti (H.0,) meydana getirir.

O, +2¢ +2H S H,0, veya 202._ + 2H" ———— > H,0,+0,

Hidrojen peroksitin biyolojik sistemlerde esas olusum sekli siiperoksitin dismutasyonu
olup bu reaksiyona siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aracilik eder [50]. Ciftlenmemis
elektrona sahip olmadig i¢in radikalik 6zellik gostermez. Hidrojen peroksit uzun émiirlii
bir oksidan olup biyolojik membranlar1 asabilir bunun nedeni asidik ve notral ortamlarda

net ylik tasimamasidir.

Hidrojen peroksit (H20;), biyolojik onemi olan molekiillerin ¢ogu ile spesifik olarak
reaksiyona girmemekle birlikte °OH radikali gibi daha reaktif ve toksik oksidanlarin
olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Organizmada hem grubundaki demir
ile reaksiyona girerek yapidaki demiri gii¢lii bir oksidan form olan ferril demir ve perferril
demir’e doniistiiriir ki bu da hiicre zarinda lipit peroksidasyonu reaksiyonlarini baslatarak,

hiicresel hasara neden olabilir [54].

2.3.4. Hidroksil radikali (*OH)

Hidroksil radikali, son derece giiclii bir oksidan molekiil olup en reaktif radikal olarak
bilinmektedir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir, olustugu yerde biiyiik hasara neden olur.
Biyolojik sistemlerde karsilastigi tiim biyomolekiiller ile reaksiyona girebilir [55]. Tioller,
yag asitleri, proteinler, niikleik asitler gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni
radikallerin olusmasina yol agar [56,57]. Hidroksil radikali canlilarda iki yolla meydana
gelir [58].
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Gecis metal iyonlarinin etkisi

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 canli sistemde serbest radikal olusturan giiclii birer
oksidatif katalist olarak gorev yapmaktadirlar. Ozellikle demir oksidatif reaksiyonlari

tesvik etmede daha etkili bir metaldir [59].

Stiperoksit anyonu (O,*), Fe*? katalizérligiinde H,O ile reaksiyona girdigi zaman zararl

*OH radikallerini olusturan “Haber-Weiss reaksiyonu” meydana gelmektedir [60].

0 + HO ——— > 0,+0H- +°0OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

‘OH + RH ——— > R* + H,0 (Zarar)
Demir iyonlari, hidroperoksitlerin zararli hidroksil radikaline doniistiigii “Fenton-tip
reaksiyonlar1” da katalizlemektedir. Hidroksil radikali ise oldukga reaktif bir tiir olup, hizli

bir sekilde lipid radikallerini olusturarak lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini
baslatmaktadir [61].

0, + Fe® —— > Fe'? + 0,

Fe'? + H,0, ——— >Fe™ + *OH + OH (Fenton Reaksiyonu)

Beyin ytiksek oksijen kullanimimin yaninda ayni1 zamanda yiiksek diizeylerde Fe ve diger
divalent katyonlar1 igcermekte ve olusan Fenton-tip reaksiyonlar reaktif oksijen tiirleri
iireterek noronlara zarar vermektedir. Beyin oksidatif zararlara karsi dokuyu zayiflatan
coklu doymamis yag asitlerini de yliksek diizeyde igermektedir. Oksidatif strese maruz
kalan beyin dokusunda olusan hasarlarin beyin iskemisi, hafiza bulanikligi, Alzheimer,

Parkinson gibi birgok sinirsel bozuklukta dnemli bir rol oynadigina inanilmaktadir [62].

Iyonlastirici radyasyonun etkisi

Sulu ortamda su molekiillerinin homolitik yikim ile iyonlagsmasi1 sonucu gergeklesir. Bu
reaksiyon femtosaniye iginde gerceklesir. Meydana gelen hidroksil radikali canlilarda

yiiksek enerjili dalgalarin toksik etkilerinden sorumludur [61].

H,O + Enerji ———— > H* + *OH
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2.3.5. Singlet oksijen (*0,)

Molekiiler oksijen (Oy), iki kovalent bag yapmasina ragmen, molekiiliin paramanyetik
Ozellikte olmasi eslesmemis elektron icerdigini gosterir. Dis orbitallerinde bulunan iki
elektron spinleri aymi yonde ve farkli orbitallerde iken molekiill minimum enerji
seviyesindedir [63]. Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis en dis elektronlar:
spinlerini degistirebilir [52].

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan
baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen ortaklanmamis
elektronu olmadig: i¢in radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamig elektronlar1 paralel spinli
oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi singlet oksijende yoktur ve oldukca reaktif bir
oksijen bilesigidir [53].

Singlet oksijen (*Oy), lipid peroksidasyonunu baslatmak iizere ¢oklu doymamis yag
asitlerinden bir hidrojen iyonunu koparabilir. Bu yiizden, biyolojik sistemlerde 'O,
membran lipidlerinin peroksidasyonunda énemli bir role sahiptir. Ayrica bu reaktif oksijen
tiriiniin DNA hasar1 olusturdugu ve mutajenik etkilerinin bulundugu da gosterilmistir. In
vivo olarak singlet oksijen liretimine neden olan tepkimeler asagida verilmektedir [1,52].

Stiperoksit anyon radikalinin kendiliginden dismutasyonu ile singlet oksijen olusabilir.

2H*
H,O + 520, ———>10,+2H,0,

Haber-Weiss tepkimesi sonucunda singlet oksijen olusabilir.

O + H0, ——r > 10, +°0OH +OH

Siiperoksit anyon radikallerinin diagil peroksitlerle verdigi tepkime ile singlet oksijen
olusur.
20, + RCOOCR ——— >'0, +2RCOO°

Stiperoksit anyon ve hidroksil radikalinin etkilesmesi sonucunda singlet oksijen olusur

[64].
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2.4. Serbest Radikal Kaynaklar:

2.4.1. Intraselliiler (Endojen) kaynaklar

Mitokondri elektron transport sistemindeki sizintilar [47].

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda sitokromlarin oksidasyonu
Tiyoller, katekolaminler, tetrahidrofolatlar, flavinler gibi bazi kiigiik molekiillerin
otooksidasyonu

Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz, monoamino oksidaz,
siklooksigenaz, lipooksigenaz, triptofan dioksigenaz, indolamin dioksigenaz gibi birgok

enzimin katalitik islemleri [65,66].

Fagositik enflamasyon hiicreleri (nétrofil, monosit, makrofaj, eosinofil) ile endotelyal

hiicrelerde gereklesen oksidatif igslemler sonucu salgilanma
Hemoraji, travma, iskemi gibi oksidatif stres olusturan durumlar

2.4.2. Eksojen kaynaklar

Stres sonucu katekoamin diizeyinin artmasi ve katekolamin oksidasyonu
Radyoaktivite

[laglar, antineoplastik ajanlar, inhale anestezikler

Bagimlilik yapic1 maddeler uyusturucular, alkol

Cevresel etkenler, pestisitler, hava kirliligi, sigara dumani, poliaromatik hidrokarbonlar
[66].
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2.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller ile viicudun antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengenin radikal
lehine degismesiyle meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin tahrip

olmas1 ve doku hasar1 olusmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir [67].

Serbest radikaller zararsiz hale getirilmediklerinde organizmada protein, lipid, DNA ve
niikleotid koenzimler gibi bircok hiicresel makromolekiil ve biyolojik materyal iizerinde
zararli etki olusturmaktadirlar [68]. Insanlarda kanser, atheroskleroz, hipertansiyon,
diyabet, norolojik sistemde dejeneratif olaylar sonras1 Alzheimer ve Parkinson, solunum
sisteminde kistik fibrozis ve astim gibi hastaliklar ile hiicre yipranmasi, yaslanma, kikirdak

iltihab1, Down sendromu olusumuna serbest radikallerin katki yaptig1 bilinmektedir [69].

2.5.1. Lipidler iizerine etki

Lipid Peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membran yapisindaki
coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan bdylece membran lipid yapisini

degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir olaydir [70,71].

Doymamis yag asidi 6zellikle *OH etkisiyle hidrojen ve kendi iizerinde birer elektron
kalacak sekilde parcalanir ve karbon merkezli lipid radikali (L¢) olusturur. Bu reaksiyonun

LA}

devaminda L* * radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini (LOO®)
olusturur. Lipid peroksil radikali de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer.
Boylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Ayrica lipid peroksiller ortamdaki hidrojen
atomlart ile de reaksiyona girerek lipid hidroperoksidleri (LOOH) olustururlar. ROS
baslaticili lipid peroksidasyonu sonrasinda lipid peroksitler malondialdehid (MDA) ve 4-

hidroksi nonenal gibi yikim firiinlerine doniistirler [72-74].
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Reaksiyon sonucunda biyolojik olarak aktif olan bilesikler ya hiicre diizeyinde metobolize
edilir veya ilk hedef bolgesinden hiicreye diflize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari
yayarlar. ROS baslangigli bu olay membran yapisina direkt ve olusturdugu reaktif
aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine indirekt olarak zarar veren geri doniisiimsiiz bir
olaydir. Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan

MDA, lipid peroksidasyon seviyesinin gostergesi olarak kabul edilmektedir [75].

2.5.2. Proteinler iizerine etki

Proteinler {izerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine neden olacagindan, bu
oksidasyonlar proteinleri yikima gotiiriir. Oksidatif stresin proteinlerin oksidasyonuna
neden oldugu belirlenmistir[76]. Ozellikle Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
doymamis bag igceren ve metiyonin, sistein gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip

proteinler serbest radikallerden ¢abuk etkilenir [77].

R-SH +*OH ——> RS*+ H,0

Bu reaksiyonlar sonucu alblimin ve immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bag:
bulunduran proteinlerin tersiyer yapist bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe*?)
stiperoksit ve diger oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda

oksijen tagimayan methemoglobin olusur[65].

Lipit peroksidasyonunun bazi oksidatif asamalar1 ve {irinleri proteinlerde karbonil
olusumuna yol agabilmektedir [78,79]. Oksidasyona ugramig bu hasarli proteinlerin,
fibroblastlarda, eritrositlerde ve beyin dokusunda birikimi yasla birlikte artmaktadir. ileri
yaslarda daha sik goriilen, Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarda, fazla miktarlarda

biriktikleri de gosterilmistir [80,81].

2.5.3. DNA iizerine etki

Oksidatif stres degisik mekanizmalar ile timor olusumunda rol oynar. DNA hasarina,
onarilamazsa mutasyonlara, tek veya ¢ift zincir kiriklarina, kromozom kiriklar1 ve kopan

parcalarin degisik yerlere yapismalarina neden olur [82,83].
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Mitokondrial DNA’nin daha fazla oksidatif hasara ugradigi belirlenmistir. Cilinki
mitokondri elektron transport sistemi nedeniyle bu radikallerin olusum boélgesidir. Ayrica
cekirdek zar1 gibi DNA’sin1 koruyan bir kilif yoktur. Bu nedenle oksidatif hasara karsi
mitokondrial genom ¢ok hassastir ve bu hasar zamanla bu genomda bozulmalara yol acar

[84]. Giinlimiizde yaklasik 100 kadar oksidatif DNA baz hasari tanimlanmistir [85].

2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini, radikal zincir
reaksiyonlar1 olusturmalarini ya da oksijenin oldukga reaktif irtinlere doniismesini

Onleyerek serbest radikallerin verecegi hasari en aza indirmeye ¢alisirlar [86].

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere
bashca iki ana gruba ayrilabilir (Cizelge 2.2.) ya da serbest radikalin meydana gelisini
onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica

enzim ve enzim olmayanlar olarakta siniflandirilirlar [53].



Cizelge 2.2. Endojen ve ekzojen antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri

Sitokrom Oksidaz

Stiperoksit Dismutaz (SOD) Tungsten
Katalaz Allopiirinol
Glutatyon Peroksidaz (GPX) Oksipiirinol
Glutatyon Rediiktaz(GR) Folik Asit
Glutatyon-S-Transferaz(GST) ) ]
Pterin Aldehit

Nonenzimatik Antioksidanlar

NADPH Oksidaz inhibitorleri

Melatonin Adenozin
Urik asit Lokal Anestezikler
Albiimin Kalsiyum kanal blokerleri

Haptaglobulin

Non Steroidal Antienflamatuvar ilaglar

Seruloplazmin

Transferin Cetiedil

Laktoferin Difenilen iodonium

Metionin Trolox

Myoglobin

Glutatyon Gida Antioksidanlari

Ferritin Butillenmis hidroksitoluen(BHT)
Oksipurinol Butillenmis hidroksianisol(BHA)
Ubikinon Propilgallat(PG)

Mannitol Tersiyer Biitil hidrokinon(TBHQ)
lipoik asit

Bitkisel Antioksidanlar

Hemopeksin

Beta Karoten Vitamin C

Sistein

Vitamin E

Fenolik Bilesikler

2.6.1. Antioksidanlarin etki mekanizmalari
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Antioksidanlar, serbest radikallerinin olusumunu engellemek ve olusmus bulunan

radikalleri islevsiz hale getirmek suretiyle iki sekilde etki gosterir.
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Serbest radikal olusumunun engellenmesi

Baslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirict etki

Oksijen uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki

Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki[58]

Serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu

etki enzimler tarafindan yapilir.

Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoitler tarafindan yapilir.

Onarma etkisi

Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarimi engelleyen agir metaller

seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir[87].

2.6.2. Endojen antioksidanlar

Enzim vapisindaki antioksidanlar

Oksidatif toksik ara iiriinleri metabolize ederler. Sinerjik calisirlar.

Glutatyon

Reduk GSSG
Glutatyon H:0
G Peroks 02
Katala:
o> o H:0> ///HZO

SH
NADPH Oksidaz ~ SoDp
Elektron Z
Transport Fez
Zinciri Cr
~
/—’ onNoo o> T3 OH
NO Myelopergksidaz cu?
0-0:
NO Sentaz

Sekil 2.3. Serbest Radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu
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Stiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, oksijenden ilk olusan reaktif {iriin olan siiperoksit anyonun molekiiler oksijene ve
daha az reaktif bir iiriin olan hidrojen perokside doniisiinii katalize eden metalloenzimdir.
SOD dogada bilinen en etkili antioksidan maddelerin basinda gelmektedir. insan
viicudunda tig¢ ¢esit SOD vardir. Bunlar mitokondride lokalize Mn-SOD, sitozolde lokalize

Cu-Zn SOD ve Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden vaskiiler

endotele bagli Cu-SOD’dir[54,88].

CuZn-SOD

Siiperoksit anyonu, enzimde Cu*? ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglanir. Bu
baglanma sonucu siiperoksitten bir elektron Cu*? ye gegerken Cu’ ve molekiiler oksijen
meydana gelir. Bagka bir siiperoksit anyonu Cu" dan bir elektron ,baglanma ortagindan ise

iki proton alarak hidrojen peroksiti olusururken enzim ilk haline geri donmiis olur [89].

Enzim-Cu>" + O; — Enzim-Cu’ + O,

Enzim-Cu’ + O + 2H' — Enzim-Cu?' + H,0,
Cu-Zn SOD, 1stya, proteazlarin yikimma ve iire’nin denetlirasyonuna karsi oldukca
dayanikhidir. Zn?* katalitik dongiide fonksiyon gostermez fakat enzimi kararh hale getirir
[90].
Mn-SOD

Mn** +0, _"-—[Mn3+'(j; | — Mn®"+0,

Mn® + 0-3 — an}-O: | +2H" — Mn"+H,0,

Mn-SOD kimyasallarla veya 1siyla denatiirasyona daha fazla duyarlidir [91].
Tiim SOD enzimleri ayni net reaksiyonu vermekte olup katalitikge de siiperoksitlerin

uzaklastirilmasina spesifik gériinmektedir [92].

05 10, 217 —= H,0,+0,
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Katalaz (CAT)

Katalaz, SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen toksik hidrojen peroksiti (H20,),

su ve oksijene doniistiirmektedir [60].

) Katalaz ) )
2H,O0; ——» 2H,0 + O

Peroksizomlarda lokalize, her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran
dort alt birimden olusan bir hemproteindir. Tim hiicre tiplerinde degisik

konsantrasyonlarda bulunur. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur.

H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda indirgeyici aktivite gosterir.
H,0; olusum hizinin diisiik oldugu veya yiiksek konsantrasyonlarda elektron vericisi

bulundugu durumlarda peroksitatif aktivite gosterir [65,75].

Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Glutatyon peroksidaz, her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Hidrojen
peroksit ve biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitleri indirger. GPx, asir1 hidrojen peroksit
varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir)
oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya doniistiiriir. Boylece membran

lipidlerini ve hemoglobini oksidatif strese kars1 korur [93,94].

GPx
H,O, + 2GSH —» GSSG + 2H.0

Glutatyon peroksidaz, E vitamini yetersiz olursa membran1 peroksidasyona karsi korur.
Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum

eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral pargasidir [72,95,96].

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Reaksiyonlar sonucunda oksitlenmis glutatyon (GSSG) konsantrasyonundaki artis
oksidatif stresin bir gostergesidir. Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi igin

oksitlenmis glutatyonun tekrar indirgenmis sekle (G-SH) doniismesi gerekir [97].
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GR prostetik grubu flavin adenin dintikleotid (FAD) olan, dimerik yapida sitozol ve
mitokodride bulunan bir enzimdir. NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme

reaksiyonunu katalizler [47].

GR
GSSG + NADPH + H' 2GSH + NADP™

Glutatyon-S-Transferaz(GST)

GST her biri iki alt birimden olusmus bir enzim ailesidir. Katalitik ve katalitik olmayan
cok sayida fonksiyona sahiptirler. Antioksidan savunma mekanizmasi agisindan 6nemleri
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda 6nemli rol almalar1 ve
basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlere karsi

selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostermeleridir [53].

GS
ROOH + 2GSH—— »  GSSG + ROH + H,0

Sitokrom Oksidaz

Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan ve bakir iceren bir
enzimdir. Solunum zincirindeki goérevini siirdiiriirken siiperoksit radikalini detoksifiye
ederek HyO’ya donisiimiinii saglar. Ancak siiperoksit radikallerinin olusumu ¢ogu kez
enzimin kapasitesini asar ve diger enzimlerin devreye girmesi ile siiperoksitin zararl

etkileri dnlenir [98].

02._ + 4H + 4e¢ —— > 2H,0

Enzim olmayan antioksidanlar

Melatonin (MEL)

Melatonin, bilinen en reaktif radikal olan hidroksil radikali ile reaksiyona girerek indolil
katyon radikalini olusturur. Bu radikal de ortamdaki siiperoksit radikalini tutarak

etkisizlestirir.
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MEL’in antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan kaynaklanmaktadir.
Radikal varliginda pirol halkasinin yikimi; yiiksek reaktiviteye sahip N1-asetil-N2-formil-
5-metoksikiniiramin (AFMK) metabolitinin olusumu ile sonuglanmaktadir. MEL’in bu

metabolitinin radikal tutucu aktivite gosterdigi belirlenmistir [99,100].

CH,— CH,_NH _CO_CH,

Sekil 2.4. Melatonin

MEL’in hem hidrofilik hem de lipofilik 6zelligi oldugundan, organizmada c¢ok genis
alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi etkin bir
sekilde serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir. Radikallerle membrandan &nce
temasa gecerek onlar1 detoksifiye eder ve hiicre membrani korur. MEL varliginda,
mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O2”, 'OH ve H,O, gibi radikallerin
iretimi de azalmaktadir. Cekirdege kadar ulasabilme 6zelligi ile DNA’y1 oksidatif hasara
karst korumasi melatonini diger antioksidanlardan istin kilar. [101]. Ayrica diger
antioksidanlarin aksine, ¢ok yliksek dozlarda (300 mg/giin) ve 5 yil gibi uzun siire

kullanimda bile, MEL’in toksik bir etki géstermemesi diger bir istiin dzelligidir [102].

Enzim olmayan diger endojen antioksidanlar

Transferrin, serbest demir iyonlarini1 baglayarak fenton reaksiyonunu inhibe eder.

Laktoferrin, diisitk pH’11 ortamlardaki demir iyonlarini baglar.

Haptoglobinler, hemoglobin baglayarak hem’ in salinmasini 6nler.

Hemopeksin, Ortamdaki serbest hem proteinlerini baglayarak oksidasyonu inhibe eder.
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Albumin, LOOH ve HOCL radikalini toplar.

Seriiloplazmin, stiperoksit radikalini notralize eder, bakir iyonlarini baglar.

Bilirubin, 6nemli bir peroksit radikali toplayicisidir.

Urik Asit, hidroksil, siiperoksit, peroksi radikali ve singlet oksijeni temizler. Genelde metal
baglayici olarak calisir [103,104].

2.6.3. Eksojen antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar

Lipid peroksidasyonunu kontrol etmek icin butil hidroksitoluen (BHT), butil hidroksianisol
(BHA), tersiyer butil hidroksikinon (TBHQ) ve propil galatlar(PG) gibi sentetik
antioksidan maddeler gidalarda kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar ucuz olmalari,

yiikksek diizeyde stabilite ve giiclii antioksidan aktivite gdstermelerinden dolay1 tercih

edilmektedirler [105].

Sentetik antioksidanlarin son yillarda kanserli hiicre olusumuna etkisi oldugu
belirlenmistir. Bu ylizden bazi iilkelerde kullanimi sinirlanirken bazilarinda yasaklanmistir.
Ornegin TBHQ Amerika’da serbest olmasmna ragmen Avrupa Birligi iilkelerinde

yasaklanmistir [106].

Butil hidroksitoluen (BHT)

BHT beyaz kristal goriinimiindedir. Yagda tamamiyla eriyip suda erimez Sentetik yolla
elde edilen bu antioksidan onceleri petrol {irlinlerinin oksidatif gelismesini 6nlemek icin
kullanilmistir. Uguculugundan dolayr BHT ambalajlama materyallerine katilarak da
kullanilabilmektedir. Buradan gidaya niifuz eder. Gidalarda en fazla kullanilan antioksidan
oldugu bilinmektedir. BHT ile BHA birlikte kullanildiklar1 zaman sinerjik bir etki
olusmaktadir. Findik, ceviz gibi kabuklu trtinlerdeki oksidatif reaksiyonu engellemede bu

antioksidan kombinasyonu ¢ok iyi sonu¢ vermektedir [107-110].
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OH
(CH,),C C(CH,),

CH,

BHT
Sekil 2.5. Biitillenmis hidroksitoluen

Butil hidroksianisol (BHA)

Kimyasal olarak iki izomerin kansimi olup (3-tertiary butyl-4-hidroksianisol ve 2-tertiary
butyl-4-hidroksianisol) beyaz mumsu pargaciklar halindedir. BHA'nin gida iginde
tasinmast BHT'den daha iyidir. BHA hayvansal yaglara nazaran bitkisel yaglarin
oksidasyonunu oOnlemede daha etkilidir. BHA 6zellikle ugucu yaglarin renk ve tat-
kokularin korunmasinda faydalidir. Bilhassa kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu
(Hindistan cevizi ve palm ¢ekirdegi yaglari) kontrol etmede etkilidir. Genellikle tahil
tiriinlerinde kullanilir [107,109,111,112].

OH
C(CH,),

OCH,
BHA

Sekil 2.6. Biitillenmis hidroksianisol

Tersiyer butil hidroksikinon (TBHQ)

Bej renkli bir toz olan TBHQ, kati ve sivi yaglarda erir. Demir ve bakir iyonlan ile
kompleksler meydana getirmez. Yaglar1 oksidasyona karsi korumak igin en iyi antioksidan
olarak bilinmektedir. Kizartma islemi bitmis iiriinleri iyi bir sekilde korumaktadir. Tek
basina veya BHA ve/veya BHT ile kombine olarak kullanimi daha uygundur. Sitrik asit
gibi bir selat ile karistirildiginda stabilize edici 6zellik kazanmaktadir. TBHQ Findik
tirtinleri ve sekerlemede kullanilmaktadir [107,111,113].



29

OH
C(CH,),

OH

TBHQ

Sekil 2.7. Tersiyer Biitil hidrokinon

Propil galatlar(PG)

Gallik asidin en ¢ok kullanilan esterleridir. PG beyaz kristal tozdur. Suda ¢ok az ¢oziiniir.
Erime noktas1 148 °C olup bu derecenin iizerinde etkisini kaybeder. Gallik asit ile propil
alkoliin esterifikasyonu ve takiben fazla alkoliin distilasyonla uzaklastirilmasiyla elde
edilir. TBHQ'dan daha az etkilidir. Sitrik asit, demir ve bakir iyonlannin kataliz ettigi
prooksidatif reaksiyonlan oOnleyebilmektedir. BHA ve BHT ile iyi sinerjist etki
olusturmaktadir. Cesitli et tiriinleri, sosis ve salamlar ve baharatlarda kullanilmaktadir

[107,110,114].

OH

HO OH
COOCH,
PG

Sekil 2.8. Propilgallat

Bitkisel Antioksidanlar

Vitamin E

Yagda c¢oziinen vitamin oldugu icin hem selliiler hem de subselliiler membranlarda ve
lipoproteinlerde bulunur [95,115]. E vitamini a, B, y, 6 tokoferolleri ve tokotrienolleri
iceren grubu kapsamaktadir. Ozellikle D- a -tokoferol, en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
tokoferoldiir [116,117]. Yag bakimindan zengin bitkiler, E vitaminin temel dogal
kaynaklaridir. Hindistan cevizi yagi, kakao yagi, soya fasiilyesi, arpa, bugday, ay¢icegi,
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yer fistigi, ceviz, susam ve zeytinyaginda bulunur [118,119]. Minimum gereksinim 12
mg/giin olup yiiksek doz a-tokoferol ve askorbat kombinasyonunun insan derisinde

ultraviyolenin olusturdugu immunsupresyonu azalttigi gosterilmistir [120].

Sekil 2.9. D- o —tokoferol

Vitamin E, bilinen yiiksek lipofilik 6zelliginden dolay1 6énemli bir hiicre i¢i antioksidandir.
Yagda coziinmiis olarak bulunur, yag sindirimi sirasinda aciga ¢ikar ve herhangi bir
tagtyici protein olmadan pasif diffiizyon ile emilir. Membranlarda O,”, "OH ve LOO’
radikallerinin ana  temizleyicisidir. ~BoOylece membran yag asitlerini lipit
peroksidasyonundan korur. Antioksidan aktivitesi yapisindaki fenolik hidroksil grubuna
sahip aromatik halkadan kaynaklanir [53]. Glutatyon peroksidaz ve E vitamini serbest
radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Enzim olusan peroksitleri ortadan

kaldirirken, E vitamini de peroksitlerin sentezini engeller [53,97].

En aktif formu olan a-tokoferol zincir kirict antioksidan olarak gorev yapar. Molekiiliin
hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Burada lipid
peroksidasyonu esnasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-
tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirllmis olur. Boylece a-tokoferol yeni bir radikal
olan a-tokoferol-O-(tokoferoksil)’e doniistiiriilmiis olur. Bu radikalin ise baska bir yag
asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktlir. Sonucta zincir reaksiyonunu durdurur. Olusan bu
tokoferoksil radikali membran yiizeyinde askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek
tekrar tokoferole doniismektedir [95,115,121,122].

a-tokoferol-OH + COO° ———— > o-tokoferol-O" + COOH
a-tokoferol-O® + Askorbik Asid ————— > a-tokoferol + DH Askorbik Asid
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Beta Karoten

Provitamin A’ nin baglica karotenoiti B-karoten dir. A Vitaminleri gorme, lireme, biiyiime
ve epitel dokusunun saglamligi igin gerekli olan bir gurup bilesiklerdir. a-tokoferolle
karsilastirildiginda oldukca zayif bir antioksidandir. insan LDL’sinde o-tokoferol’iin
1/20’si oraninda bulunur ve a-tokoferol bittikten sonra kullanilir [132].  B-karoten ¢ok
onemli biyolojik etkilere sahiptir. En belirgin etkileri arasinda, antioksidan etki, provitamin
A etkisi, antikanser etki, cilt koruyucu etki vb. bulunmaktadir. Bu etkiler ¢ok ¢esitlilik

gostermektedir.

B-karoten yapisindaki konjuge ¢ift baglar sebebiyle yiiksek antioksidan aktivite gosterir.
Singlet oksijen tiirlerini giderme ve dogrudan serbest radikalleri siiplirme etkisine
sahiptirler. Oksijen yakalama kapasitesi dogrudan yapisindaki konjuge cifte baglarla
alakahdir [123-125].

Sekil 2.10. B-karoten

Vitamin C (Askorbik asit)

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan; molekiiler oksijen,
nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda
serbest radikallerle reaksiyona girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Alt1

karbonlu lakton yapisina sahiptir [69].

Cogu hayvanin karaciger veya bobreklerinde glukozdan, bitkilerde ise yaprak kisimlarinda
ozellikle kloroplastlarinda sentezlenir [126]. Insanlar bu vitamini sentezleyemezler [127].
Ihtiyaclarimi taze sebze ve meyvelerden karsilarlar. Portakal, cilek, kivi, greyfurt, kavun,
mango gibi meyvelerde, brokoli, briiksel lahanasi, kirmiz1 veya yesil biber, domates,
lahana, patates, karnibahar gibi sebzelerde, yiiksek miktarda bulunmaktadir [69]. Yiiksek
doz C vitamininin (2g) yan etkisi bulunmamaktadir [121,122].
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Askorbik asit; plazmada oksidan ajanlara karsi ilk antioksidan defansi olusturur. LDL
kolesteroliin oksidasyonunu oOnleyerek atheroskleroza karsi korunmada yardimci olur.
Kollojen sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin sentezinde, safra olusumunda ve pek ¢ok

hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak rol alir [95,124,128].

C vitamini, reaktif oksijen (siiperoksit, peroksil radikalleri, singlet oksijen, ozon), tiirlerini
kolayca siipiiriir ve bu suretle diger substratlari oksidatif hasardan korur [129]. Hem
askorbik asit hem de bunun bir elektron yiikseltgenmis hali olan askorbil radikali diisiik
rediiksiyon potansiyeline sahiptir [130]. Boylece ilgili radikal ve oksidanlarla reaksiyona
girebilir. Askorbil radikali, eslesmemis elektronun rezonans kararliligi nedeniyle diisiik
rediiksiyon potansiyeli gosterir ve kolayca askorbat ve dehidroaskorbik asite doniisiir
[131]. Bununla birlikte, askorbik asit, hem askorbil radikalinden hem de dehidroaskorbik
asitten enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla kolaylikla tiretilir. Bu 6zelliklerinden

dolay1 askorbik asit etkili bir antioksidandir [69].

Askorbat ( AH") Askorbil Radikali ( A7)
Hocin HOCH»
HOGH

Sekil 2.11. Askorbik asit ve radikal formlar1 aras1 doniisiim

C vitamini siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir

antioksidan olmasmin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole doniismesini
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saglar. Boylece bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. Boylece Vitamin E nin
rejenerasyonu saglanmis olur.

Plazma C vitamini diisiik (0.2 mmol/L’den diisiikk) oldugu zaman oksidan etki de
gosterebilir. Bu durumda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole doniisiim i¢in GSH ile
reaksiyona girer ve hiicredeki GSH miktarini azaltir [95,128,132]. Askorbat, ferrik demiri
ferroz demire indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek seliiler yapidir. Askorbat
proteine bagl ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferrik demiri indirgeyerek

Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan ferréz demire gevirir

[52].

Askorbat + Fe**-Protein ——— > Dehidroaskorbat(DHA) + Fe™ + Protein
Fe*3 + VitaminC ——— >Fe +  Askorbil’ + 2H"
Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, benzen halkasina bagl hidroksil grubu igeren, bu 6zellikleri nedeniyle
zincir kirtlmasi ve peroksit radikallerini temizleyerek lipid peroksidasyonunun inhibe
edilmesinde rol alan antioksidan bilesiklerdir [133]. Bu bilesikler, ¢ok fonksiyonlu olup
hidrojen atomu vericisi, singlet oksijeni siipiiriiciisii ve indirgeyicisi olarak, bazen de metal
iyonlarin1 selatlama Ozellikleri ile antioksidan aktivite gosterirler [69,134]. Fenolik
bilesiklerin serbest radikal siipiiriicii aktivite i¢in ideal kimyasal yapiya sahip olduklar1 ve
in vitro olarak a-tokoferol ve vitamin C’den daha etkin antioksidan 6zellige sahip olduklar1

gosterilmistir[135].

Fenolik bilesikler Siiper oksit (O,*), lipid alkoksil (LO®), lipid peroksil (LOO®)
radikallerini temizleme, Fe ve Cu selatlama, a-tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara
katilmaktadirlar. Bilesigin yapisi ile antioksidan kapasitesi iliskilidir, fenolik bilesiklerde —
OH grubu sayisi, flavonoitlerde B halkasinin 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplar1 olmasi
antioksidan aktivite tizerinde etkilidir [136,137,138]. Bitkilerde yaygin olarak bulunan
fenolik bilesikler; flavonoitler, fenolik asitler(hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik

asitler) ve fenolik polimerler(Tanenler) olmak iizere 3 sinifta toplanmaktadirlar.

Flavonoitler, bitkilerin sekonder metabolitleri olup fenolik bilesiklerin en genis sinifini

olusturmaktadirlar. Flavonoitler katesinler, antosiyanidinler, flavonoller, flavanonlar ve
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proantosiyanidinler (I0ykoantosiyanidinler) olmak iizere bes alt gruba ayrilmaktadirlar
[69]. Konjiige yapilariin ve hidroksil gruplarinin 6nemli hidrojen verici olmasi, bunlara
antioksidan Ozellik kazandirirken radikal olusumunda gorev alan lipoksigenaz,

ksantinoksidaz enzimleri {izerinde inhibitor etki gosterirler.

Sekil 2.12. Temel Flavonoit Yapist

Fenolik asitler hidroksi benzoik asit ve hidroksi sinnamik asit olarak adlandirilan farkl

iki siniftan olusmaktadir [69]. Fenolik asitlerin ve esterlerinin antioksidan aktiviteleri,
sterik engelleme ile giiglenen molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisina baglidir. Benzoik
asidlerde karboksilat grubunun elektron-cekme o6zelligi, hidroksi benzoatlarin hidrojen
atomu verme yeteneklerine negatif etki yapar. Fenolik asitler i¢inde Gallik asit yiiksek
antioksidan aktivete gostermektedir [139,140]. Gallik asitin antioksidan etkisi neredeyse
tokoferollerinki kadar yiiksek olup, askorbik asit gibi suda ¢6ziinen antioksidanlardan daha

yiiksektir.

HO
OH

HO
OH

Sekil 2.13. Gallik Asit

Hidroksi sinnamik asitler esdeger benzoatlarindan daha etkilidirler [139]. Kafeik asit,
klorojenik asit, p-kumarik asit bitkilerde en fazla bulunan hidroksi sinnamik asitlerdir
[141,142].
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OH
OH
Sekil 2.14. Klorojenik Asit
O
HO OH

HO

Sekil 2.15. Kafeik Asit

Fenolik polimerler (Tanenler), polimerik yapidaki yiiksek molekiil tartisina sahip tanenler
kondanse ve hidrolizlenebilir olmak iizere iki alt smifa ayrilir. Kondanse tanenler
polimerik flavonoitlerdir. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer bilesiklerin
karbohidratlara esterlenmis yapilaridir. Bu bilesikler ¢ay, kirmizi sarap, meyve, baklagil
ve tahillarda bol miktarda bulunmaktadirlar [69,143,144].






3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat (NH4AC)

Neokuproin

Trolox

N,N-dimetil-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD)
Demir(l1hkloriir (FeCl3)

Sodyum karbonat (Na,CO0s)

Sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4Og)

Folin Ciocalte’s fenol reajan

Bakir(Il)stilfat (CuS04)

Bakar(ID)kloriir

2,2'-azino-bis(3- etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)

1,1 -difenil 2-pikril hidrazil (DPPH)
Nitroblue tetrazolium (NBT)

Nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
Fenazin metasiilfat (PMS)

Trizma hidroklorik asit (Tris-HCI)

L- Ascorbik asit

Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,P04.H,0)
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HP04.12H,0)
% 96 etanol (% 96 EtOH)

Metanol (MetOH)

Ultra saf Su

Sodyum hidroksit (NaOH)

Gallik asit

Biitil Hidroksi Anisol (BHA)

Biitil Hidroksi Toluen (BHT)
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(Fluka)

(Aldrich)

(Acros)

(Fluka)

(Aldrich)
(Sigma&Aldrich)
(Sigma&Aldrich)
(Sigma &Aldrich)
(Sigma &Aldrich)
(Merck)

(Aldrich)
(Aldrich)

(Sigma &Aldrich)
(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Merck)

(Merck)

(Merck)

(Sigma &Aldrich)
(Millipore)
(Merck)

(Merck)

(Aldrich)
(Aldrich)
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3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

T80 + UV-VIS Spektrofotometre
pH-metre

Hassas terazi

Vorteks

Magnetik karistiric

Ultrasonik banyo

Yiiksek devirli sogutmali Santrifiij
Ultra saf su cihazi

Ayarli pipetler

Liyofilizator

Derin dondurucu

PG Instruments Ltd.

inoLab WTW

GR-200 AND. GiS. KAL. MERK.
Firlabo

MK 318

Bandelin Sonorex

Jouan MR 1822

Millipore

Eppendorf

Christ Alpha 1-2 LD

Jouan

3.3. Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Deneylerde kullanilan nane bitkisi Cankir1 ili Ilgaz ilcesinden toplanmistir. Kurallara
uygun olarak preslenip kurutulduktan sonra teshis edilmistir. Bitkinin bir kism1 gdlgede
kurutulmak suretiyle kuru bitki numunesi hazirlanmis ve g¢alismada kullanilmak tizere
havanda ogitiilmistiir. Diger bir kisim bitki ise yas bitki numunesi seklinde liyofilizatorde

suyu ugurulup kurutularak deneyde kullaniimaya hazir hale getirilmistir.

3.4. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Golgede ve liyoflizatorde kurutulan bitki etanol ve metanoliin %50 (v/v) orani,
diklorometan ve bidistile su ile ekstre edilmistir. Bunun i¢in kurutulmus naneler havanda
ogiitilerek toz hale getirilmistir. Bundan yaklasik 2 g tartilan kurutulmus 6rnekler once
¢Oziicliniin 15mL’si ile 45 dakika, 5 mL daha ilave edilerek ikinci bir 45 dakika ve en son
5 mL daha ilave edilerek ultrasonik banyoda, agizlar1 kapali cam erlenler i¢inde ekstre
edilmistir. Bitki ekstreleri pilili slizge¢ kagidandan gecirilmistir. Siiziilen tiim bitki
ekstrelerinin ¢oziiciileri ugurularak -80°C de porsiyonlanarak saklanmistir [145]. Calisma
esnasinda ¢oziiciisii ugurularak kurutulmus 6rneklerden 1 mg/mL stok ¢ozelti hazirlanarak

gerekli seyreltmelerde kullanilmistir.
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3.5. Uygulanan Yoéntemler

Calismamizda bitkinin toplam fenolik madde miktari, antioksidan kapasitesi ile DPPH,
ABTS, DMPD ve Siiperoksit radikallerini giderme aktiviteleri tespit edilmistir. Bu
yontemlerin uygulanisinda gallik asit, trolox, BHA, BHT, C vitamini gibi
antioksidan/antiradikal aktiviteleri bilinen maddeler kullanilmistir.

3.5.1. Folin Ciocalteu Yéntemi (Toplam Fenol I¢erigi Tayin Yontemi)

Folin Ciocalteu yontemi bitki orneklerinin toplam fenolik madde igerigini 6l¢mek igin
gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSO4 [bakir(Il) siilfat] alkali ortamda protein veya
antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfomolibdik-fosfotungstik asit)
eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya antioksidanla Cu(Il)’nin
reaksiyonundan ag¢iga ¢ikan Cu(I) molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine
indirger ve rengi saridan maviye doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de 6rnek

absorbanslari dl¢iiliir [145-147].

Kullanilan Cozeltiler

0,1 M NaOH

Lowry A

Lowry B

Lowry C

%1 NaKC4H4O¢

Folin reaktifi (1:3 Etanolle seyreltilmis)

Y ontemin Uygulanmasi

Etanol, metanol ve su fazinda hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-500-250-125-62,5-31,25-
15,625 pg/ml konsantrasyonlar1 g¢alisildi. Her bir 6rnek ekstresinden 100 pl alinarak
tizerine 125 pul Lowry C eklenip 10 dakika bekletildi. Siire sonunda karigima 12,5 pl folin
reaktifi ilave edilip olusan mavi rengin sabit kalmasi i¢in 30 dakika beklenildi. 750 nm’de
referans ¢ozeltiye karsi absorbans degerleri kaydedildi. Standart olarak gallik asitin 1000-
500-250-125-62,5-31,25-15,625 pg/ml konsantrasyonlari kullanildu.
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3.5.2 Bakar(IT) indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) yontemi

Kromojenik bir redoks reaktifi olan bis (neokuproin)-bakir(II)kloriir ile hem hidrofilik hem
de lipofilik antioksidan kapasite kolaylikla tayin edilebilir. Bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin ~ (Neokuproin-Nc)’in  bakir(Il) ile  olusturdugu  bakir(l1l)-neokuproin
kompleksinin bitki ekstresi ile 450 nm’de absorbans veren bakir(I)-neokuproin[Cu(l)-Nc]

selatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanir [147,148].

Kullanilan Cozeltiler

1072 M Cu(ID)klortir ¢ozeltisi
1 M (pH:7) Amonyum asetat(NHsAc) tamponu
7,5x107 M Neokuproin ¢ozeltisi

Y ontemin Uygulanmasi

Su, etanol, metanol fazinda hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-500-250-125-62,5-31,25-
15,625 pg/ml konsantrasyonlarinda caligma yapildi. Kuyucuklara sirasiyla 50 pl
Cu(IKloriir ¢ozeltisi, 50 pul amonyum asetat tamponu, 50 ul %96 etil alkolde hazirlanan
neokuproin ¢o6zeltisi koyuldu arkasindan 27,5 pl bitki 6rnegi ve 27,5 pl distile su ilave
edilerek oda sicakliginda 30 dakika karanlikta galkalanarak bekletildi. 450 nm’de reaktif

koriine kars1 absorbansi 6l¢iildii.

3.5.3. DPPH yontemi

Bu yontem; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalinin siipiiriicti etkilerini dlgmeye dayali bir yontemdir. Bu radikal
hidrojen donorleri etkilestiginde hidrazine indirgenir [148]. DPPH radikali sulu veya
etanollii ¢ozeltilerinde kararli serbest radikaller olusturabilir. DPPH radikallerinin optik
yogunluklarinin degisiminin Ol¢lilmesiyle test Orneklerinin serbest radikal giderme
aktiviteleri degerlendirilir. Bu metotta radikal olmayan formundan (DPPH-H) dolay
hidrojen bagli antioksidanin varliginda alkol ¢ozeltisindeki DPPH radikalinin azalmasi
temel alinir. Bu metotla birlikte 517 nm de DPPH radikalinin absorbansindaki azalma

Olgiilerek antioksidan anti-radikal giicliniin belirlenmesi miimkiindiir. Kararli DPPH
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radikaline hidrojen verilmesiyle antioksidan tarafindan DPPH radikali giderildiginde

absorbans azalir ve renk mordan sartya doner [147,149,150].

Kullanilan Cozeltiler

10 M DPPH radikal ¢ozeltisi

Y ontemin Uygulanmasi

Su, etanol, metanol fazinda hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-500-250-125-62,5-31,25-
15,625 pg/ml konsantrasyonlarinda DPPH siipiiriicii aktiviteleri 6lgiildii. Bu ydntemde
gerekli miktardaki ekstrelere 50 pl DPPH radikali eklendi. 30 dakika karanlikta

calkalanarak inkiibe edilmistir. 517 nm’de kontrol ¢6zelti ile kore karst okundu.

3.5.4. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS yontemi, 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal
katyonunun absorbansinin, antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alir.
Antioksidanlar varliginda ABTS®" radikal katyonunun absorbansinda belirli bir siire
icindeki azalmadan yararlanarak toplam antioksidan kapasitesinin bulunmasi esasina

dayanir [151,152].

Kullanilan Cozeltiler

ABTS radikal ¢ozeltisi

Yontemin Uygulanmasi

Su, etanol, metanol fazinda hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-500-250-125-62,5-31,25-
15,625 pg/ml konsantrasyonlarinda c¢aligma yapildi. Mavi-yesil renkli ABTS radikal
cozeltisi etil alkolde 1:10 oraninda seyreltildi. Ekstrelerin 1000-500-250-125-62,5-31,25 ve
15,625 pg/ml konsantrasyonlarindan alinan x pl iizerine 60 ul ABTS™ radikal ¢ozeltisi ve
(240-x) ul ¢ozicii ilave edildi. 734 nm de kendi ¢oziiciileri kor olarak kullanilarak 1. ve 6.

dakika sonundaki absorbans degerleri 6l¢iildi.
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3.5.5. DMPD radikali giderme aktivitesi

Bu yontemde FeCl; kullanilarak ortamda DMPD (N,N’-dimethil-p-fenilendiamin) radikal
katyonu olusturulur. Pembe renkli ve kararli DMPD radikali, antioksidan maddeler ile
kimyasal tepkimeye girerek bunlardan bir H atomu alir ve antioksidanlar DMPD’nin
radikal etkisini giderirler. Sonucta antioksidanlarla olusan tepkime ile DMPD radikalinin

pembe rengi acilir. 505 nm dalga boyunda olusan rengin absorbans degeri Olgiiliir
[147,153].

Kullanilan Cozeltiler

0,1 M DMPD ¢ozeltisi

0,001 M DMPD radikal ¢ozeltisi

0,05 M FeCl3 ¢ozeltisi

0,1 M asetat tampon ¢ozeltisi (pH:5,25)

Y ontemin Uygulanmasi

Etanol, metanol, su fazlarinda hazirlanan ekstrelerin 1000-500-250-125-62,5-31,25 ve
15,625 pg/ml araligindaki konsantrasyonlar1 kullanildi. 280 ul DMPD radikal ¢ozeltisine
20 pl ornek ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyonun tamamlanmasi ve olusan rengin sabit
kalmasi i¢in 30 dakika karanlikta bekletildi. 505 nm dalga boyunda kore karsi kontrol

cozelti ile birlikte absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.5.6. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi

PMS-NADH-NBT sisteminde PMS-NADH bileseni tarafindan oksijenin pargalanmasiyla

sliperoksit anyonu meydana gelmektedir. Olusan siiperoksit radikali sar1 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
sozkonusudur. Nitroblue tetrazolium (NBT)’ un indirgenmesi ile NBT?" nin sar rengi

azalarak formazon mavisine doniisiir.
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Kullanilan Cozeltiler

144 pM NBT

677 uM NADH

60 uM PMS

0,1 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7,4)

Y ontemin Uygulanmasi

Etanol, metanol, su fazlarinda hazirlanan ekstrelerin 1000-500-250-125-62,5-31,25 ve
15,625 pg/ml araligindaki konsantrasyonlar1 kullanildi. Ependorf tiipiine 200ul ekstre
izerine sirasiyla, 200 pl NADH, 200ul NBT eklenip, iyice karistirildi. Kuyucuklara bu
karisimdan 150 pl alinip, iizerine 50 pul PMS eklendi. Kore karst 560 nm’de absorbans
degerleri dl¢tildii [154].
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4. BULGULAR

Calismamizda nane bitkisinin Folin Ciocalteu yontemi ile total fenolik madde miktarinin
tespit edilmesi ve Cuprac, DPPH, ABTS, DMPD, Siiperoksit yontemleri kullanilarak
antioksidan aktivite tayini ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen bulgular gallik asit, trolox,
BHA, BHT, C vitamini gibi antioksidan/antiradikal aktiviteleri bilinen maddelerle
karsilastirilmistir. Uygulanan yontem ile tutarli sonug elde edilemeyen standart maddelere

ait degerler grafiklere dahil edilmemistir.

Calisma sonucu elde edilen veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir.
Ortalama = SS degerlerinin elde edilmesi ve grafiklerin olusturulmasi Microsoft Office
Excel 2007 programi ile yapilmistir. Tek deger alinarak yapilan galismalarda standart

sapma degeri 0,00 olarak goriilmektedir.

4.1. Folin Ciocalteu Yontemi (Total Fenol icerigi Tayini)

Standart olarak Gallik asitin  15,625-1000 pg/ml araligindaki konsantrasyonlari
kullanilarak bir kalibrasyon denklemi olusturulmustur (Sekil 4.1). Bitki ekstrelerinden elde
edilen absorbans degerleri regresyon denklemine uygulanarak fenolik madde igerikleri ug

gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir (Sekil 4.2).

Gallik Asit (Folin)

y =0,5585In(x) - 1,3345
R?2=0,9815

Absorbans

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.1. Folin Ciocalteu yontemine gore Gallik asit kalibrasyon grafigi
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2000 Fenolik Madde Igerigi (GAE)
2
g 60,00 Liyofilize
X = Kurutulmus
é E 40,00
= GOlgede
]
- 20,00 Kurutulmus
<
o 0,00 ——— ey
0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.2. Folin Ciocalteu yontemine gore sulu nane ekstrelerinin konsantrasyon-GAE

grafigi

Folin Ciocalteu yontemi golgede ve liyofilize edilerek kurutulmus nane Orneklerinin
etenol, metanol ve sulu ekstrelerine uygulandi. Calismalarda etanol, metanol ile hazirlanan
ekstrelerde ¢okelek olusumu gozlendigi icin sonuglar degerlendirilmemistir. Yontem sulu
ekstrelerin 15,625-1000 pg/ml konsantrasyonlarma uygulanmistir. Gallik asit esdegeri
olarak sonuglar asagida grafikte gosterilmistir. Gallik asit esdegeri olarak ekstrelerin 1000
ug/ml  konsantrasyonlarindaki absorbanslarina karsilik hesaplanan degerler kabul

edilmistir. (Cizelge 4.1.)

Cizelge 4.1. Folin Ciocalteu yonteminde sulu ekstrelerin konsantrasyon-Gallik asit

esdegerleri

Su Gallik Asit Esdegeri + S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

Liyofilize (LY) | 58,20 £2,34 | 31,756,37 | 20,68+1,73 | 15,25£0,90 | 13,07£0,35 | 11,94+0,12 | 11,32+0,06

Golgede (GK) | 59,91+£24,97 | 36,48+10,77 | 23,32+5,26 | 14,54+0,33 | 13,03+0,08 | 11,82+0,20 | 11,67+0,45

4.2. Bakir(IT) Indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Cuprac yonteminde etanol, metanol, su fazinda; standart olarak kullanilan gallik asit,
trolox, BHA, BHT ve C vitamini ¢ozeltileri ile liyofilize edilerek kurutulmus ve golgede
kurutulmus bitki ekstreleri kullanilmistir. Bu islem 15,625- 1000 pg/ml araligindaki
cozeltilere uygulanmistir. Elde edilen ortalama absorbans + standart sapma degerleri ve bu

degerlere ait grafik standartlarla karsilagtirmali olarak asagida gosterilmistir.
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Etanolde hazirlanmis standart madde ve bitki 6rneklerine ait ¢ozeltilerin 6l¢iilen ortalama

absorbans + standart sapma degerleri ve bu degerlere ait grafik standartlarla karsilastirmali

olarak agagida gosterilmistir. (Cizelge 4.2.) (Sekil 4.3.)

Cizelge 4.2. Cuprac yontemine gore etanollii caligmalarda elde edilen ortalama

absorbanslar ve standart sapma degerleri

Cuprac Etanollii Fazlar

Ortalama Absorbans + S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml
GA 3,89+0,02 3,82+0,05 | 3,74+0,12 | 2,78+0,18 | 1,38+0,32 | 0,79+0,09 | 0,34+0,01
TROLOX 3,38+ 0,15 2,06£0,46 | 1,19+0,13 | 0,60+0,07 | 0,31+0,03 | 0,14+0,04 | 0,06+0,02
BHA 2,89+0,23 2,87+0,53 | 1,67+0,03 | 0,86+0,09 | 0,63+0,12 | 0,24+0,03 | 0,10+0,00
BHT 3,36+0,07 1,75£0,18 | 1,43+0,27 | 0,97+0,27 | 0,53+0,09 | 0,23+0,00 | 0,102+0,03
LY ORNEK 2,64+0,28 1,24+0,09 | 0,69+0,05 | 0,39+0,03 | 0,19+0,01 | 0,1 £0,02 | 0,05+0,01
GK ORNEK 2,42+0,59 1,27+0,07 | 0,61£0,09 | 0,38+0,05 | 0,19+0,01 | 0,1 £0,01 | 0,04+0,00
Etanollii Faz
4,50
4,00
3,50
3,00 == GA
e
g 2,50 == TROLOX
S
o -——
2 2,00 BHA
< X BHT
1,50 e LY
1,00 —@=GK
0,50
0,00 I B I T |

400 600
Konsantrasyon pg/ml

800 1000

Sekil 4.3. Cuprac yontemine gore etanollii caligmalarda elde edilen ortalama absorbanslara

ait grafik
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Metanolde hazirlanmis standart madde ve bitki 6rneklerine ait ¢ozeltilerin Olgililen ortalama
absorbans + standart sapma degerleri ve bu degerlere ait grafik standartlarla karsilastirmali

olarak asagida gosterilmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. Cuprac yontemine gore metanollii ¢aligmalarda elde edilen ortalama

absorbanslar ve standart sapma degerleri

Cuprac Metanollii Fazlar

Ortalama Absorbans + S.S.

Konsantasyon pg/ml | 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625

GA 3,82+0,00 | 3,81£0,02 | 3,82+0,02 | 2,7540,16 | 1,4540,05 | 0,64+0,05 | 0,18%0,16
TROLOX 3,67+0,13 | 2,30+0,16 | 1,11£0,01 | 0,51+0,05 | 0,21=0,01 | 0,08+0,01 | 0,01+0,01
BHA 3,80+0,04 | 3,71+0,11 | 2,224+0,07 | 1,27+0,04 | 0,59+0,07 | 0,23£0,02 | 0,08+0,02
BHT 3,33+0,34 | 1,82+0,15 | 1,81£0,16 | 1,07+0,06 | 0,57+0,09 | 0,26+0,04 | 0,11+0,01
LY ORNEK 2,68+0,10 | 1,02£0,13 | 0,55+0,03 | 0,22%0,18 | 0,15£0,00 | 0,09+0,00 | 0,04+0,01
GK ORNEK 2,54+0,07 | 1,04£0,11 | 0,54+£0,04 | 0,51+0,04 | 0,23+0,01 | 0,14+0,01 | 0,0120,01

Metanolli Faz

4,50
4,00
3,50
" 3,00 —=—GA
c
—
§ 2,00 ==i=BHA
< X BHT
1,50
== LY
1,00 —=@=GK

0,50

0,00 S B B
0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.4. Cuprac yontemine gore metanollii calismalarda elde edilen ortalama

absorbanslara ait grafik
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Sulu ortamda hazirlanmis olan standart madde ve bitki drneklerine ait ¢ozeltilerin 6l¢iilen
ortalama absorbans + standart sapma degerleri ve bu degerlere ait grafik standartlarla

karsilastirmali olarak asagida gosterilmistir. Cizelge (4.4) (Sekil 4.5).

Cizelge 4.4. Cuprac yontemine gore sulu ortamdaki caligmalarda elde edilen ortalama

absorbanslar ve standart sapma degerleri

Cuprac Sulu Fazlar

Ortalama Absorbans + S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml
GA 3,580,03 | 3524007 | 3.47+0.09 | 2.46:0.12 | 138+0.03 | 0.65:0.04 | 0.340,01
BHA 3,06£0.00 | 2.56£0,00 | 1444000 | 0,79£0,00 | 0.58+0,00 | 0,19+0.00 | 0.10+0,00
BHT 0,09£0,04 | 0,05£0,02 | 0,0240,00 | 0,0240,00 | 0,02£0,00 | 0,02£0.01 | 0,02+0,01
C VIT 3,7540,16 | 3,24+0,05 | 1,59+0,07 | 0,76+0,02 | 0,38£0,01 | 0,2040,02 | 0,13+0,01
LY ORNEK 148+0,08 | 0.87+0,06 | 0,50£0,03 | 0.25+0,01 | 0,14£0.02 | 0,05:0,01 | 0,03+0,01
GK ORNEK 235:061 | 1,05£0,03 | 0.54+0,08 | 0.26+0,00 | 0,17+0,15 | 0,13£0,00 | 0,03+0,00
Sulu Faz
4,00 |
C O
3,50 | = ¢
3,00
» 250 ——GA
& E-C VIT
£
5 2,00 —d—BHA
Ke]
X BHT
< 150
——LY
1,00 —8—GK
0,50
0,00 X .

0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon ug/ml

Sekil 4.5. Cuprac yontemine gore sulu ortamdaki ¢alismalarda elde edilen ortalama

absorbanslara ait grafik
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4.3. DPPH Yontemi

Yontemde etanol, metanol, su fazinda; standart olarak kullanilan gallik asit, trolox, BHA,
BHT, C vitamini ¢ozeltileri ile liyofilize edilerek kurutulmus ve golgede kurutulmus bitki
ekstreleri  kullanilmistir. Bu islem 15,625- 1000 pg/ml araligindaki ¢ozeltilere
uygulanmistir. Olgiilen absorbans degerlerine gore; DPPH radikalinin inhibe edildigi
degerler asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. Absorbans azalist DPPH radikali

uzaklastirma aktivitesindeki artis1 gostermektedir.

% inhibisyOIl = (Axontrol = Asmek) / Akontrot X 100

Aiontrol  : Sadece DPPH radikal ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbans degeri.

Asmek : Ornek iizerine DDPH radikali iceren ¢dzeltinin ilavesinden sonra lgiilen
absorbans degeri.

Etanolde hazirlanmis standart madde ve bitki drneklerine ait ¢ozeltilerin dl¢iilen absorbans

degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida gosterilmistir

(Cizelge 4.5) (Sekil 4.6).

Cizelge 4.5. DPPH yontemine gore etanollil ¢calismalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

DPPH Etanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 97,03£0,50 | 96,94+0,03 | 95,7+1,70 | 94,66+2,07 | 93,21+1,20 | 90,10+2,82 | 87,57+1,97
TROLOX 97,64+0,00 | 97,26+0,26 | 97,1240,9 | 96,78+0,97 | 96,70+1,23 | 96,81+0,00 | 96,71+ 0,32
BHA 96,94+0,06 | 96,87+0,02 | 96,40+0,08 | 96,27+0,13 | 96,29+0,15 | 95,59+0,16 | 93,74 +£0,45
BHT 96,15+0,06 | 96,36+0,45 | 96,28+0,12 | 95,45+0,69 | 94,65+0,18 | 91,34+0,76 | 87,20 +0,77
LY ORNEK 91,48+1,14 | 90,2243,91 | 85,03+7,96 | 76,24+10,6 | 67,55+8,49 | 63,21+7.86 | 62,30 + 9,66
GK ORNEK 91,00£0,99 | 90,92+1,60 | 90,66+1,66 | 78,47+7,19 | 70,36+7,89 | 63,21+7,23 | 61,83 +6,71
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Sekil 4.6. DPPH yontemine gore etanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik

Metanolde hazirlanmis standart madde ve bitki Orneklerine ait ¢ozeltilerin 6Slgiilen

absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.6) (Sekil 4.7).

% 1nhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

Cizelge 4.6. DPPH yontemine gore metanollii caligmalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

DPPH Metanollii Fazlar
% Inhibisyon £ S.S.
:fgo/:‘jf‘“tasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
GA 97,9940,09 | 9794025 | 97,79+0,16 | 97,75+0,14 | 97,62+021 | 97.61£020 | 97,22+0,00
TROLOX 98,38+0,04 | 9836£0,00 | 98,3540,07 | 98,23+021 | 97,84+0,16 | 86,74£020 | 69,32+123
BHA 97,75+0,18 | 97,56+£0,13 | 97,414020 | 97,35+0,11 | 97,10£0,09 | 93,78+0.21 80,15+1,93
BHT 97,46+038 | 97,55:0,04 | 97,1840,09 | 9547+0,68 | 93,55+1,54 | 86,14+0,11 72,2142,29
LY ORNEK 93,3640,00 | 93284026 | 92,7+1,01 72,0947,15 | 57034842 | 50,119,14 | 44,10+9,58
GK ORNEK 93,6840,77 | 92,78+1,98 | 91,11+1,74 | 85,57+1344 | 68,88+727 | 553441042 | 50,27+8,08
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Sekil 4.7. DPPH yontemine gére metanollii galismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik

Sulu ortamda hazirlanmis standart madde ve bitki O6rneklerine ait ¢ozeltilerin Slgiilen
absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.7) (Sekil 4.8).

% 1inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

Cizelge 4.7. DPPH yontemine gore sulu ortamdaki ¢alismalarda elde edilen % inhibisyon

ve standart sapma degerleri

DPPH Sulu Fazlar

% Inhibisyon + S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 91,46<1,80 | 90,53+3,52 | 88,74+2,58 | 87,69+0,00 | 86,80+ 1,64 | 8590+6,00 | 83,83 +2,19
TROLOX 91,36+0,00 | 91,33£0,00 | 97,91£2,15 | 90,72 +0,89 | 89,16+ 0,00 | 81,78 1,20 | 90,33 + 3,28
BHA 88,90+0,00 | 87,78+1,54 | 86,90+0,19 | 82,96+ 0,00 | 81,93 +0,00 | 83,76 +0,00 | 83,16+ 0,00
CViT 98,10+0,00 | 98,47+2,12 | 96,90+0,38 | 91,80 +0,90 | 90,93 +2,22 | 83,49 +3,11 | 89,60 + 0,00
LY ORNEK | 73,6 0,42 | 69,74+0,23 | 69,41£0,22 | 67,20+ 1,30 | 66,16+1,96 | 62,91 0,38 | 59,74+0,20
GK ORNEK | 83,26 +4,7 | 80,38+9,10 | 79,82+8,74 | 77,66 +8,90 | 75,45+11,60 | 73,0311,79 | 71,27+10,72
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Sekil 4.8. DPPH yontemine gore sulu ortamdaki ¢alismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik

4.4. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS yontemi etanol, metanol, su fazinda; 15,625- 1000 pg/ml araliginda standart olarak
kullanilan gallik asit, trolox, BHA, BHT, C vitamini ile golgede ve liyofilize olarak
kurutulmus drnek ekstrelerine uygulanmustir. Olgiilen absorbans degerlerine gore; ABTS
radikalinin inhibe edildigi degerler asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. Absorbans

azalist ABTS radikali uzaklastirma aktivitesindeki artis1 gostermektedir.
% Inhibisyon = (Akontrol - Aﬁmek) I Axontrol X 100
Asontrol - Sadece ABTS radikal ¢6zeltisi igeren kontrol degerinin absorbans degeri.

Asmex : Ornek iizerine ABTS radikali iceren ¢ozeltinin ilavesinden sonra dlciilen

absorbans degeri.
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Etanolde hazirlanmis standart madde ve bitki 6rneklerine ait ¢ozeltilerin 6l¢iilen absorbans

degerlerine gore hesaplanan

(Cizelge 4.8) (Sekil 4.9).

% inhibisyon oranlari ve grafigi asagida gosterilmistir

Cizelge 4.8. ABTS yontemine gore etanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

ABTS Etanollii Fazlar

% inhibisyon + S.S.

Konsantasyon | ;4 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml
GA 99.6740,10 | 99.53£0.33 | 99.49+0.00 | 99,54 4033 | 99.59 40,15 | 99442007 | 94.36+3.10
TROLOX 99.8140,02 | 99.7120,00 | 99.68+0,00 | 97.0442.70 | 94965131 | 84.0942.97 | 83.27+0.65
BHA 99,6320,12 | 99.140,53 | 99.48+132 | 99.3720,00 | 99.42 40,00 | 93,67+0,00 | 84.73+0,00
BHT 99.3040,20 | 98,03+1,53 | 97124191 | 93394105 | 92.86 40,76 | 84.83 1,10 | 81.56+1,33
C VIT 99.8040,03 | 95.28+2.94 | 83424276 | 79.65+173 | 81004084 | 79.87+0.00 | 79,59+0,00
LY ORNEK | 98.45£0,19 | 98.4940.05 | 90.1240.48 | 83,54 0.69 | 78.95£ 0,18 | 7595+ 151 | 74.93+1.52
GK ORNEK | 99,73£0,02 | 99.68+0,04 | 92,1042,05 | 85.95+0.89 | 8123 1,01 | 7844131 | 75.85+0.43
Etanollii Faz
100,0000
95,0000 A
—=—TROLOX
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Sekil 4.9. ABTS yontemine gore etanollii caligmalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik
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Metanolde hazirlanmis standart madde ve bitki Orneklerine ait ¢ozeltilerin OSlgiilen
absorbans degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon oranlari ve grafigi asagida

gosterilmistir (Cizelge 4.9) (Sekil 4.10).

Cizelge 4.9. ABTS yontemine gore metanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

ABTS Metanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

llfgolr:rsl»i'smtasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625

GA 99.81+0,05 | 99,81+0,11 | 99,76£0,02 | 99,75 0,06 | 99,79 £0,04 | 99,41 £0,65 | 96,44+3,23
TROLOX 99,74+0,02 | 99,72+0,15 | 99,69+0,10 | 97,37£4,01 | 90,29 +3.46 | 79,9+2,30 | 77,71+1,84
BHA 99,87+0,02 | 99,81+0,02 | 99,81+0,02 | 99,76 +0,07 | 98,47 0,62 | 86,65+1,39 | 81,76+0,12
BHT 99,78+0,02 | 99,10+0,24 | 98,45+0,36 | 95,31 0,31 | 88,67 +1,15 | 80,82 +0,26 | 79,61+0,88
C VIT 99,86+0,06 | 99,68+0,12 | 81,82+2.45 | 74,66+1,19 | 74,1340,66 | 74,27+1,04 | 73,62+0,74
LY ORNEK | 98,48+0,06 | 97,64+1,04 | 87,13+1,71 | 80,34+0,57 | 77,29+0,80 | 72,36+3,01 | 71,97+0,52
GK ORNEK | 99,49+0,11 | 99,33+0,22 | 90,43+1,84 | 83,58 +1,80 | 78,53 £1,53 | 76,49 +1,05 | 76,60+0,98

Metanollii Faz

100 H
95
== GA
e 90
o ~——TROLOX
>
'.g 85 == BHA
£ X BHT
X g W= C VIT
=0—LY
75 =g GK
70 R B |

Konsantrasyon ug/ml

Sekil 4.10. ABTS yontemine gére metanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik
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Sulu ortamda hazirlanmis standart madde ve bitki Grneklerine ait g¢ozeltilerin Olgiilen
absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.10) (Sekil 4.11).

% 1inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

Cizelge 4.10. ABTS yontemine gore sulu ortamdaki ¢alismalarda elde edilen % inhibisyon

ve standart sapma degerleri

ABTS Sulu Fazlar
% inhibisyon + S.S.
Konsantasyon | 5, 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml
GA 99.960.02 | 99.95+0,02 | 99.94:0,00 | 99.97:0.,00 | 99.97+0,02 | 9936094 | 94.41+0.91
TROLOX 99.88+0,02 | 99.85+0,11 | 97,76:1,64 | 89,10+134 | 84.95:1,51 | 78.72+0.55 | 64.94+6,94
BHA 99.87+0,02 | 99.83+0,1 | 99704026 | 99.06:0,55 | 97.69+0.76 | 8032+2.75 | 70.011.7
BHT 8186797 | 76.3143.66 | 73.24+0,00 | 72.45+1,17 | 72.30£095 | 72.28+0,00 | 62.81+3.66
C VIT 99.97+0,00 | 99.83£0,03 | 97,05:0,00 | 99.78+026 | 90,6040,98 | 78.34+5.05 | 64.58+3.91
LY ORNEK | 97.19+0,95 | 90,19+0,17 | 81,35:0.45 | 74.93+124 | 71,37+0,00 | 70.55+2,58 | 69.48+0,00
GK ORNEK | 98,39+0,58 | 92,87+0,85 | 85,69 1,67 | 7627321 | 74,67+0,74 | 72,68+0,56 | 72,51+0,00
Sulu Faz
100,0000 g =
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Sekil 4.11. ABTS yontemine gore Sulu ortamdaki calismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik
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4.5. DMPD Radikali Giderme Aktivitesi

DMPD yontemi etanol, metanol, su fazinda; 15,625- 1000 pg/ml araligindaki standartlar
Gallik Asit, Trolox, BHA, BHT, C Vitamini ile golgede ve liyofilize olarak kurutulmus
ornek ekstrelerine uygulanmustir. Olgiilen absorbans degerlerine gore hesaplanan %
inhibisyon degerleri standartlarla karsilagtirmali olarak asagidaki tablo ve grafiklerde
gosterilmistir. Inhibisyon degerleri (%) asagidaki esitlie gdre hesaplanmustir. Absorbans
azalis1 DMPD radikali uzaklastirma aktivitesindeki artis1 gostermektedir.

% i1'1hibi5y0n = (AkontroI'Aémek) I Axontrol X 100

Aiontrol  : Sadece DMPD radikal ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin absorbans degeri.
Asmek . Ornek iizerine DMPD radikali igeren ¢ozeltinin ilavesinden sonra olgiilen

absorbans degeri.

Etanolde hazirlanmis standart madde ve bitki 6rneklerine ait ¢ozeltilerin Olgiilen absorbans
degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon oranlar ve grafigi asagida gosterilmistir

(Cizelge 4.11) (Sekil 4.12).

Cizelge 4.11. DMPD yontemine gore etanollii ¢caligmalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

DMPD Etanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 62,66+0,65 | 61,74+1,43 | 57,98+0,78 | 46,33+2.21 | 32,57+ 1,95 | 23,49+493 | 14,31+1,82
TROLOX 85,25+0,19 | 75,93+0,4 | 57,6+8,64 | 42,02+6,36 | 27,20+0,88 | 13,28+2,88 | 7,66+1,07
BHA 40,63+2,23 | 28,99+0,28 | 18,05+0,98 | 10,65+0,28 | 5,92+0,00 2,37+0,84 1,28+0,14
CVIT 99,08+0,11 | 97,90+1,27 | 89,48+1,31 | 80,08 +0,99 | 50,82 +2,30 | 24,59 +0,50 | 8,81 +3,36
LY ORNEK 46,16£1,69 | 39,84+3,45 | 28,08+4,91 | 20,59+ 1,89 | 14,04 +5,30 | 4,91 +£2,76 | 20,54+11,23
GK ORNEK 46,35+3,65 | 37,18+7,64 | 30,20+4,31 | 23,03+5,15 | 17,58 +4,57 | 8,41 £3,05 | 28,72+9,54
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Sekil 4.12. DMPD yontemine gore etanollii ¢alismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik

Metanolde hazirlanmis standart madde ve bitki Orneklerine ait ¢ozeltilerin OSlgiilen

absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.12) (Sekil 4.13).

% 1inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

Cizelge 4.12. DMPD yo6ntemine gore metanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

DMPD Metanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 62,66+0,65 | 61,74+1,43 | 57,98+0,78 | 46,33£2,21 | 32,57+ 195 | 23,49£4,93 | 14,31+ 1,82
TROLOX 79,53+0,12 | 69,40+0,87 | 52,67+1,53 | 39,07+0,70 | 23,40+125 | 11,67+1,30 | 7,67 +0,61
BHA 28,50+0,14 | 18,60+0,00 | 11,10£0,42 |  6,6+0,28 3,40 £1,13 3,4+0,57 1,5+0,71
C ViT 98,02+0,00 | 97,50+0,50 | 94,73+0,99 | 75,63 42,83 | 29,45+1,19 | 1561+327 | 7,38+3,82
LY ORNEK | 48,33+3,34 | 42,77+2,81 | 37,8543,26 | 32,18+ 6,64 | 26,04 292 | 16,67+ 6,44 | 30,78 6,63
GK ORNEK | 53,2346,14 | 50,44+7,91 | 44,7+13,16 | 37,95+9.46 32,157 | 18,35£10,21 | 33,21+12,46
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Metanollii Faz

Konsantrasyon ug/ml
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Sekil 4.13. DMPD yo6ntemine gore metanollii ¢alismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik

Sulu ortamda hazirlanmis standart madde ve bitki 6rneklerine ait ¢ozeltilerin Olgiilen

absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.13) (Sekil 4.14).

Cizelge 4.13. DMPD yontemine gore sulu ortamdaki ¢aligsmalarda elde edilen %

inhibisyon ve standart sapma degerleri

% 1inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

DMPD Sulu Fazlar

% Inhibisyon + S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 67,38+0,71 | 6574+0,75 | 5546+1,49 | 42,68+ 2,60 | 26,83+ 1.89 | 17762041 | 1071+ 1,71
TROLOX 61,13£8,36 | 53,88+6,58 | 29.17+1,11 | 25,06£0.94 | 12,04+0,94 | 5824208 | 2.51+ 036
BHA 18494121 | 1721£1,09 | 9,161,009 | 497 + 048 | 3.17 + 0,85 | 1,11£1,09 | -0,51£0,73
C VIT 99,27+0,11 | 96,54+0,13 | 100,34+0,01 | 96,62+1,78 | 37.51+8,12 | 3,30+439 | -6,08+3,15
LY ORNEK | 42,6327,66 | 32,74+7,9 | 29,14+8.86 | 22,85:692 | 17,42+7,87 | 15,13+7.98 | 15,52+691
GK ORNEK | 52.61+7,58 | 42,91=11,03 | 38,85£12,04 | 31,96+11,62 | 27641231 | 24.83+1338 | 22,68+13,71
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Sekil 4.14. DMPD yontemine gore sulu ortamdaki ¢aligsmalarda elde edilen % inhibisyon
degerlerine ait grafik

4.6. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Stiperoksit radikali giderme yonteminde etanol, metanol, su fazinda; 15,625- 1000 ug/ml
araligindaki standartlar Gallik Asit, Trolox, BHA, BHT, C Vitamini ile golgede ve
liyofilize olarak kurutulmus o&rneklerin ekstrelerine uygulanmustir. Olgiilen absorbans
degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon degerleri standartlarla karsilastirmali olarak
asa@idaki tablo ve grafiklerde gosterilmistir. Inhibisyon degerleri (%) asagidaki esitlige
gore hesaplanmistir. Absorbans azalis1 siiperoksit anyonunun uzaklastirma aktivitesindeki

artig1 gostermektedir.
% Inhibisyon = (AkontroI'Aémek) I Axontrol X 100
Etanolde hazirlanmis standart madde ve bitki orneklerine ait ¢ozeltilerin olgiilen absorbans

degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida gosterilmistir

(Cizelge 4.14) (Sekil 4.15).
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Cizelge 4.14. Siiperoksit yontemine gore etanollii caligmalarda elde edilen % inhibisyon ve

standart sapma degerleri

Siiperoksit Deneyi Etanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

Konsantasyon 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml
GA 92+0,14 | 92.3320.16 | 93102044 | 9029+145 | 89.10£2.16 | 79.52+5.59 | 58.95£19.22
TROLOX 67,8633 | 54861467 | 49714359 | 4429:0,00 | 42.86 =323 | 4243 £0.40 | 41.43 0,20
BHA 53.43£0,00 | 51.7140,00 | 50.43+0,00 | 49.86£0.,00 | 48,00+ 121 | 4638 +4.67 | 4138 +2.83
CVIT 89.6241,00 | 85.67+4.94 | 77.9043.79 | 3514249 | 31.86+2.74 | 23203 | 20.67+221
LY ORNEK 1 64 142768 | 62.0245.17 | 60,1444,31 | 52,14 +3.88 | 4725+ 198 | 42,77+0.71 | 40.80 = 0.42
GKORNEK | ¢} 671140 | 60,6242.81 | 57294043 | 5548 £ 1,15 | 5200+ 1,67 | 46511 | 38.48+3.46
Etanollii Faz
&—C ViT

c —B—GA

by —&—TROLOX

5

= —>6=BHA

=

X =LY

—8—GK
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.15. Siiperoksit yontemine gore etanollii galigmalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik




62

Metanolde hazirlanmis standart madde ve bitki Orneklerine ait ¢ozeltilerin OSlgiilen

absorbans degerlerine gore hesaplanan

gosterilmistir (Cizelge 4.15) (Sekil 4.16).

% 1inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

Cizelge 4.15. Siiperoksit yontemine gore metanollii caligmalarda elde edilen % inhibisyon

ve standart sapma degerleri

Siiperoksit Deneyi Metanollii Fazlar

% Inhibisyon £ S.S.

Eg"/':rff‘”tasy"” 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
GA 96,01£0,16 | 95.93+0,49 | 9552:0,98 | 88,06+ 1,88 | 79.24 £ 2,81 | 66,62 2,59 | 46,18 = 2,88
TROLOX 91,14+1,45 | 80,96+1,46 | 70,56+1,53 | 6531+0,75 | 62,69=1,06 | 60,7=1,17 | 59,16+ 1,29
BHA 70,7440,75 | 67,3040,27 | 64,22+0,87 | 63,27+ 0,67 | 62,60 £0,31 | 61,92 =0,70 | 60,06 % 0,34
C ViT 88,56£1,02 | 84,94+1,49 | 77,5242,65 | 76,66 £3,06 | 73,35£2,78 | 74,45£2,93 | 70,62+10,46
LY ORNEK | 6637645 | 632242,94 | 61,41+0,95 | 60,40 =028 | 57,92%322 | 57,99 +2,18 | 56,18 +3,79
GK ORNEK | 95.86+3,17 | 87,47+4,98 | 68,88+4,67 | 64,18 4,62 | 61,06+2,15 | 56,11 =643 | 53,55+4,92
Metanollii Faz
100,00
90,00
c 80,00 &—C ViT
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Sekil 4.16. Siiperoksit yontemine gore metanollii calismalarda elde edilen % inhibisyon

degerlerine ait grafik
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Sulu ortamda hazirlanmis standart madde ve bitki Grneklerine ait g¢ozeltilerin Olgiilen

absorbans degerlerine gore hesaplanan % inhibisyon oranlar1 ve grafigi asagida

gosterilmistir (Cizelge 4.16) (Sekil 4.17).

Cizelge 4.16. Siiperoksit yontemine gore sulu ortamdaki ¢aligmalarda elde edilen %

inhibisyon ve standart sapma degerleri

Siiperoksit Deneyi Sulu Fazlar

% Inhibisyon + S.S.

Konsantasyon | 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
pg/ml

GA 93,62+0,58 | 88,72+0,24 | 77,95+1,35 | 73,95+0,85 | 47,67+0,88 | 41,91+0,94 | 35,88 +2,27
TROLOX 44,89+0,00 | 38,78+0,00 | 31,73+0,00 | 33,84 +0,00 | 32,67+0,31 | 29,85+ 1,76 | 30,12+ 1,82
BHA 42,95+5,07 | 42,01£2,41 | 43,87+0,00 | 39,25+0,66 | 37,60 +4,82 | 36,49 +0,25 | 36,55+ 0,00
C VIT 66,02+0,13 | 64,86+1,00 | 62,75+0,00 | 60,82 £0,58 | 59,46 +0,57 | 59,69+ 1,31 | 56,68 1,76
LY ORNEK 89,49+3,97 | 93,214£0,27 | 94,10+0,24 | 93,63 £0,34 | 87,67 +3,50 | 67,08 +2,44 | 62,16+ 1,65
GK ORNEK 93,54+0,62 | 96,32+0,60 | 94,59+0,94 | 93,3 +0,59 80,81 +0,53 | 69,33 +1,16 | 68,63 + 0,65

% inhibisyon

Sulu Faz

©o=C VIT
== GA
=i&—TROLOX
=>=BHA
==Ly

=0=GK

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.17. Siiperoksit yontemine gore sulu ortamdaki ¢calismalarda elde edilen %

inhibisyon degerlerine ait grafik







65

5. TARTISMA

Serbest radikaller, ¢esitli kimyasal reaksiyonlarla meydana gelen dis orbitallerinde
paylasilmamis elektron igeren kimyasal tiirlerdir. Cevresindeki herhangi bir yapi ile
etkilesime girerek, ondan elektron alirlar ya da ona bir elektron verirler. Baska molekiiller
ile ¢ok kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisini bozan bu tiirler "oksidan

molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri" olarak da adlandirilir.

Serbest radikaller, organizmada, niikleik asitler, proteinler, lipidler ve karbohidratlar gibi
makro molekiillerle reaksiyona girebilirler. Radikallerle viicudun antioksidan savunma
sistemleri arasindaki miicadelenin, radikal lehine degismesiyle hiicre zar1 tahrip olmakta ve
sonucunda doku hasar1 gelismektedir. Bu nedenle serbest radikallerin kanser, kalp damar
hastaliklari, bagisiklik sistemi hastaliklari, yaslanma, katarakt, diyabet, bobrek ve karaciger
hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliga neden olduklar1 diisiiniilmektedir [68].

Antioksidanlar, radikallerin etkilerini geciktiren veya tamamen ortadan kaldiran yapilar
olup; ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek {izere enzimatik
veya nonenzimatik olarak endojen, bazi ilaglar, vitaminler ve sentetik gida antioksidanlari

olarak da eksojen olmak iizere iki grupta toplanirlar.

Sentetik antioksidanlarin kanserli hiicre olusumunu tesvik ettigi gozlendiginden [106],
giiniimiizde dogal antioksidan maddelerin kullanim1 6nem kazanmistir.  Bitkilerin
karotenoid, flavonoit ve diger fenolik bilesikler bakimdan zengin olmalari ve 6nemli yan
etkilerinin tespit edilememesinden dolay:1 antioksidan aktivite sergileyen bitkilerin gida ve
beslenme alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Yapisinda
bulunan ugucu yaglardan dolay1 antioksidan 6zelligi bulunan birgok aromatik bitkinin ve
bunlarin ekstraktlarinin kullanimmin énemli oldugu diistiniilmektedir. Bu etki aromatik

halkadaki fenolik hidroksil gruplarindan kaynaklanmaktadir [155,156].

Literatiirdeki baz1 arastirmalar fenolik bilesenler ve antioksidan aktivite arasindaki iliskiyi
belirtmektedir [157,158]. Bu maddelerden fenolik asitlerin ve bunlarin esterlerinin
antioksidan aktiviteleri, sterik engelleme ile giliclenen molekiildeki hidroksil gruplarinin

sayisina baglidir. Fenolik asitler i¢inde gallik asit yiiksek antioksidan aktiveteye sahiptir
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[139,140]. Bu fenolik yapilar iilkemiz mutfaginda yemek ve salatalara tat ve koku vermek

icin kullanilan aromatik bitkilerden nanenin bilesenleri arasinda bulunmaktadir.

Mentha tiirlerinin de i¢inde bulundugu Lamiaceae familyasindaki bitkiler, 6nemli dogal
antioksidan kaynaklaridir [159]. Yirmialti sebze tiirtindeki fenolik madde miktarinin
incelendigi bir caligmada nanenin total fenolik madde miktar1 Folin Ciocalteu yontemi
gore 5,159 GAE /100g (51,5mg/g) olarak bulunmustur. Ayrica nanede en fazla bulunan
fenolik bilesiklerin katesin, kafeik asit ve rosmarinik asit oldugu belirtilmektedir [160].

Nanenin i¢inde bulunan bilesiklerden olan rosmarinik asitin [161] antioksidan aktivitesinin
oldugu bildirilmistir [162]. Fenolik bilesik tasiyan Yarpuz (Mentha pulegium), Kantaron
(Hypericum perforatum), Kekik (Origanum vulgare subsp. hirtum), Kandil ¢ayi(Sideritis
athoa), Civanpergemi (Achillea nobilis subsp. sipylea), Kaz Dagi goknar1 kozalagi (Abies
nordmanniana spp.equi-trojani), kararbas otu (Lavandula stoechas subsp. stoechas),
Adacayi (Salvia tomentosa), Nane (Mentha spicata), Kaz Dagi ¢ay: (Sideritis trojana) gibi
bitkilerde; antioksidan aktivitesi vitamin E’den ve sentetik bir antioksidan olan BHT’ den
yiikksek olan rozmarinik asit, hem bulunma sikligi hem de bulunma miktar1 bakimindan
diger fenolik asitlerden daha fazla tespit edilmistir. En yliksek rozmarinik asit miktari
sirayla kekik-adagayi-nane seklinde olup, bunun etkisiyle toplam fenolik asit miktar1 en
yiiksek bitkilerin yine ayni bitkiler oldugu gorilmistiir [163]. Nane (Mentha piperita L.),
Atkuyrugu (Equisetum hyemale L.), Roka (Eruca sativa Miller), Sarit Kantaron
(Hypericum perforatum L.), Meyan (Glycyrrhiza glabra L.), Dereotu (Anethum graveolens
L.), Hindiba (Cichorium endivia L.), Civan Per¢emi (Achillea millefolium L.), Kirmizi
Kantaron (Centaurium erythraea Rafn subsp. erythraea Rafn.), Biberiye (Rosmarinus
officinalis L.), Karabas Otu (Lavandula stoechas L.), Lavanta (Lavandula angustifolia
Miller.), Ada c¢ay1 (Sideritis congesta P.H.Davis & Hub.-Mor.), Adagay1 (Sideritis
dichotoma Huter), Ogulotu (Melissa officinalis L. subsp. officinalis), Kekik (Origanum
onites L.), Karakekik (Thymbra spicata L. var spicata), Isirgan otu (Urtica dioica L.),
Ayrikotu (Agropyrum repens L.), Misir (Zea mays L.) bitkilerinin a-tokoferol, f-karoten
ve gallik asit gibi antioksidan olduklar1 bilinen maddeler yoniiyle igeriklerinin belirlendigi
deneysel bir ¢alismada, en fazla a-tokoferol, B-karoten ve gallik asit i¢erigine sahip ilk iki

tiirlin sirastyla Rosmarinus officinalis, Mentha piperita oldugu belirtilmistir [164].
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Mentha longifolia L. ssp. nin metanollii ekstresinin antioksidan etkisinin oldugu, DPPH ve
beta-karoten/linoleik asit testleri kullanilarak gosterilmistir [165]. Nane bitkisinin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesine yonelik yapilan diger bir ¢alismada, dokuz farkli
nane tiiriinlin metanollii ekstrelerinin DPPH radikal temizleyici etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Bitkilerin 250 pg/ml konsatrasyonda hazirlanan 6rneklerinde DPPH radikalini

inhibe etme oran1 maksimum %82 olarak bulunmustur [166].

Popiiler kullanim1 olan nane, lavanta, limon, akgiinliik, greyfurt, ve biberiye bitkilerinin
antioksidan aktivitesi incelenmis; bu bitkilerin ABTS radikaline kars1 radikal siipiiriicii
aktivitelerinin oldugu bulunmus ve en yiiksek aktivite nanede tespit edilmistir [167].
Mentha spicata kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada bitkinin hekzan, kloroform, etil
asetat ve sulu ekstreleri hazirlanarak ABTS radikali giderme aktivitesi Ol¢lilmiistiir. En
yiksek radikal giderici etkinin etil asetat ve sulu ekstrelerde goriildigi, 20 pg/ml
konsantrasyondaki etil asetat ekstresinin % 95 ve 30 pg/ml konsantrasyondaki sulu
ekstresinin ise % 84 oraninda ABTS radikalini inhibe ettigi bulunmustur [168].

Calismamizda nanenin kuru bitki numunesinde ve liyofilize edilmis seklinde Folin
Ciocalteu yontemine goére toplam fenolik madde igerigi GAE cinsinden tespit edildi. Ayn1
sekilde bitkinin iki numunesinin antioksidan kapasitesi de cuprac yontemiyle tayin edildi.
Ayrica bitkinin iki numunesinin, DPPH, ABTS, DMPD ve Siiperoksit radikallerini
giderme yontemleri kullanilarak radikal temizleyici aktiviteleri belirlendi. Elde edilen
sonuglar, antioksidan etkisi bilinen, gallik asit, trolox, BHA, BHT, C vitamini gibi standart

olarak kullanilan maddelerden elde edilen degerler ile karsilastirilarak yorumlandi.

Fenolik hidroksil gruplar1 radikal yok etme yetenegine sahip fonksiyonel yapilardir.
Bitkilerdeki fenol bilesenleri hidroksil gruplarindan hidrojenlerini radikallere vererek
antioksidan aktivitede onemli rol oynayan kararli fenoksil radikalleri olustururlar. Bu
nedenle bitki ekstrelerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde fenolik bilesik
miktarlarinin belirlenmesi 6nemli bir yer tutar. Calismamizda bitki ekstrelerindeki toplam
fenolik madde miktar1 FCR ile tayin edildi. Gallik asit kullanilarak yapilan deney
sonucunda elde edilen kalibrasyon grafigine gore absorbanslart 6lgiilen bitki ekstrelerinin
fenolik madde igerikleri gallik asit esdegeri olarak hesaplandi. Elde ettigimiz sonuglara
gore, golgede kurutulmus bitki ekstrelerinin fenolik madde miktar1 liyofilize edilmis bitki

ekstrelerinden daha yiiksek bulunmustur. Bu miktarlar gélgede kurutma i¢in 59,91+ 24,97
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mg/g GAE, liyofilize bitki i¢in 58,20 £2,34 mg/g GAE dir. Shan ve arkadaslar tarafindan
yapilan ¢alismada [160] nanedeki total fenolik madde miktart Folin Ciocalteu yontemi
gore 5,15g/100g GAE (51,5mg/g) olarak bulunmustur. Bu sonu¢ calismamizi destekler
niteliktedir.

CUPRAC yontemi bakir(Il) nin oksidan olarak kullanildigi total antioksidan kapasite tayin
yontemidir. Yontem elektron transferi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ile hidrofilik
antioksidanlar kadar lipofilik antioksidanlarin kapasiteleri Olgiilebilmektedir. CUPRAC
yontemi ile tiyol igerikli (glutatyon ve sistein gibi) antioksidanlarin da kapasite tayini
yapilabilmektedir. Yontemde bakir(I)’nin  bitki 6rneginde bulunan antioksidanlar
(rediiktan) tarafindan bakir(I)’e indirgenmesi temel alinmistir. Calismamizda bitki
orneklerinin absorbans degerleri, antioksidan aktivitesi daha Onceden bilinen standart
maddelerle karsilagtirilmistir. Calistigimiz etanol ve metanolde gallik asitin, su fazinda ise
C vitamininin antioksidan aktivitesinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gallik asitin
etanoldeki maksimum absorbans degeri 3,89+0,02, metanoldeki maksimum absorbans
degeri 3,82+0,00 ve C vitamininin sulu fazdaki maksimum absorbans degeri 3,75+0,16 dur.
Bitki Orneklerinin antioksidan aktivitesi standart madde c¢ozeltilerinin antioksidan
aktivitesinden diisiik c¢ikmustir. Bitki Orneklerinin etanolli ve metanolli ekstreleri
birbirlerine ¢ok yakin absorbans degerleri vermistir. Bunlarin maksimum degerleri
metanollii fazda olup liyofilize bitki i¢in 2,68+0,10 ve golgede kurutulmus bitki i¢in
2,54+0,07 olarak ol¢iilmiistir. Sulu fazda bitki numunelerinin antioksidan aktivitesinin
azaldig1, golgede kurutulmus bitkinin antioksidan kapasitesinin ise liyofilize bitkiden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sulu ortamda liyofilize bitki i¢in maksimum absorbans degeri
1,48+0,08 olarak olgiiliirken golgede kurutulmus bitkinin maksimum absorbans1 2,35+0,61
olarak oOl¢iilmiistiir. Ancak standart maddelerden BHT nin sulu ¢ozeltisinin antioksidan
aktivitesi bitki orneklerinden diisiik ¢ikmistir. Bunun BHT nin suda az ¢6zlinmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Cuprac yontemi ile yaptigimiz tayinde, standart
maddelerin diisiik konsatrasyonlarda bile maksimum absorbans degerlerini yakaladigi ve
belli bir konsatrasyon degerinden sonra absorbanslarinin degismedigi, yiiksek degerlerde
devam ettigi, bitki ekstrelerinde ise konsantrasyon arttikca absorbans degerlerinin
yiikseldigi gorlilmiistiir. Bunun, bitki ekstrelerindeki antioksidan bilesik miktarinin
caligmada kullanilan standart maddelerden daha az olmasindan ya da Orneklerdeki
bilesiklerin standart maddelerden daha zayif antioksidan etki gdstermesinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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DPPH serbest radikal baglama yonteminde, antioksidanlarin DPPH radikalini baglama
etkileri, hidrojen (H) iyonu verme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Bu yontem, lipid
oksidasyonunu engelleyen antioksidanlar igin genel olarak kabul edilmis bir yontemdir
[169]. Calismamizda liyofilize ve golgede kurutulan her iki bitki orneginin DPPH
radikalini savici etkisi, antioksidan aktivitesi daha Onceden bilinen standart madde
cozeltilerinin radikal savici etkisi ile karsilagtirilmistir. DPPH yoOnteminde standart
maddelerin etanollii ve metanollii ¢6zeltilerinde antioksidan aktivitenin en yiiksek trolox’
ta oldugu goriilmiistiir. Trolox’un etanolde ki maksimum % inhibisyon degeri 97,64+0,00,
metanolde ki maksimum % inhibisyon degeri 98,38+0,04 tiir. Sulu fazda en yiiksek
aktivitenin C vitaminde oldugu bulunmustur. C vitamini ¢ozeltisinin maksimum %
inhibisyon degeri 98,10+0,00 dir. Sulu ¢ozeltilerde ki bu farkin; digerlerine gore C
vitamininin daha fazla hidrofilik &zellik gostermesinden ileri geldigi diisliniilmiistiir.
Calistigimiz orneklerinin antioksidan aktivitesi standart madde ¢ozeltilerinin antioksidan
aktivitesinden daha diisiik ¢ikmustir. Bitki 6rneklerinin etanollii ve metanollii ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi sulu ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur. Liyofilize ve golgede
kurutulmus Orneklerin DPPH radikal savici etkileri birbirine yakindir.  Bunlarin
maksimum inhibisyon degerleri metanollii fazda olup; 1000 pg/ml derisimde, liyofilize
bitki i¢in % inhibisyon degeri 93,36+0,00 ve golgede kurutulmus bitki i¢in 93,68+0,77
olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte ¢alismamizda, 250 pg/ml derisimde, liyofilize bitki
icin % inhibisyon degeri 92,70+1,01 ve gélgede kurutulmus bitki i¢in 91,11+1,74 olarak
hesap edilmistir. Bu degerler, Ahmad ve arkadaglarinin [166] yaptigi ¢alismada bulunan
nanenin 250 pg/ml konsatrasyonda hazirlanan metanollii 6rneklerinde DPPH radikalini
inhibe etme oraninin maksimum %82 olusu ile uyum igindedir. Sulu ortamda ise bitki
numunelerinin radikal savici etkisinin, etanol ve metanol fazina gore azaldigi bu durumun
suyun kullanilan diger ¢oziiclilere gore daha polar olmasindan kaynaklandigi, sulu
ortamdaki 6rneklerden golgede kurutulmus bitkinin % inhibisyon degerinin (83,26+4,70)
liyofilize bitkiden (73,60+0,42) daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Standart madde
cozeltilerinin ¢ok diisiik konsatrasyonlarda bile maksimum radikal savici etkiyi
sagladiklar1 ve bu yiiksek seviyeyi koruduklari, daha diisiik % inhibisyon degerlerine sahip
olmak kaydiyla bitki ekstrelerinin de ayni egilimde oldugu, ancak bu egilimi standart
¢ozeltilerine gore daha yiiksek konsantrasyonlarda yakaladiklari goriilmistiir. Bu durum,
bitki ekstrelerindeki antioksidan bilesik miktarinin, c¢alismada kullanilan standart
maddelerden daha az olmasindan ya da orneklerdeki bilesiklerin standart maddelerden

daha zay1f antioksidan etki géstermesinden kaynaklanabilir.
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ABTS radikali giderme aktivitesi yontemi elektron transferi esasina dayanmaktadir. ABTS
radikali genis bir pH araliinda kararli oldugu gibi hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde
¢cOziinebilir ve dolayisiyla lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini
0lgmek i¢in kullanilabilir [170,171]. Y6ntemin artan kullanimina ragmen bazi sinirlamalari
vardir ve en bilyiikk dezavantaji sentetik ABTS®' radikalinin biyolojik sistemlerde
bulunmamasidir [172,173]. Calismamizda, liyofilize ve golgede kurutulmus bitki
orneklerinin ABTS radikalini giderici etkisi, antioksidan aktivitesi daha dnceden bilinen
standart madde ¢ozeltilerinin radikali giderici etkisi ile karsilastirilmistir. Calismamizda
BHT disindaki standart maddeler ile bitki ekstrelerinin maksimum inhibisyon degerleri
%95 in ilizerinde bulunmustur. Etanolli ve metanollii fazlardaki standart madde
¢ozeltilerinin, C vitamininin diisiik konsantrasyonlari hari¢ timiiniin ABTS radikalini
inhibe etme oranlarinin, bitki 6rneklerinin radikali inhibe etme oranlarindan yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Sulu fazda ise C vitamininin bitki 6rneklerinden daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi gorilirken diger yandan BHT’ nin sulu ortamdaki antioksidan
kapasitesin bitki orneklerine gore daha diisiikk oldugu goriilmistiir. Bu iki olayin da C
vitamini ve BHT nin polaritesinden kaynaklandigi diistinilmektedir. Calistigimiz tim
coziiciilerde, gdlgede kurutulmus 6rnek ekstresinin liyofilize 6rnek ekstresinden kismen
daha iyi antioksidan aktivitesinin oldugu goriilmiis, bitki Grneklerine ait etanollii ve
metanollii ekstrelerin %inhibisyon degerleri sulu ekstrelerin degerlerinden daha ytiksek
bulunmustur. Arumugam ve arkadaglari tarafindan yapilan bir aragtirmada nanenin 30
pg/ml konsantrasyondaki sulu ekstresinin % 84 oraninda ABTS radikalini inhibe ettigi
tespit edilmistir [168]. Calismamizda ise nanenin sulu ortamda 31,625 pg/ml
konsantrasyonu ¢alisilmis, bu konsantrasyonda ABTS radikalini inhibe etme oran1 gélgede
kurutulmus bitki i¢in % 72,68 +£0,56 liyofilize bitki i¢in % 70,55+2,58 olarak bulunmustur.
Bu sonuglarin Arumugam ve arkadaslarinca yapilan ¢aligmanin degerleri ile uyumlu
oldugu goriilmiistir. ABTS yontemi ile yaptigimiz ¢alismada, standart maddelerin diisiik
konsatrasyonlarda maksimum inhibisyon degerlerini yakaladigi ve belli bir konsatrasyon
degerinden sonra maksimum inhibisyonun sabit bir degerde seyrettigi, bitki ekstrelerinde
ise inhibisyonun, konsantrasyon arttikca arttigi 500 pg/ml derisiminden itibaren
maksimum inhibisyona ulasildig1 gozlenmistir. Bitki ekstrelerinde goriilen bu egilimi C
vitamini ve BHT ¢ozeltileride gostermistir. Bu durum bitki ekstreleri yoniiyle
degerlendirildiginde; ekstrelerdeki antioksidan bilesik miktarmnin g¢aligmada kullanilan

standart maddelerden daha az olmasindan ya da Orneklerdeki bilesiklerin standart
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maddelerden daha zayif antioksidan etki gdstermesinden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

DMPD metodu, hidrofilik gruplarin antioksidan aktivitesinin hizli ve duyarli bir sekilde
belirlenmesi i¢in uygun bir yontemdir [153]. Calismamizda her iki bitki 6rneginin DMPD
radikalini giderici etkisi, antioksidan aktivitesi daha Onceden bilinen standart madde
cozeltilerinin etkisi ile karsilastirilmistir. DMPD yonteminde standart maddelerin tiim
¢ozeltilerinde antioksidan aktivitenin en yiiksek C vitamininde oldugu gorilmiistiir. C
vitamini’ nin etanoldeki maksimum % inhibisyon degeri 99,08+0,11 metanoldeki
maksimum inhibisyon degeri 98,02+0,00 sulu fazda ki maksimum % inhibisyon degeri ise
99,27+0,11 olarak bulunmustur. Bitki orneklerinin antioksidan aktivitesinin, BHA’ dan
yiikksek oldugu ancak diger standart madde g¢ozeltilerinden diisiik oldugu bulunmustur.
Bitki ornekleri kiyaslandiginda golgede kurutulmus bitkinin antioksidan aktivitesi
liyofilize bitkiye gore daha fazla bulunmustur. Numunelerin DMPD radikalini inhibisyon
degerleri metanollii fazda daha yiiksektir. Bu deger liyofilize bitki i¢in % 48,33+3,34
golgede kurutulmus bitki numunesi igin % 53,23+6,14 dir. DMPD yonteminde; bitki
ornekleri ile standart maddelerin % inhibisyon degerlerin benzer egilimde oldugu, 500
pg/ml derisiminden sonra maksimum inhibisyona ulasildigi, C vitaminin numunelerin ve
standart maddelerin 2 kati antioksidan aktivitesinin oldugu goriilmiistir. DMPD radikal
giderme aktivitesi yontemiyle yaptigimiz bu calismada bitki ekstrelerinin ve standart
madde ¢ozeltilerinin % inhibisyon degerlerini, ¢alismamizdaki diger yontemlerden elde
ettigimiz % inhibisyon degerlerinden daha diisiik olarak tespit ettik. Bu durum DMPD
yonteminin hidrofilik antioksidan maddelere duyarli olmasindan kaynakladigi seklinde

yorumlanabilir.

Stiperoksit radikalinin lipitte ¢oziiniirligii sinirli iken polar yapilardaki ¢oziiniirliigli daha
yliksektir. Siiperoksit radikali giderme deneyinde, her iki bitki 6rneginin siiperoksit radikal
giderici etkisi, antioksidan aktivitesi daha dnceden bilinen standart madde ¢ozeltilerinin
etkisi ile karsilastirilmistir. Standart madde ve bitki numunelerinin galisildigi etanolli,
metanollii ve sulu fazlarda en yiiksek antioksidan aktivitenin gallik asitte oldugu
goriilmistiir. Gallik asitin etanoldeki maksimum % inhibisyon degeri 92,00+0,14
metanoldeki maksimum inhibisyon degeri 96,01+£0,16 sulu fazda ki maksimum %
inhibisyon degeri ise 93,62+0,58 olarak bulunmustur. Bitki Orneklerinin siiperoksit

radikali giderme aktivitesinin g¢alisilan tiim fazlarda BHA ve BHT’den yiiksek oldugu
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bulunmustur. Calisilan bitki 6rneklerin siiperoksit radikal giderici etkisi en yiiksek sulu
ekstrelerde goriilmiis olup bu degerler golgede kurutulmus bitki igin % 93,54+0,62
liyofilize bitki i¢in % 89,49+3,97 dir. Bitki 6rnekleri kiyaslandiginda golgede kurutulmus
bitkinin siiperoksit radikali temizleyici etkisinin, metanollii ekstrelerde ¢ok daha fazla

olmak tizere liyofilize bitkiden yiiksek bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiyecek ve icecek olarak tiiketildigi gibi geleneksel olarak gesitli hastaliklarin tedavisinde,
ilag, kozmetik ve parfiimeri islerinde kullanilan nane(Mentha piperita L. )’nin yas ve kuru
bitki formunun antioksidan aktivitesi ile total fenolik madde miktar1 bu tez kapsaminda
aragtirllmistir. Calismada degisik yontemlerle elde edilen sonuglar, antioksidan aktivitesi
onceden bilinen bazi standart maddeler ile karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.
Nane(Mentha piperita L. )’nin standart maddelerle kiyaslanabilecek diizeyde hatta BHA ve
BHT gibi baz1 standart maddelerden daha fazla radikal temizleyici etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Bitkinin goélgede kurutulmus formunun kismen daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Tibbi faydalari en fazla olan bitkilerden biri
olmasinin yanisira tatlandirici, ¢ay ve baharat yapiminda yaygin olarak kullanilan ve
yiilksek nem igeren nanenin liyofilize ve golgede kurutulmus her iki formunun da
antioksidan olarak kullanilabilecegi kanaatine bu ¢alisma sonucunda varilmistir. Bitkinin
in vivo kosullardaki antioksidan etkisinin endojen antioksidan maddelerle kiyaslanarak
degerlendirilebilecegi deneysel bir ¢alisma yapilmasinin bu konudaki bilginin

pekistirilmesinde yararli olacag: diisiniillmektedir.
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