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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ALIC (Crataegus monogyna) BITKISININ YAPRAKLARININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Emrah DIKICI

Erzincan Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu c¢alisma ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarinin antioksidan aktivitesini
belirlemek maksad ile gergeklestirilmistir. Bu amacla aligin yaprak kisimlar1 Erzincan ili Ili¢
ilgesi Bagistas koyiinden 2011 yi1l1 mayis ay1 sonlarinda toplandi, kurutuldu ve etanol ekstresi
hazirlandi. Etanol ekstresi hazirlanan ali¢ (Crataegus monogyna) yapraklar: iizerinde ferrik
tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite, kuprak metodu ile Cu®" ve potasyum
ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe’" iyonlar1 indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH) giderme aktivitesi tayinleri, toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktar
tayinleri yapildi. Alig (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarindan elde edilen 10 pg mL™
konsantrasyonluk etanol ekstresinin linoleik asit emiilsiyonunun lipit peroksidasyonunu
%40,9 inhibe ettigi gozlendi. Ayn1 konsantrasyonda BHT % 68,3, troloks’un ise % 29,9’luk
bir inhibisyona sahip oldugu gozlendi. Toplam fenolik igerigi trolokstan daha fazla oldugu
tespit edilen ali¢ (Crataegus monogyna) yiikksek DPPH giderme ve metal indirgeme aktivitesi
sergiledi. Etanol ekstresi elde edilen Crataegus monogyna bitkisinin antioksidan aktivitesi
arastirilirken, butillenmis hidroksi toluen (BHT), a-tokoferol ve onun suda ¢6zlinen bir
analogu olan troloks referans antioksidan bilesikleri olarak kullanild1.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT AKTIVITIE OF HAWTHORN
(Crataegus monogyna)

Emrah DIKIiCi

Erzincan University
Faculty of Sciences and Arts
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

This study had been aimed to examine the antioxidant activitie of leaves of hawthorn
(Crataegus monogyna). For this purpose, leaves of hawthorn (crataegus monogyna) was
collected from Bagistas village which ilig, a town of Erzincan province in May 2011. It was
dried and ethanol extraction was prepared. On prepared ethanol extraction, total antioxidant
activity was determined by ferroccyanate reduction method, reduction capacity of Cu®” was
determined by Cuprac method, reduction capacity of Fe'" ions were determined by
thiocyanate reduction method, the activitiy of scavenging of 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH) was determined and was determined the total amount of the compound of phenolic
and flavonoid. It was observed that 10 pg mL™ concentrated of ethanol extract obtained from
hawthorn (Crataegus monogyna) plant inhibited the lipid peroxidation of linoleic acid
emulsion as 40.9 % respectively. In the same concentration, Butylated hydroxy toluene
(BHT) and trolox caused inhibitions of 68.3% and 29.9 %, respectively. The content of total
phenolic activity, DPPH scavenging and metal reduction activity of hawthorn (Crataegus
monogyna) which was detected more than trolox. Butylated hydroxy toluene (BHT), a-
tocopherol and its an analoge which is solved in water, namely Trolox, were used as reference
antioxidant compounds, while the antioxidant activity of hawthorn (Crataegus monogyna)
plant whose ethanol extraction was taken out was examined.

2012, 60 pages
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1.GiRiS

Son yillarda yapilan klinik caligmalarda, yaslanma, kanser ve dejeneratif hastaliklarda
(kardiyovaskiiler hastaliklar, katarak gibi) anahtar rolii viicutta bulunan serbest
radikallerin tstlendigi belirlenmistir (Atoui et al., 2005). Serbest radikaller, viicutta
meydana gelen normal fizyolojik prosesler ve patolojik sartlar altinda olugmaktadir

(Mathew and Abraham, 2006 ).

Serbest radikaller ile ilgili calismalar Gomberg’in 1900°larda trifenilmetil radikalinin
(Ph3Ce) varligmi ispatlamasiyla basladi (Gomberg, 1900). Serbest radikaller, bir
orbitalde bir veya birden fazla ortaklanmamis elektron bulunduran kimyasal tiirlerdir.
Radikallerin aktiviteleri farklilik gostermesine ragmen, genellikle radikal olmayan
tiirlerden daha az kararhdirlar. En basit serbest radikal, bir proton ve bir elektron
ihtiva eden hidrojen atomudur. Hemen her radikal tiirii diger bir radikali veya
molekiilii farkli bir mekanizma ile etkileyebilir. Bu tiir etkilesimlerin seciciligi,
radikallerin konsantrasyonuna, radikalde bulunan ortaklanmamis elektronlarin
lokalizasyonuna ve radikallerin etkilestigi molekiillerin zayif baglar igermesine
baghdir (Uguzlar, 2009; Weiss, 1935; Waters, 1943; Hey, 1973; Cadogan, 1973;
Moad, 1995; Perkins, 1996).

Serbest radikal ¢iftlenmemis tek elektronlu atomik ya da molekiiler yapilara verilen
isimdir. Bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverisine girebilen bu molekiillere
“’oksidan molekiiller’” veya ‘’reaktif oksijen tiirleri’” de denilmektedir (Cavdar et al.,

1997).

Oksijen ve diger tiirevleri reaktivitesi yliksek molekiillerdir ve proteinler, lipidler ve
niikleik asitler ile reaksiyona girerek fonksiyon azalmasina ya da yok olmasina sebep
olabilirler. Bu etkilerinden dolay1 bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) denmektedir.

Tablo 1.1.’de bazi reaktif oksijen tiirleri verilmistir (Halliwell, 1996).



Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiili
Stiperoksit 0, "~ Hidrojen peroksit H,0O,
Hidroksi OH- Hipokloréz asit ~ HOCI
Peroksi ROO- Hipobroméz asit HOBr
Alkoksi RO- Ozon O;
Hidroperoksi HOOQO- Singlet oksijen 'Ag'0,

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OHe)' dir. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu radikalik zincir
reaksiyonlari baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (Re),
peroksit radikalleri (ROOv), alkoksi radikalleri (ROv), tiyil radikalleri (RSe), siilfenil
radikalleri (RSQO¢), tiyil peroksit radikalleri (RSO;¢) gibi ¢esitli serbest radikallerin
olusumuna neden olurlar (Dawn et al., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve
Ashwood, 1999).

Bu reaktif tlirlerden dolayi, molekiiler oksijen(O,) yasam molekiilii oldugu kadar,
Olimiin molekiilii de olabilir. Oz, anaeroplar i¢in Sldiiriicti ya da gelisimi durdurucu
etkiye sahiptir. Bazi anaeroplar diisiik oksijen konsantrasyonlarinda (Ornegin:
Bacteroides fragilis veya Clostridium novyi Tip A) yasayabilirken bazilar1 da
(Treponema denticola ve bazi Clostridia tiirleri) ancak oksijenin hi¢ olmadigi
ortamlarda yasayabilirler. Anaeroplar gelisebilmek i¢in indirgeyici bilesiklere ihtiyac
duyarlar. Oz ise hiicre bilesenlerini oksitleyerek anaeroplarm biyosentetik
reaksiyonlar1 i¢cin gerekli olan bu indirgeyici maddeleri ortadan kaldirir. O;’in

indirgenmesi ayrica reaktif oksijen tiirlerinin de olusmasma sebep olur. Bunlar



hiicreye zarar verirler, yeni reaktif tiirlerin olusumuna ve hiicrenin 6liimiine neden

olurlar (Unal, 2006).

Anaeroplardaki bazi enzimler dogrudan O, tarafindan da inhibe edilebilirler.
Ornegin; Clostridium pasteurianum’un nitrogenaz enzimi, O, ile inaktive olmaktadir.
Nitrogenaz enzimi, havadaki azot gazin1 (N,) amonyaga (NH3) ¢evirerek, siirli azot
bilesiklerinin bulundugu ortamlarda organizmanin hayatta kalmasi saglar. Ancak

tiim azot baglayan tiirler anaerop degildir (Unal, 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin yani sira bazi reaktif azot tiirleri de (RNS) viicutta meydana
gelmektedir. Tablo 1.1 ve 1.2°de gosterilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri
oksidatif strese en ¢cok sebep olan 6nemli faktorlerdendir. (Koksal, 2007; Aruoma ve

Cuppett, 1997).

Tablo 1.2. Reaktif azot tiirleri

Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiili

Nitrik oksit  NOe Nitrdz asit HNO;

Azot dioksit NOOe Nitrozil katyonu NO"
Nitroksi anyonu NO
Diazot tetraoksit N2Oy4
Peroksinitrit ONOO™

Peroksinitroz asit ONOOH
Nitronyum katyonu  NO,"
Alkilperoksi nitritler ROONO

Reaktif tiirlerden bazilar1 insan metabolizmasinin vazgecilmez bir pargasidir ve
anormal sartlarda konsantrasyona bagh olarak artis goriilebilir. Baz1 reaktif tiirler ise

insan viicudunda c¢ok az iretilir ya da hi¢ iiretilmez; dis kaynakli olarak alinabilir.



Sigara dumani, hava kirliligi, pestisitler, radyasyon, serbest gecis metali iyonlar1 gibi
ic ya da dis kaynaga bagh olarak reaktif tiirler meydana gelebilir (Koksal, 2007;
Giilgin et al., 2003).

Radikaller eslesmemis elektronlar1 eslestirme (karsisindaki atom ya da molekiilden
elektron alma veya verme) egiliminde olduklar1 ic¢in kararsizdirlar ve bu

kararsizliklar1 onlari kimyasal olarak aktif olmalarmi saglar (Koksal, 2007).

Reaktif tiirlerin zararl etkilerinin temel sebebi radikal olmalari, radikal olusumuna
sebep olabilmeleri veya ylikseltgeme potansiyellerinin daha yiiksek olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Oksidatif stres siirecinde meydana gelen reaktif oksijen tiirleri
niikleik asitleri, proteinleri ve lipitleri oksitleyebilir (Stadtman, 2002). Reaktif
oksijen tiirleri ile biyomolekiiller arasindaki reaksiyon, radikalik zincir reaksiyonu
seklinde oldugu i¢in, oksidatif hasar da zincirleme seklindedir. Bu zincirleme
reaksiyon, yeni reaktif tlirler olusturmakta ve bunlar da diger biyomolekiillere zarar
vermektedir. Bu durum organizmada ilerleyen donemlerde daha belirgin hal
almaktadir (Berlett ve Stadtman, 1997; Szweda et al., 2002; Stadtman, 2002; Sohal,
2002; Grune ef al., 2004).

Oksidatif stres siiresince iretilen reaktif tiirlerin yaslanmaya sebep oldugu da
bilinmektedir. Clinkii yaslanmayla beraber reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiiller
iizerindeki oksidatif hasarda bir artis s6z konusudur (Berlett ve Stadtman, 1997;
Szweda et al., 2002; Stadtman, 2002; Sohal, 2002; Grune et al, 2004). Ayrica
oksidatif hasarin bir¢ok hastaliga sebep oldugu diistiniilmektedir. Bununla beraber, in
vivo olarak proteinlerin fonksiyonel olarak degismeleri i¢in yeterli olacak derecede

oksidasyon bilinmemektedir (Heinecke, 2002).

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen molekiillerin, hiicre membraninin
ana bileseni olan lipitler oldugu diisiiniilmektedir. Organizmada yeterli miktarda
reaktif atom ya da molekiil varliginda lipit peroksidasyonu kolaylikla baslayabilir.
Oksijenin sebep oldugu lipit peroksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur

(Aruoma ve Cuppett, 1997). Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlari i¢in



de zararhdir (Davies, 2000). Sekil 1.1’de arasidonik asidin otooksidasyon

mekanizmasi gosterilmektedir.

SN TS
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Sekil 1.1. Arasidonik asidin otooksidasyonu mekanizmas1 (Giilgin, 2002).

Ayrica zamanla arterlerin yag birikmesi sonucu daralmasi ve sertlesmesi olay1 olarak

bilinen aterosklerozisin gelismesinde lipit peroksidasyonunun, 6zellikle de LDL’nin



oksidatif modifikasyonunun katkisi oldukga biiyiiktiir (Devaraj ve Jialal, 1998; Kaul
et al., 2001; Heinecke, 2002).

Proteinler de lipitler gibi oksidatif stresten etkilenirler. Proteinlerin oksidasyonu
genellikle OHe tarafindan baslatilir ve siirecin seyri oksijen, siiperoksit ya da onun
protonlanmis hali olan HO,* tarafindan belirlenir (Berlett ve Stadtman, 1997). Diger
reaktif tiirler de protein oksidasyonunda yer alabilirler (Dalle-Donne et al., 2003).
Reaktif oksijen tiirleri amino asit rezidiilerinin yan zincirlerini de oksitleyebilir. Bu
sekilde istenmeyen protein-protein  etkilesimleri olusabilir ve proteini
parcalayabilecek sekilde protein iskeletini oksitleyebilirler. Benzer oksidatif hasarlar
serbest gecis metal iyonlarinin varliginda da olmaktadir (Berlett ve Stadtman 1997;
Stadtman 2002). Protein yan zincirlerinde bulunan 6zellikle prolin, arginin, lisin ve
treonin gibi amino asitler oksitlendigi zaman, aldehitler ve ketonlarda oldugu gibi
karbonil gruplar1 olusur. Bu gruplar kimyasal olarak kararhdirlar ve proteinlerin
oksidatif parcalanmasi sonucu olusabilmektedirler (Dalle-Donne et al., 2003). Ayrica
kanser cesitleri, Parkinson ve Alzheimer gibi bircok hastaligin DNA’nin oksidatif
hasarindan kaynaklandigi bildirilmistir (Evans et al., 2004).

Reaktif tiirlerin yukarida bahsedilen olumsuz etkilerine karsilik, aeroplar bu etkileri
onleyecek ya da tolere edecek sistemlere sahiptir. Oksidatif hasarin 6niindeki en
onemli engel, atmosferdeki oksijen konsantrasyonu (150 mmHg) ile dokulardaki

oksijen konsantrasyonu (30 mmHg) arasindaki biiytik farktir (Mavi, 2005).

Canli organizmanin serbest radikallere ve normal oksijen metabolizmasinin toksik
etkilerine karsi kendini korumasi gerekir. Reaktif oksijen ve azot tiirlerine karsi
ozellikle aeroplar cesitli savunma sistemlerine sahiptirler. Bu sistemler genel olarak
““Antioksidan Sistem” olarak bilinirler (Bursal, 2009). Antioksidanlar viicudumuzda
lipid peroksidasyonu ve diger serbest radikalik reaksiyonlar1 inhibe ederek radikal
giderici olarak gorev goriirler. Bu sekilde radikallerden kaynaklanan cesitli

hastaliklar1 engellerler (Gengaslan, 2007).

Organizmada siirekli reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROS ve RNS) tiretilmekte, buna

karsilik antioksidan sistem tarafindan istenilmeyen bu etkiler giderilmektedir. Bu



durum bir denge halinde siireklilik arz eder. Bu dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi ise ‘‘Oksidatif Stres” olarak degerlendirilir (Kdksal, 2007).

Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve azot tiirlerinin miktarinda artis olur ve
dolayisiyla bu iirtinlerin reaksiyon hizlar1 artar. Bu durumdan basta lipitler, proteinler
ve niikleik asitler olmak iizere metabolizmadaki bir¢cok sistem olumsuz etkilenir
(Lambeth, 2004). Olumsuz etkilenen bu sistemler, diger periferik sistemleri de
etkilerler ve zincirleme olarak devam eder. Bu durum radikalik zincir reaksiyonu
sonlanincaya kadar antioksidan sistem tarafindan prosesin bir yerinde devam eder.
Aksi durumda bu reaktif tiirler hiicrenin dogrudan ya da dolayli olarak Oliimiine

sebep olurlar (Moldovan ve Moldovan, 2004).

Antioksidanlarin  bitkisel kaynakli olanlar1 serbest radikal giderici, peroksit
parcalayici, oksidatif enzim inhibitorii ve sinerjist olarak fonksiyon goriirler (Larson,
1988). Antioksidanlar; ‘‘enzimatik ve enzimatik olmayan yapilardan olusan
radikalleri ve onlarim reaksiyonlarii Onlemeye c¢alisan maddeler’” olarak

tanimlanabilir (Fidan ve Diindar, 2007).

Antioksidanlar serbest radikalleri noétralize ederek metabolizmanin onlardan
etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Serbest
radikallerin ylizden fazla hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (Arouma, 1997). Bu
hastaliklarin basinda kalp ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanserler ve artirit
gelmektedir. Antioksidanlar hepimizin bildigi C vitamini , E vitamini ve A vitaminin
on maddesi olan B-karoten, bitki ve sebzelerin genelde renkli maddelerini olusturan
flavonoidler ve bunlardan elektron alan selenyum, ¢inko gibi maddelerdir. Serbest
radikaller, en dig yoriingede bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron acigini
kapatabilmek i¢in bagka atomlardan elektron almaya g¢alisan atomlardir (Caliskan,

2006).

Serbest radikal olusturan kaynaklar radyasyon, giines isinlarmin bir kismi olan
ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi olusturan fosil kdkenli yakitlarin yanma sonundaki

iirlinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan tiriinler



gibi hiicre metabolizmasinin toksik iirtinleri, bazi1 kimyasallar, hasere kontrol ilaglar1
ve bir¢ok bagka etkenlerdir (Caligkan, 2006).

Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksi tipinde olan bu serbest radikaller (OHe, O,
HOOe gibi) elektron aciklarini elektron verme 6zelligi yiiksek olan antioksidanlardan
saglarlarsa bir baska biyomolekiilii indirgememis olurlar ya da serbest radikaller
tarafindan etkilenmis biyomolekiiller, antioksidanlardan elektron alarak yenilenebilir.
Teorik olarak miimkiin goriinse de antioksidanlarin viicudun tiim boliimlerine mesela
beyin omurilik sivisina, kemik iligi veya bazi1 dokulara, kanda bulundugu
konsantrasyonda girmesi miimkiin degildir. Bunun yani sira, antioksidanlar elektron
aldiklarinda bu elektronlar1 verebilecekleri baska akseptorlerinde yanlarinda
bulunmasi gerekir. Belki bu nedenle dogal olarak alinan birbirine benzer ve bir arada
bulunan antioksidanlar ila¢ gibi alinan saf ve tek tip antioksidanlardan daha
degerlidirler. Antioksidanlar acisindan zengin olan besleneme aliskanliklarinda bazi
hastaliklarin az goriinmesi s6z konusudur. Bu konuda Fransizlarda kalp hastaliginin,
Gilineydogu Asya da yasayanlarda meme kanserinin az bulunmasi 6rnek olarak

verilebilir (Caliskan, 2006).

Genel bir tanim olarak antioksidan, oksidasyona karst koyan ve oksijen ya da
peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlar1 engelleyen maddedir. Bu maddelerin ¢ogu c¢esitli
iirinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Biyolojik olarak ise antioksidan madde,
havanm oksijeni ile bozulan triinlere ilave edilerek bu bozulmay1 engelleyen veya
geciktiren sentetik veya dogal madde olarak tanimlanmaktadir. Gida endiistrisinde
antioksidanlar genis bir alana sahiptir. Oksijen ve azot gibi reaktif tiirlerin
insanlardaki normal fizyolojik fonksiyonlar1 lizerindeki ters etkilerini olduk¢a 6nemli
sekilde azaltan diyetsel antioksidanlardan, yaglarm bozunmasmi engelleyen
maddeler iceren antioksidanlara kadar genis bir kullanima sahiptirler (Huang et al.,

2005).

Temel antioksidan kaynaklar1 dérde ayrilmistir (Prior et al., 2005).

1- Enzimler (Siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz)

2- Biiylik molekiiller (Albumin, Ferritin ve diger proteinler)



3- Kiigiik molekiiller (Askorbik asit, urik asit, tokoferol, karetonoidler, polifenoller)

4- Baz1 hormonlar (Ostrojen, melatonin)

Hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenler de antioksidan aktivite
gosterirler. Boylelikle, radikalleri radikal olmayan kimyasal tiirlere ¢evirerek, okside
olmus antioksidan radikallere doniisiirler. Antioksidanlarin molekiil yapis1 sadece
hidrojen atomu verme acgisindan degil, ayn1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli
hale getirip lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi agisindan da oldukca

uygundur (Madhavi, 1996).

Antioksidan etki mekanizmasi basit¢e asagida gosterildigi gibidir.

R + enerji — R ( R': Radikal)
R+ O,— ROO-
ROO + AH — ROOH + A’
RO-+ AH — ROH + A-

ROO + A" — ROOA

Aktif bir antioksidanin molekiilii (A-) enerjisini radikal molekiillerine aktarmamakta,

genellikle inaktif molekiillere okside olmaktadir (Tozoglu, 2011, Giilgin, 2002).

Her bir oksidan ve antioksidan farkli kimyasal ve fiziksel karaktere sahiptir. Her bir
antioksidan reaksiyon sistemine bagli olarak coklu mekanizmalari ile ya da farkli bir
tekli mekanizma ile rol alabilir. Ayrica antioksidanlar, farkl radikal ya da oksidan
kaynaga kars1 farkli cevap verirler. Ornegin; Karotenoidler, fenoller ile
kiyaslandiginda peroksil radikallerine karsi iyi radikal yakalayicis1 degildirler. Ote
yandan singlet oksijene karsi fenolik ve diger antioksidanlar neredeyse etkisiz

kalirken karotenoidler iy1 bir radikal giderici etkiye sahiptir (Prior ef al., 2005).
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Bir maddenin antioksidan kapatisesi fiziksel faktorler, substrat faktorleri, gida
maddesinin fizikokimyasal durumu gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisklik
gosterir. Yiiksek oksijen basinci, oksijenle temas yiizeyinin genisligi, 1sitma ve 1513a
maruz kalma gibi durumlar zincir reaksiyonunun baslama ve yayilma basamaklarmi
hizlandirdigindan antioksidan aktivite azalacaktir. Farkli sicakliklarda antioksidan
aktivite degisiklik gosterir. Antioksidan aktivitesi konsantrasyonun yiikselmesi ile
artar. Oksidasyonun yeterli bir derecede engellenebilmesi i¢cin konsantrasyon belli bir

kritik degerin lizerinde olmalidir (Pokorny et al., 2001).

Canlilarda antioksidan sistemleri, metabolizmada iiretilen (endojen) ve disaridan
diyet ile alinan (ekzojen) antioksidan sistemler olmak tizere iki tirliidiir (Giilgin,
2001). Endojen antioksidan sistemi, antioksidan enzimler, proteazlar ve fosfolipaz
gibi enzimler, glutatyon, lirik asit ve c¢esitli metal baglayicilarindan olusurken
(Bursal, 2009), ekzojen antioksidan sistem ise; dogal ve sentetik olmak tizere iki ana
grupta incelenebilir. En onemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit (C
vitamini), a-tokoferol (E vitamini), B-karoten (A vitamini) ve polifenolik yapidaki
bilesikler sayilabilir. Dogal antioksidanlar yesil sebzelerde (Gililgin et al, 2004),
tohumlarda (Giilgin ef al., 2005a), baklagiller ve meyvelerde, A vitamini, C vitamini,
E vitamini ve bazi B vitamini igeren besinlerde bol miktarda bulunur (Cao et al.,

1996; Giil¢in et al., 2005).

Sentetik antioksidanlara biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve troloks gibi maddeler
ornek verilebilir. Sentetik antioksidanlar genellikle gidalarda olusan problemleri
cozmede ve gidalarm raf Omiirlerini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir (Bursal,

2009).

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda mevcuttur. Bunlar karotenoitler,
vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve endojen metabolitleri icerir. Bitkisel

kaynakl1 antioksidanlar singlet ve triplet oksijen kuenceri, serbest radikal gidericisi,
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peroksit pargalayicisi, enzim inhibitdrleri ve sinerjistler olarak fonksiyon gortirler
(Larson, 1988).

Sebze ve meyveler de bircok antioksidan igerirler (Cao et al, 1996). Dogal
antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda,
yapraklarda, ciceklerde, kdklerde ve kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir (Pratt et
al., 1990). Bundan dolayr bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara
yakalanma riskini azalttig1 gibi, kanser ve Olim oraninda diisiis meydana
getirmektedir (Ames ef al.,, 1993). En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik
asit, tokoferoller, karotenoitler ve skualen sayilabilir. Askorbik asit bitkiler ve bir¢ok
memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir. Askorbik asit baz1 enzimlerde
kofaktor olarak gorev yapar. Bunlardan en 6nemlisi, kollagenin biyosentezinde yer
alan prolinin hidroksiproline enzimatik hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon
reaksiyonlarma katilmasidir. Ayrica askorbik asit dopamin-B-hidroksilaz aktivitesi

icin de gereklidir (Padayatty et al., 2003; Arrigoni ve De Tullio, 2002).

Askorbik asitin en dnemli 6zelligi indirgeyici bir molekiil olmasidir. Askorbik asit
Fe™ii Fe™ye indirgeyebilir. In vivo olarak indirgeyici 6zelliginden dolayi, bazi
organik radikallerin sondiiriilmesinde de dnemli rolii vardir. Ayrica a-tokoferol lipit
serbest radikallerini sondiirdiikten sonra Sekil 1.2°de goriildiigli gibi tokoferoksil
radikaline doniismektedir. Tokoferoksil radikali ise askorbik asit tarafindan tekrar

yenilenir ve tekrar a-tokoferole dontistiiriilmektedir (Koksal, 2007).
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R’ (Serbest radikal)

CHj3;

CH;

Alfa tokoferol
(E vitamini)

HO.

HO
HO—C—H
CH,OH

Askorbat
(C vitamini)

GSSG
(Okside glutatayon)

H;C
CH,

Tokoferoksil serbest radikali
(Okside E vitamini)

HO—C—H
CH,OH

Dehidroaskorbat
(Okside C vitamini)

GSH
(Indirgenmis glutatayon)

Sekil 1.2. o-Tokoferoliin lipit serbest radikallerini (Re) sondiirdiikten sonra
tokoferoksil radikaline doniismesi ve tekrar C vitamini tarafindan rejenere edilmesi

(Giilgin, 2002).
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Demir ve bakir iyonlarmnin, hidroksilasyonu gerceklestirebilmeleri i¢cin hidroksilaz
enzimlerinin aktif merkezlerinde indirgenmis halde bulunmalar1 gerekir. Bu 6zellik,
bir kofaktér olan askorbik asit tarafindan saglanir. Bir molekiiliin indirgeme
kapasitesi onun antioksidan potansiyelinin bir gostergesidir. Oksidasyona ugrayan
molekiiller, indirgeme potansiyelinin yiiksek olmasindan dolayr askorbik asit
tarafindan indirgenebilirler. Bu sebeple askorbik asit antioksidan kapasite

sergilemektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Dogal antioksidanlardan biri olan polifenolik bilesiklerin ¢ikis maddeleri fenoldiir.
Fenolik bilesikler, bitkilerin yaprak, dal, meyve ve c¢igeklerinde gilines 15181
yardimiyla fotomorfogenez reaksiyonlar1 sonucu olusan organik bilesiklerdir (Jung et
al., 2005). Fenolik bilesikler miktarca bitkilerde fazladir. Flavonoitler; inflamasyon
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerin aktivitelerini inhibe ederler ve hormonlarin
zararli etki olusturmalarmi engelleyerek mikrozomal lipid peroksidasyon

reaksiyonlarii dnleyebilirler (Fidan ve Diindar, 2007).

Fonksiyonel besinlerden biri olan flavonoitler antioksidan aktiviteye sahiptirler. Tiim
flavonoitler 3'- 4' dihidroksi konfiglirasyonuna sahiptirler ve buna bagl olarak

antioksidan aktivite gosterirler (Fidan ve Diindar, 2007).

Flavonoitler ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe
ederek, metal iyonlar1 ile selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek
ve siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest

radikalleri yakalayarak antioksidatif aktivite gosterirler (Fidan ve Diindar, 2007).

Diger bir 6nemli antioksidan E vitaminidir. Tokoferoller, E vitamini olarak da bilinir.
Tokoferoller igersinde biyolojik acidan en 6nemli olani a-tokoferoldiir. Tokoferoller,
gida maddelerinin bozulmasini engelleyen ve uzun 6miirlii olmalarinda rol oynayan
onemli bir dogal antioksidan guruptur (Ruiz-Lopez et al, 1995). Mitokondri
membraninda yaklasik 2000 fosfolipid basina bir a-tokoferol bulunmaktadir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989).
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E vitamini eksikliginde bir¢cok canlida bazi olumsuz etkiler goriilmiistiir. Bu etkiler
ise ekzojen antioksidanlar tarafindan tolere edilmektedir. Bu durum, E vitamininin in
vivo olarak lipit peroksidasyonunu oOnleyici bir rol istlendigini gostermektedir

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Bir bagka antioksidan olan B-karoten bitkilerde bulunan ve a-tokoferol gibi peroksil
ve alkoksil radikalleri ile reaksiyona girebilen bir molekiildiir. Bu sebeple lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu engelleyebilir. Ayrica iy1 bir singlet oksijen

sondiiriiciidiir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Beta Karoten

Sekil 1.3. Onemli bir antioksidan olan B-karotenin yapis1 (Koksal, 2007).

Dogal kaynakli antioksidanlar tahil ve baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde ve
bitki kaynakli iceceklerde bol miktarlarda bulunur (Foo ve Porter 1981; Namiki
1990). Bu kaynaklarda bulunan antioksidanlar; tokoferoller, flavonoitler, fenolik
asitler gibi fenolik bilesikler, alkaloit, klorofil, protein, amin gibi azotlu bilesikler,
polifonksiyonlu organik asitler ve karotenlerdir (Larson, 1988; Hudson, 1990;
Aruoma ve Cuppett, 1997; Endo et al., 1985). Maliyet nedeniyle dogal kaynakli
antioksidanlar yerine sentetik antioksidanlar yirminci ylizyilin baslarindan beri
kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserejen olabilecegini
ortaya koyan caligmalar sonucunda bazi {ilkelerde kullanilmalarina dair ciddi
sinirlama veya yasaklar getirilmistir (Haigh, 1986; Van Esch, 1986). Sentetik
antioksidanlar hakkindaki bu siipheler, dogal antioksidanlara olan egilimi arttirmis ve

bu alandaki ¢caligmalar ise bitki kaynakli antioksidanlar {izerinde yogunlagmustir.
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Dogal kaynakli E ve C vitamini uzun yillardir besinlerde ayr1 ayri veya sinerjist
etkiden dolay1 birlikte antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak tokoferol ve
askorbik asidin antioksidan aktivitesi nispeten sentetik antioksidanlardan daha

disiiktiir (Nishina, 1991).

Biyolojik sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GSSG-
Rx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) antioksidan etkiye sahip baslica enzimlerdendir.
Viicutta gorev yapan antioksidan enzimler aktivitelerini dogrudan ve dolayli olarak
gergeklestirmelerine gore iki ayr1 grupta incelenebilir. Dogrudan antioksidan aktivite
gosteren enzimlerin en 6nemlileri arasinda CAT, POD ve SOD sayilabilir. Dolayl
yoldan aktivite gosteren enzimlerin en dnemlileri ise glukoz 6-fosfat dehidrogenaz,
glutatyon rediiktaz ve kinon rediiktaz enzimleridir. Bundan dolayr savunma
sisteminde CAT, POD, GSSG-Rx ve SOD gibi antioksidan enzimler biiyiik dneme
sahiptir (Mavi, 2005).

Alig yapragi, Hawthorn (Crataegus monogyna) tirlerinden olan 10 m kadar
yiikselebilen, dikenli, beyaz, veya pembe c¢iceklere sahip agacin yaprak kisimlaridir.
Tirkiyede 20 kadar Crataegus monogyna tiirii bulunmaktadir. Meyve 6-10 mm
capinda 1-3 tohumlu, esmer-kirmizi veya kirmizi renklidir. Bat1 ve gliney Anadoluda

yaygin bir bitkidir. (Baytop, 1999)
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Sekil.1.4. Ali¢ (Crataegus monogyna) agacinin meyve ve yaprak kisimlari
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Sekil.1.5. Ali¢ (Crataegus monogyna) agacinin meyve ve yaprak kisimlari
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2. KAYNAK OZETLERI

Alig (Crataegus monogyna) bitkisi Anadolu ve Avrupada yaygin bir aga¢ olup,
Beyazdiken, Eksi Musmula, Edran, Gevis, Yemisen, Geyikdikeni, Kusyemisi gibi
farkli adlarlada anilmaktadir. Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapragi ve ¢icegi
Alman resmi gazetesinde 19.07.1994 tarihinde (Heftnummer:133, ATC-code:cO1EF)
yayinlanarak modern bitkisel ila¢ olarak kabul edilmistir. Giiniimiizde modern tibbi
tedavinin vazgegilemez bir pargast olarak kullanilmaya devam edilmektedir,
Avrupa’da hazir ilag olarak da (Craegium, Crataegutt, Crataegysat, Faros, Orthangin)
bulunmaktadir. Ali¢ yapragi ve cicegi ESCOP ve WHO monografilerinde de yer
almaktadir. Ali¢ (Crataegus monogyna) agacinin (Crataegus monogyna laevigata
DC, C. Monogyna JE, C. Oxyacantha ve ila¢c rehberinde yer alan diger tiirler)
ciceklenme donemi baslangicinda 7 cm.ye kadar dal uglar1 yaprak ve cicekleri

toplanip golgede kurutularak kullanilir.

Literatiirde ali¢ (Crataegus monogyna) ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur. Bunlarin
basinda ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin in vivo ve in vitro ortamda antioksidan
etkileri ve selenite bagl katarakt dnleme etkisi gelir. (Wang ef al., 2011) Diger bir
calismada ise aligin fenolik asit igerigi ve in vitro ortamda antiradikal 6zellikleri
degerlendirilmistir (Oztiirk ve Tuncel, 2011). Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
diger bir calismada ise ali¢c (Crataegus monogyna) meyvesinin antioksidan kapasitesi
belirlenmistir (Wang et al., 2011). Ayrica ali¢ (Crataegus monogyna) meyvesinin
mikro dalga destekli ekstraksyonunun antioksidan aktivitesi ve polifenollerin yiizey
metodolojisi arastirilmistir (Liu ef al., 2010). Park ve arkadaslar1 da ali¢ (Crataegus
monogyna) meyvesinin olgunlagma evrelerinde fenolik miktar ve antioksidan aktivite
degisimine bakmistir (Park ef al., 2010). Yine ali¢ (Crataegus monogyna) ve gingko
(mabet agaci) bitki ekstraklarinin fenolik bilesik miktarlarmin belirlenmesi iizerinde
calisiimistir (Bernatonieneae et al., 2010). 2010 yilinda Liu ve arkadaslar1 alig
(Crataegus monogyna) meyvesinde bulunan pirosiyanidin  optimizasyonu,
saflagtirlmas1 ve antioksidan aktivitesi lizerinde calismistir (2010). Ayrica alig
meyvelerinin taze ve kurutulmus hallerinin fenolik profilleri ve antioksidan

aktiviteleri hakkinda da ¢alisilmistir (Froehlicher ef al., 2009).
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Dalli ve arkadaslar1 da 2008 yilinda ali¢ (Crataegus monogyna) 6ziitlerinin insandaki
notrofil fonksiyonlar1 inhibe edici etkisi lizerinde ¢alisma gergeklestirmistir (2008).
Yine ali¢ (Crataegus monogyna) tirlerinin serbest seker karakterizasyonu hakkinda
ayr1 bir calismada mevcuttur (Balta et al., 2007). Bagka bir c¢alsimada ise alig
(Crataegus monogyna) meyvelerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir

(Ozcan et al., 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Neokuprin  (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH")
radikali, 3-(2-piridil)-5,6-bis (4-fenil-siilfonik asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin), linoleik
asit, a-tokoferol, polioksietilensorbitan monolaurat (Tween-20) ve trikloroasetik asit
(TCA), Potasyum ferrisiyaniir (K3;Fe(CN)g), Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy),
Gallik asit, FCR, Kuarsetin, Aliminyum nitrat (AI(NO)3), trikloroasetikasit (TCA)
Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Almanya’dan satin alindi. Amonyum tiyosiyanat

Merck’ten satin alindi.

3.1.2.Yararlanilan Malzeme, Alet ve Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre
Derin dondurucu
pH-metre

Hassas terazi

Inkiibator

Otomatik pipetler

Vorteks

Evaporator

Saf su cihazi

Magnetik karistiric
UV-Spektrofotometre kiiveti

: Shimadzu, UV-1208

: Sanyo, Japan

: Hanna Instrument

: Scaltec SBA 41

: Elektro-Mag (0-300°C)

: Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
: Fisons, Whirlimixer

: Heidolph 94200, Bioblock Scientific
: Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
: Stuart Scientific

: 3 em’’liikk Kuartz Kiivet
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3.1.3. Kaullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.3.a.

3.1.3.b.

Toplam antioksidan aktivite tayini ile ilgili ¢ozeltiler

0,04 M pH: 7,4 fosfat tamponu hazirlanmasi: 1,135 g Na,HPO, alind1 180 ml
destile suda ¢o6ziildii ve pH-metre kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi. Destile

su ile toplam hacmi 200 ml’ye tamamlanda.

Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 0,017 M’lik linoleik asit
emiilsiyonu hazirlamak i¢cin 265 pl linoleik asit 50 ml ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponuna ilave edildi. Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilerek

karigim homojenize edildi.

%3,5’luk HCI ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: %37’lik HCI’den 9,46 ml alinarak

100 ml’ye destile suyla tamamlandi.

20 mM FeCl, ¢ozeltisi hazirlanmasi: 281 mg FeCl,.3/4H,0, %3,5’luk HCI

ile ¢oziilerek hacim ayni ¢ozeltiyle 100 ml’ye tamamlandi.

%30’luk NH4SCN ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 15 g NH4SCN saf suda ¢oziildi

ve hacim 50 ml’ye tamamlanda.

Fe''-Fe** indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢cozeltiler

0,2 M pH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na,HPO, yaklasik
180 ml destile suda ¢6ziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6 ya ayarlandi.

Toplam hacim 200 ml olacak sekilde destile su ile tamamland:.

%1°lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda

¢Oziindii ve toplam hacim 150 ml’ye destile su ile tamamlanda.
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3. 10’luk TCA ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢6ziindii ve

toplam hacmi 150 ml’ye destile suyla tamamlanda.

4. 9%0,1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl;.6H,O destile suda

¢oziildii ve toplam hacim 100 ml’ye tamamland:.
3.1.3.c. Cu**- Cu" indirgeme Kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,01 M’lik CuCl, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, alindi ve 50 ml

destile suda ¢oziildii.

2. 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisinin hazirlanmas:: 78 mg

Neokuprin alind1 ve 50 ml etanolde ¢oziildii.

3. IM’lik CH;COONH4 tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5):7,7 g
CH3;COONHy alind1 ve 80 ml saf suda coziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’¢

ayarlandi ve toplam hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandi

3.1.3.d. DPPH?- serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili cozeltiler

1. 10° M’lik DPPHe ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 39 mg DPPHe saf etanolda
tamamen ¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca etanolda manyetik karistiric

ile karistirildi. Toplam hacim destile su ile 200 ml’ye tamamlanda.
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3.1.3.e. Toplam fenolik bilesik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

1. %?2’lik Na,COj; ¢ozeltisi: 2 g Na,CO3; 100 ml’lik balon jojede 80 ml saf suda

¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. Folin-Ciocalteu Reaktifi: Sat alindigi sekilde kullanilmastir.

3.1.3.f. Toplam flavonoit miktar tayini ile ilgili ¢ozeltiler
1. 1 M’lik CH3COONa ¢ozeltisi: 8,2 g CH3COONa alnip 80 ml safsuda

¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. %10’luk AINOs; ¢ozeltisi: 10 ml AINO; alinip hacmi destile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Al¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarinin toplanmasi ve

kurutulmasi

Deneylerde kullanilan ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yaprak kisimlari
Erzincan ili Ili¢ ilgesi Bagistas kdyiinden 2011 yili mayis ay1 sonlarinda temin edildi.
Erzincan Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii dgretim iiyesi Yrd.
Dog¢. Dr. Mustafa Korkmaz tarafindan tanimlandi. Daha sonra bitki yapraklar: kiigiik
parcalara ayrilarak oda sicaklhiginda golgede kurutuldu. Kurutulan niimuneler

deneylerde kullanilincaya kadar karanlikta muhafaza edildi.

3.2.2.Al¢ (Crataegus monogyna ) bitkisinin yapraklarinin etanol ekstresinin

hazirlanmasi

Etanol ekstresi i¢in blenderde 6giitliilmiis ve toz haline getirilmis ali¢ (Crataegus
monogyna) bitkisinin yapragindan 20 g numune 1 litrelik agz1 kapali erlende
numunenin yirmi kati etanol ile (400 ml) manyetik karistiricida 24 saat boyunca
karistirildi. Elde edilen etanol ekstresi siizge¢ kagidindan siiziildi. Siiziilmiis

ekstreler birlestirilerek evaporatorde 40°C’de etanol uzaklastirildi.

3.2.3. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi
(Mitsuda et al., 1966). Oncelikle stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amagla 20 mg etanol
ekstreleri 20°ser ml etanolde ¢oziinerek hazirlandi. Istenilen miktarlara karsilik gelen
konsantrasyonlarda stok c¢ozeltilerden vezin kaplaria otomatik pipetlerle pipetlendi

ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 ml’ye tamamlandi.
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Daha sonra her bir vezin kabina 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol
olarak 2,5 ml tampon c¢ozelti ve 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu kullanildi.

Inkiibasyon 37°C’de gerceklestirildi.

Her alt1 saatte bir vezin kaplarindan 100’er ul alindi 4,7 ml etanol bulunan deney
tiiplerine konuldu 100 pl Fe*" ¢ozeltisi daha sonra da 100 pl SCN™ ¢ozeltisi ilave
edildi. Kor olarak 4,8 ml etanol bulunan deney tiipiine 100 pl Fe*™ ve 100 ul SCN°
cozeltilerinin ilavesiyle hazirlandi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslari kore

kars1 okundu.

3.2.4. Fe"-Fe™ indirgeme kapasitesi tayini

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Yen ve Chen 1995).
Taze hazirlanan stok c¢ozeltilerden 10, 20 ve 30 pg/ml olacak sekilde alind1 ve deney
tiiplerine aktarildi ve hacim destile suyla 1 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir
tiipe 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 ml %1’lik potasyum ferrisiyaniir
[K3Fe(CN)g] ilave edildikten sonra karigim 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu
islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave
edildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 ml alind1 ve bunun {izerinede 2,5 ml destile su ve
%0,1°lik 0,5 ml FeCl; ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi okundu.

Kor olarak destile su kullanildi. Kontrol olarak numune yerine su kullanildi.

3.2.5. Cu**- Cu" indirgeme kuvveti tayini

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarimin etanol ekstresinin kuprik iyonu (Cu®")
indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslarinin kullandig1 Kuprak metodunun (2006)
hafif bir modifikasyonuna gore yapildi. Bunu i¢in deney tiiplerine 0,01 M’lik 0,25 ml
CuCl, ¢ozeltisi ilave edildi. Bunun iizerine 0,25 ml 7,5x10° M’lik etanolde
¢Oziilmiis neokuprin ¢ozeltisi ve 0,25 ml 1M’lik amonyum asetat tamponu aktarildi.
Cozelti karigtirildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) alig
(Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarinin etanol ekstresi ve standartlar ilave

edildi.
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Yarim saatlik bir inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar1 kaydedildi.
Reaksiyon karisiminin artan absorbansi artan kuprik iyon (Cu®") indirgeme

kapasitesini gostermektedir.

3.2.6. DPPH- serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois gore yapildi metoduna (1958). Serbest radikal
olarak DPPH”’1n 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 10, 20 ve 30
pg/pl konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve
toplam hacimleri 3 ml olacak sekilde destile etanol ile tamamlandi. Daha sonra her
bir numune tiipiine stok DPPHe ¢o6zeltisinden 1 ml ilave edildi. 30 dakika oda
sicaklig1 ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore kars1 517 nm’de
absorbanslar1 kaydedildi. Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH¢ozeltisi
kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPHe ¢o6zeltisi miktarmni yani serbest

radikal giderme aktivitesini verdi.

3.2.7. Toplam fenolik bilesik miktar: tayini

Alig (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarinin etanol ekstresinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktar1 FCR ile belirlendi (Singleton ef al., 1999). Standart
fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Bunun i¢in 6nce bir standart grafik ¢izildi.
Bu amagla 25 mg gallik asit 25 ml destile suda ¢oziildi ve 1 mg/ml
konsantrasyonunda stok ¢dzelti hazirlandi. Bu stok ¢ézeltiden 100, 200, 400, 500 ve
600 ng gallik asit igeren ¢ozelti erlenlere aktarildi ve hacim destile suyla 23 ml’ye
tamamlandi. Erlenlere sirasiyla 0,5 ml FCR ve 3 dakika sonra da %2’lik Na,CO;
cozeltisinden 1,5 ml ilave edildi. Karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda
karistirildiktan sonra numunelerin absorbanst 760 nm’de destile sudan olusan kore

kars1 kaydedildi. Kontrol olarak numune yerine destile su kullanildi.

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarmnin etanol ekstresinde bulunan toplam fenolik
bilesik miktar1 Giilgin ve arkadaslarmin yaptig1 calismaya gore degerlendirildi

(Giilgin 2005).
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Daha 6nce hazirlanan her bir stok ¢ozeltiden 1000 pl alind1 vezin kaplarma aktarildi
ve hacim 23 ml’ye destile suyla tamamlandi. Karisima 0,5 ml FCR ve 3 dakika sonra
da 1,5 ml %2’lik Na,CO; ilave edildi. Numuneler iki saat oda sicakliginda
karistirildi. Bu siire sonunda numunelerin absorbansi saf sudan olusan kore kars1 760
nm’de okundu. Bu islemler licer defa tekrarlandi. Numunelerin absorbans degerlerine
karsilik gelen gallik asit ekivalent miktar1 standart grafikten elde edilen asagidaki
denklem yardimiyla bulundu. Bulgular gallik asit ekivalent (GAE) ve mikrogram
olarak verildi (r* 0,9884).

Absorbans76onm = 0,002 x [Gallik asit] + 0,0025

3.2.8. Toplam flavonoit miktar tayini

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarmin etanol ekstrelerinde bulunan toplam
flavonoit miktar1 Park ve arkadaslarmin yapmis oldugu metoda gore toplam olarak
belirlendi (1997). Standart flavonoit bilesik olarak kuarsetin kullanildi. Bunun i¢in
once standart grafik cizildi. Bu amagla 25 mg kuarsetin 25 ml destile suda ¢oziilerek
I mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 10, 20, 30, 40
ve 50 pg kuarsetin iceren ¢ozelti deney tiiplerine aktarildi. Daha sonra bunun iizerine
sirastyla 0,1 ml (1 M) suda hazirlanmis CH3;COOK ve 0,1 ml (%10) AI(NO;);
¢Ozeltilerini iceren 4,3 ml etanol ¢Ozeltisi ilave edilerek vorteksde karistirildi. Oda
sicakliginda 40 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslar1 etanolden
olusan kore kars1 kaydedildi. Toplam flavonoit konsantrasyonu kuarsetinin standart
olarak kullanildig1 asagida verilen standart grafik denkleminden mikrogram kuarsetin

ekivalent (QE) ve mikrogram olarak hesapland1 (1*: 9785).

Absorbansisam= 0,0147 x [Kuersetin]

Alig (Crataegus monogyna) yaprak kisimlarinin etanol ekstrelerinde bulunan toplam
flavonoit miktarmi belirlemek i¢in toplam fenolik bilesik miktar1 tayininde kullanilan
stok ¢ozeltilerden deney tiiplerine sirasiyla 1000 pug ekstre ihtiva eden stok cozelti

aktarildi.
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Daha sonra ise deney tiiplerine aktarilan farkli miktarlardaki ekstreler 0,1 ml (1M)
suda hazirlanmig potasyum asetat ve 0,1 ml (%10) aliiminyum nitrat ¢ozeltilerini
iceren 4,3 ml etanol ¢ozeltisi ile seyreltildi ve vorteksde karistirildi. Oda sicakliginda

40 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslar1 ayn1 sekilde kaydedildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Son yillarda antioksidan aktivite gdsteren bitkilerin gida alanindaki kullanimlar:
hakkinda oldukg¢a fazla sayida ¢alismalar yapildi ve bu yogun caligmalar halen
siirdiiriilmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin birer antioksidan olan karotenoit,
flavonoit ve fenolik bilesik icerigi bakimdan zengin olmalar1 ve herhangi bir yan
etkiye sahip olmamalaridir (Kulkarni ef al., 2006). Ayrica siklikla kullanilan BHA ve
BHT gibi sentetik antioksidanlarin bazi yan etkilerinin bulunmasindan sonra
arastirmalar tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar ilizerine yogunlagmistir (Giilgin
et al., 2006a). Antioksidan aktivite tayin metodlari, gida, farmasotik veya tibbi
amacl kullanilan bitkilerin veya onlardan saflastirilan biyolojik aktif maddelerin
biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi bakimindan yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu amacla toplam antioksidan aktivite tayini, toplam indirgeme
kapasitesinin arastirilmasi, DPPHe radikal gidermesi gibi metotlar siklikla
kullanilmaktadir (Giilgin 2005; 2006b). Mevcut ¢alismada da bu metotlar kullanild1
ve bulgular bir dogal ve standart antioksidan olan a-tokoferol, BHT, ve troloks gibi

antioksidan aktiviteleri bilinen standart antioksidanlar ile karsilastirildi.

4.1. Antioksidan Arastirma Bulgulan

4.1.1. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite bulgularn

Calismada kullandigimiz Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarindan elde
edilen etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore
belirlendi. Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini i¢in 10 pg/ml konsantrasyonlari
kullanmild1 (Sekil 4.1). Sekilde de gorildigi gibi Ali¢ (Crataegus monogyna)
bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin toplam antioksidan aktivitesi,

artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaistir.
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18

Absorbans (500nm)

—=— Kontrol —a— Alig —>—BHT —=— Trolox

Zaman(saat)

Sekil 4.1. Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinden elde edilen etanol ekstresinin 10 pg/ml
konsantrasyonda toplam antioksidan aktivitesinin birer standart antioksidan olan
BHT ve troloks ile karsilagtirmasi

Etanol ekstresinin ve kullanilan standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunu
inhibe etme yiizdeleri, kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon siiresi olan
yirmidordiincii saat temel alinarak hesaplanmis ve hesaplamalar asagidaki esitlige
gore yapilmstir.

Lipit peroksidasyonu inhibisyonu (%) =100 — [MX 100)

Kontrol

Burada Anumune farkli konsantrasyonlardaki ekstre degerlerinin maksimuma ulastigi
inkiibasyon anindaki absorbans degeri, Akontror iS€ kontrol degerinin maksimuma
ulastig1 inkiibasyon anindaki absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak,

troloks ve BHT kullanild1 (Sekil 4.1).

Kargilagtrmalar yapildigimda 10 pg/ml konsantrasyonunda Ali¢ (Crataegus
monogyna) bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstresi linoleik asit
emiilsiyonu peroksidasyonunu %40,9 inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHT ve
troloks linoleik asit peroksidasyonunu yine sirasiyla % 68,3 ve % 29,9 inhibe

ettikleri gbzlenmistir.
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Calismamizda referans antioksidan olarak kullanilan dogal bir antioksidan a-
tokoferol ile a-tokoferolun suda c¢oziinen analogu olan troloksun ve BHT’nin

kimyasal yapilar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de verilmistir.

CHs OH CHs

CH
HsC 3

HsC CH3

CHj;

Sekil 4.2. Standart bir antioksidan olan BHT nin kimyasal yapis1

Tokoferol

CHy 0

Troloks

Sekil 4.3. Dogal bir antioksidan olan a-tokoferol ve onun suda ¢6ziinen analogu olan
troloksun kimyasal yapilar1 (Kdksal, 2007)
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4.1.2. Ferrik iyonlarim (Fe*") ferroz iyonlarina (Fe*) indirgeme kuvveti (FRAP

metodu) bulgulan

Antioksidan caligmalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin sar1
rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1
farkli tonlardaki yesil renge doniismektedir (Giilgin 2006¢; Giilgin et al. 2006d).
Calismada kullanilan ali¢ (Crataegus monogyna) yapraklarinin etanol ekstresinin
indirgeme kapasitesi de toplam antioksidan aktivite gibi artan ekstre konsantrasyonu
ile dogru orantili olarak artmaktadir. Bu ekstrenin indirgeme potansiyeli farkli
konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ¢d6zeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari
Olgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.4). Sekilden de goriilebilecegi gibi indirgeme
kapasitesi Trolox>BHT>Alig>a-Tokoferol seklinde tespit edilmistir.

Zﬁi —

| ——Alig —»—BHT —e—Trolox —s— a-Tocopherol
O T T T 1

0 10 20 30

Konsantrasyon(ug/mL)

Sekil 4.4. Alig¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarinin etanol ekstresinin
farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) indirgeme kuvvetlerinin birer standart
antioksidan olan a-tokoferol, troloks ve BHT ile karsilastirmasi
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4.1.3. Kuprik iyonlarim (Cu*") Kkupréz iyonlarma (Cu") indirgeme kuvveti

(Kuprak metodu) bulgular

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarmm etanol ekstresinin kuprik iyonlarmi (Cu®")
indirgeme kapasitesi, ferrik iyonlarmi (Fe’") ferroz iyonlarma (Fe’") indirgeme
kapasitesi gibi ekstrenin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir ve alig
yapraklarinin bakir iyonlarmi indirgeme kapasitesi kullandigimiz standartlardan

troloksa gore daha yiiksektir.

Bu ekstrenin kuprik iyonlarmi (Cu®") indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyondaki
(10-30 pg/ml) cozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar1 Olgiilerek belirlenmistir
(Sekil 4.5).

Absorbans (450 nm)

—— Alig —<—BHT —*— Trolox —e— a-Tocopherol

O T T 1

0 10 20 30
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.5. Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol
ekstresinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) kuprik iyonlarini (Cu2+)
indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol, troloks ve BHT
ile karsilastirmasi
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4.1.4. DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi bulgular

Alig (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarmim, DPPHe serbest radikalini
giderme aktivitesini tesbiti i¢in yapilan ¢alismada BHT, a-tokoferol ve troloks gibi

standart antioksidan bilesikleri kullanilmistir.

Ali¢ (Crataegus monogyna) yapraklarinin, DPPH serbest radikalinin giderilmesinde
(Sekil 4.6) farkli etki gostermistir. DPPH serbest radikalini, Sekil 4.7’ den de
gortilebilecegi gibi a-Tokoferol>Trolox>Alig>BHT seklinde giderme aktivitesi tesbit
edilmistir. Ali¢ (Crataegus monogyna) yapraklarminin etanol ekstresi standartlara
gore daha az fakat standartlara yakin miktarlarda giderdikleri gozlemlenmistir.
Bununla birlikte Alig (Crataegus monogyna) yapraklarinin BHT ye gore daha fazla
miktarda DPPH serbest radikali giderdigi belirlenmistir.

( N\
NO, NO,
O,N NO, ON NO,
Ne i
| Cw, M ),
@N\O @N\O
DPHPHe DPPH-H

Sekil 4.6. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Giilgin, 2002).
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Sekil 4.7. Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin yapraklarimin etanol ekstresinin
farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) DPPH serbest radikallerini giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHT, o-tokoferol ve troloks ile
karsilagtirmasi
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4.1.5. Toplam fenolik bilesik miktar tayini bulgular

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktar1 i¢in standart fenolik bilesik olarak kullanilan galik
asitin a¢ik yapis1 Sekil 4.8°de goriilmektedir.

HO OH

OH
Gallik asit

Sekil 4.8. Standart bir fenolik bilesik olan ve ayn1 zamanda kuvvetli antioksidan olan
galik asitin acik yapisi

Bunun i¢in 6ncelikle gallik asitten standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiilden de yine her iki ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1
gallik asit ekivalent (GAE) olarak hesapland1 (r*: 0,9904). Bu amagla hazirlanan
standart galik asit grafigi Sekil 4.9°da verilmistir.

Absorbans76onm = 0,0019 x [Gallik asit]



37

y =0,0019x
R?=0,9904
1,2
>
€
<
o
2 08 S
Z
©
2
2 o
2 04
o
O T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Gallik asit (ug)

ekil 4.9. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini i¢in galik asit ile hazirlanan standart
P y
grafik

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin 1 mg’da
bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 Tablo 4.1’de verilmistir. Tablo da gorildigi
gibi Alig (Crataegus monogyna) yapraklarindan elde edilen etanol ekstrelerinin 1

mg’da 161 nug GAE olarak fenolik bilesik bulundu.

Toplam fenolik bilesik Toplam flavonoid bilesik
(ug GAE /mg ekstre) (ng QE /mg ekstre)

Al¢ (Crataegus monogyna) 161 55,6

Tablo 4.1. Ali¢ (Crataegus monogyna) yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin
1 mg’inda bulunan toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarinin ekivalent olarak
miktari
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4.1.6. Toplam flavonoid miktar tayini bulgulan

Sekil 4.12°da agik yapisi1 verilen ve bircok calismada standart antioksidan olarak
kullanilan kuersetin (Biiylikokuroglu et al. 2001; Giilgin et al. 2004) ¢alismamizda
da standart flavonoit olarak kullanildi. Flavonoidler iki fenil halaksinin propan zinciri

ile birlesmesinden meydana gelen difenil propan yapisindaki fenolik bilesiklerdir.

OH

OH

HO O

OH

OH O

Kuersetin

Sekil 4.10. Standart ve kuvvetli bir antioksidan olan kuersetinin agik yapisi

Flavonoitler antioksidan ozellige sahip olup, kroner kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok
hastalig1 Onleyen Onemli bir dogal bilesik grubudur. Bitkilerden elde edilen
flavonoitlerin UV 1sinlarin1 absorblayan ozellikleri ve antioksidan aktivitelerinden
dolay1 kanser tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Hertog
et al. 1995). Ayrica flavonoitlerin 16semi (Larocca et al. 1990; Hirano et al. 1994) ve
yumurtalik kanseri (Benavente-Garcia et al. 1997) gibi kanserli hiicreler iizerinde

sitotoksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Alig (Crataegus monogyna) yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinde bulunan
toplam flavonoit miktar1 i¢in Oncelikle kuersetin kullanilarak bir standart grafik

hazirlandi.
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Standart grafikten elde edilen formiil yardimiyla her iki ekstrede bulunan toplam
flavonoit miktar1 kuersetin ekivalent (QE) olarak hesaplandi (+*: 0,9945). Bu amagla

hazirlanan standart kuarsetin grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.

Absorbans = 0.0142x[Kuersetin]

y =0,0142x <o
O 6 R2 = 0,9945
=
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2
g &
2
< 02
O T T T
0 15 30 45
Kuarsetin (ng)

Sekil 4.11. Toplam flavonoit miktar1 tayini i¢in hazirlanan kuersetinin standart
grafigi

Toplam flavonoit miktar1 tayininde Ali¢ (Crataegus monogyna) yaprak
kisimlarindan elde edilen 1 mg etanol ekstresinde bulunan toplam flavonoit miktari
Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.1°’de goriildiigii gibi Ali¢ (Crataegus monogyna)
yapraklarindan elde edilen 1 mg etanol ekstresinde bulunan toplam flavonoit bilesik

miktar1 55,6 pg QE olarak bulundu.
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4.2. TARTISMA

Mevcut calismada Alig¢ (Crataegus monogyna) yaprak kisimlarinin etanol ekstresinin
antioksidan 6zellikleri ile ilgili yapilan caligmalarda ferrik tiyosiyanat metoduna gére
toplam antioksidan aktivite, Fe’"-Fe*" transformasyonu metoduna gére indirgeme
kapasitesi, Kuprak metoduna gére kuprik iyonlarmni (Cu®") kiipréz iyonlarma (Cu®)
indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, toplam flavonoit
miktar1 tayini, toplam fenolik bilesik miktar1 tayini gibi farkli biyoanalitik metotlar
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ayr1 ayri belirlendi. Kullanilan antioksidan ve
antiradikal yontemlerde bulunan aktiviteler kozmetik ve gida sanayinde yaygin
olarak kullanilan a-tokoferol ve onun da suda ¢dziinen bir analogu olan troloks ile
kiyaslamalar1 yapildi. Dogal antioksidanlarm aktiviteleri, onlarin
biyofonksiyonlariyla yakindan ilgilidir. Kronik hastaliklarin, DNA hasarlarmin,
mutasyonlarin, karsinogenezin azaltilmasi, patojenik bakteriyel gelisiminin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde serbest radiakal gelisiminin sonlandirilmasiyla

yakindan ilgili oldugu bilinmektedir (Zhu et al., 2002).

Alig  (Crataegus monogyna) yapraklarmm etanol ekstresinin  calisilan
konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml), artan konsantrasyon ile beraber toplam
antioksidan aktivitede, indirgeme kapasitelerinde, DPPH radikal giderme

aktivitelerinde de artis goriilmiistiir.

Antioksidan ve antiradikal ¢alismalarim mukayesesinde BHT, a-tokoferol ve troloks
gibi standart maddeler kullanildi. Bazi antioksidan analizlerde Alig (Crataegus
monogyna) yapraklarmin etanol ekstresinin aktivitesinin kullanilan standartlarin ayn1
konsantrasyonlardaki aktivitelerinden daha yiiksek oldugu gozlendi. Ali¢ (Crataegus
monogyna) yapraklariin etanol ekstrelerinin metal indirgeme ve serbest radikal
giderme kapasiteleri ile onlarin fenolik ve flovanoid igerikleri arasinda korelasyonun

oldugu goriilmektedir.
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Fenolik bilesikler 6zellikle flavonoitler hidroksil guruplarinda bulunan hidrojenlerini
kolaylikla verebilirler. Ciinkii fenolik bilesiklerdeki oksijen ile hidrojen arasindaki
bag, olusacak fenol radikalinin rezonans kararliligindan dolay1 kolaylikla homolitik
olarak parcalanabilir ve boylece iizerinde bir tane elektron bulunduran hidrojen

kolaylikla verilebilir.

Lipit peroksidasyonu, gida maddelerinin islenmesinde ve muhafazasinda 6nemli bir
sorun olusturmaktadir. Yaglarda ve yaglh yiyeceklerde sadece yiyecekleri bozmakla
kalmaz, ayn1 zamanda kansere, mutasyonlara ve yaslanmaya sebep olan peroksi
(ROOQO¢) ve hidroksi (OHe) radikalleri ile reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikalleri
de meydana getirir (Yagi, 1987). Lipitlerin oksidasyonu tipik bir radikalik zincir
reaksiyonudur. Coklu doymamis yag asitleri, doymus yag asitlerine gore hidrojen
koparmasiyla olusan radikalin ¢ift bagin konjugasyonuyla kararli hale getirmesi ve
boylece de hidrojenin daha kolay koparilmasma sebep olmasindan dolayi,
otooksidasyona daha yatkindirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Bitkilerden elde
edilen ekstre veya onlardan saflastirilmis maddelerin  toplam antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in bircok metot mevcuttur (Miller et al. 1996). Lipit
peroksidasyonunun izlenmesi ve inhibisyonunun Olclilmesi seklinde ifade
edilebilecek total antioksidan aktivite tayini Ali¢ (Crataegus monogyna)
yapraklarmin etanol ekstresinde gerek metal indirgeme ve gerekse DPPH serbest
radikal giderme ¢alismalarindan farkli sonuclar sergilemistir. Alig (Crataegus
monogyna) bitkisinin yaprak kisimlarmin etanol ekstreleri metal indirgeme ve DPPH
serbest radikal giderme Olgiimlerinde yiiksek aktivite gosterirken total antioksidan
aktivite tayinlerinde durum tersine gerceklesmistir. Alig (Crataegus monogyna)
bitkisinin yaprak kisimlarinin etanol ekstreleri standartlara oranla daha yiiksek
fenolik ve flavonoid bilesik iceriyor olmasi sebebiyle bu ekstrelerin daha 1yi indirgen
ve serbest radikal gideriyor olmalar1 gayet kolaylikla izah edilebilir. Tam olarak
bitkinin antioksidan etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in HPLC calismalar ile bu
bitkinin yaprak kisimlarinda bulunan bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak

aydinlatilmas1 gerekmektedir.
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5. SONUC

Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan kapasite biyoaktif bilesenleri
icin en c¢ok kullanilan parametreden biridir. Ferrik tiyosiyonat metodu, lipit
peroksidasyonu boyunca meydana gelen peroksitin miktarini 6l¢er. Bu analizde, hava
oksijeni tarafindan oksitlenen ve emiilsiyonda linoleik asidin peroksidasyonu sonucu
olusan hidroperoksitler dolayli olarak olgiiliir. Bu metodun esasi, linoleik asit
emiilsiyonunun oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidin spektrofotometrik olarak
500 nm’de Olciilmesine dayanir. Yiiksek absorbans, peroksidasiyon sonucu olusan
peroksit miktarinin fazlaligmi gosterir. Olusan hidroperoksit ise Fe*’yi Fe’"’e
yiikseltger. Daha sonra Fe'", ilave edilen amonyum tiyosiyanat ile kompleks
olusturarak 500 nm’de maksimum absorbans verir. Alig¢ (Crataegus monogyna)
yapraklarindan elde edilen etanol ekstresi 30 pg/ml konsantrasyonunda linoleik asit
emiilsiyonu peroksidasyonunu %40,9 inhibe ederken ayni konsantrasyonda BHT, ve
troloks linoleik asit peroksidasyonunu sirasiyla %68,3 ve %29,9 inhibe ettikleri

gozlenmistir.

Alig (Crataegus monogyna) bitkisinin etanol ekstresinin toplam antioksidan
aktivitesinde oldugu gibi indirgeme kapasitesinde de artan konsantrasyona bagh
olarak arttig1 gdzlenmistir. Ik bakista oksidasyonun indirgeme giicii yiiksek olan
ekstrelerce daha kuvvetli bir sekilde bastirilacag: diisiiniilebilir. indirgeme giicii bir
bilesigin antioksidan aktivite sergilemesinde onemli bir faktordiir (Meir ef al. 1995).
Ancak herhangi bir saf maddenin antioksidan 6zelligi farkli mekanizmalar tizerinden
gidebilir. Ornegin, oksidasyonun gecis metalleri tarafindan hizlandirildig1 bir
sistemde, antioksidan bilesigin indirgeme giicii antioksidan 6zellik yoniinden 6nemli
degildir. Ama bilesigin sadece metal selatlama Ozelliginin olmasi bile bdyle bir
sistemde oksidasyonu durduracak veya hizini yavaglatacaktir. Enzimatik sistemlerde
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin antioksidan o6zelligi,
onlarin indirgeme giiclerinden veya fenolik bilesik igeriklerinden degil, hidrojen
peroksiti uzaklagtirabilme 0Ozelliklerinden kaynaklanir (Halliwell and Gutteridge

1989).
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Oksidasyonun singlet oksijen tarafindan indiiklendigi sistemlerde ise etkili
antioksidanlar karotenoitlerde oldugu gibi singlet oksijeni giderebilen bilesiklerdir
(Halliwell and Gutteridge 1989). Ozetle antioksidan bilesikler antioksidan
aktivitelerini gec¢is metal iyonlarmmi baglama, peroksitleri parcalama, hidrojen
abstraksiyonunu engelleme, radikal giderme gibi degisik mekanizmalar ile ortaya

koyabilirler (Diplock 1997).

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiclinii yansitan, elektron verme kapasitesinin
antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir (Arabshahi-Delouee and Urooj
2006). Antioksidanlar indirgeyici olabilir ve bir maddenin baska bir maddeyi
yiikseltgeyerek indirgenmesi reaksiyonu olarak tanimlanan redoks reaksiyonlarinda,
rediiktantlarla oksidanlarin stabilzasyonu seklinde olabilir. Bir bilesigin ya da ham
ekstraktin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)s]™’nin Fe[(CN)6]*’ye indirgenmesiyle
Slgiilebilir. indirgenmis iriine Fe’~un ilavesi, 700 nm’de giiglii absorbansa sahip
olan Prussian mavisi renginde bir kompleks olan Fes[Fe(CN)g] olusumuna yol acar.
Absorbansdaki artis, kompleksin olusumundan kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla

artan indirgeme kapasitesini gostermektedir.

Indirgeyici ajan + Fe(CN),” —— Fe(CN),*

Fe(CN),* + FeCl,—> Fe,[Fe(CN),],

Bu analizde test ¢ozeltisinin sar1 rengi, antioksidan 6rneklerin indirgeme kapasitesine
bagli olarak farkli yesil ve mavi tonlarma doniisiir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi,
potansiyel antioksidan aktivitesinin Onemli bir gostergesidir (Benzie and Strain
1996). Indirgeme potansiyelini dlgmek i¢in tasarlanmis pek ¢ok sayida analiz modeli
vardir (Wood et al. 2006). Mevcut ¢alismada ferrik iyonlarmi (Fe’”), ferroz
iyonlarmna (Fe’") indirgeme kapasitesinin yanisira kuprik iyonlarmi (Cu"), kupréz

iyonlarma (Cu") indirgeme kapasitesi de arastirildi.

Kuprak metodu Apak ve grubu tarafindan indirgeme giicli analizi i¢in gelistirilen

diger onemli bir metottur. Bu metot, diisiik maliyetli, hizli ve kararli bir metottur.
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Ayrica indirgeyici ajanin tipine veya hidrofilikligine bakilmaksizin, farklh
antioksidanlar i¢in uygulanabilir bir metotur. Kuprak metodu bir kromojenik redoks
reaksiyonu olup fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da (pH: 7) gerceklestirilir (Apak et al.
2004). Bu metot, glutatyon gibi tiyol gurubu igeren antioksidanlarin aktivitelerinin

Ol¢timiinde siklikla kullanilir (Huang ef al. 2005).

Yapilan ¢aligmalarda her iki indirgeme metodu arasinda bir korelasyon vardir. Her
iki metot i¢in yapilan Olglimlerde Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin etanol

ekstresinin iyi aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri, biyolojik sistemlerde, gida ve
farmasotik sanayilerinde serbest radikallerin sagliga olan zararh etkilerini gidermek
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu sistemlerde serbest radikaller meydana gelmekte ve
dolayisiyla farmasotik ve gida sanayinde lipit peroksidasyonunu hizlandirmakta ve
irliniin  kalitesini digiirmektedir (Min 1998). Son zamanlarda sentetik serbest
radikallerin giderilmesi ile ilgili bircok metot gelistirilmistir. Bunlarin basinda DPPH
radikal giderme aktivitesi (Giilgin 2006d), ABTS™" giderme aktivitesi (Giilgin et al.
2006a), DMPD™" giderme aktivitesi (Basile et al. 2006), PMS-NADH-NBT sistemi
(Gtilgin, 2005), ksantin-ksantin oksidaz sistemi (Nagai et al. 2001) ve riboflavin-
metiyonin-1s1k sistemi (Zhishen et al. 1999) gibi sistemlerde olusturulan siiperoksit
anyon radikalleri giderme aktivitesi gibi radikal giderme metotlar1 kullanilmaktadir.

Bu kromojen radikal giderme metotlar1 uygulama kolayligi, hassasliklar1 ve
analizlerin kisa slirede uygulanabilirligi gibi avantajlardan dolay1 yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Awika et al. 2003; Van den Berg et al. 2000; Yu et al. 2002).

DPPHe, ABTS™ ve DMPD"" radikallerinin kullanimina dayanan metotlar, yiyecek,
icecek ve bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
en popiiler spektrofotometrik metotlardir. Ayrica DPPHe, ABTS™ ve
DMPD 'giderme metodlar1 hizli, basit, secici ve tekrarlanabilir prosediirler
olmalarindan dolay1 antioksidan ekstre veya bilesiklerin aktivitesini belirlemek i¢in

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ozcelik et al. 2003).



45

Bir antioksidan madde, bu radikal ¢ozeltilerinden birine eklendiginde; DPPHe,
ABTS™ ve DMPD™ olusumunu tersine geviren antioksidanlarm varligindan dolay1

bir renksizlesme olusur.

DPPH"+ AH — DPPH, +A°
ABTS'"+ AH — ABTS" + A"
DMPD*"+ AH — DMPD" +A®

Menekse renkli DPPHe, pembe renkli DMPD™ ve yesil-mavi renkli ABTS™
kromojenlerini kullanmak kolaydir. Bu metotlar yliksek duyarliliga sahiptir ve ayni

zamanda ¢ok sayida niimunenin analizinde uygundur (Awika et al. 2003).

DPPH radikali uzun 6miirlii ve azot merkezli bir radikalidir. Antioksidan maddelerin
radikal giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en sik kullanilan metotlardan biridir
(Ozgelik vd. 2003). Bu metotta antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sar1 renkli
difenil-pikrilhidrazine indirger. Bu metodun esasi hidrojen veren guruplara sahip
antioksidan maddelerin varliginda, alkolde ¢o6ziinen DPPH radikallerinin
rediiksiyonuna dayanmaktadir. Sekil 4.6’da goriildiigli gibi rediiksiyon sonucu
olusan, 517 nm’de herhangi bir absorbans vermeyen ve radikal olmayan bir DPPH-H
molekiilii olugmaktadir. Dolayisiyla DPPH radikali miktarindaki azalma 517 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlgiilerek aktivite tayini yapilabilmektedir. Ortamda
bulunan radikal giderici antioksidan veya antiradikal tiirlerin (AH), varliginda DPPH
radikali Sekil 5.1°de belirtildigi gibi indirgenmis DPPH-H formuna doniismektedir
(Giilgin 2002).
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Sekil 5.1. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Koksal, 2007)

Giilgin tarafindan DPPH radikal giderme aktivitesi ile ilgili yapilan mekanistik bir

calismada L-karnitin ile DPPH radikal giderme aktivitesi arasindaki mekanizma

aydmlatilmistir ve bu mekanizma Sekil 5.2°de 6zetlenmistir (Gtilgin 2006¢).

L-Carnitine

NO,

DPPH
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l |
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Sekil 5.2. L-Karnitin ile DPPH radikali arasinda one siiriilen radikal giderme

mekanizmasi (Koksal, 2007)

L-Karnitinde bulunan karbonil gurubu, o-karbonundaki konjugasyon ile olusan

radikali stabil hale getirir. L-Karnitin molekiiliinde karboksilat gurubu bir adet

karbonil birimine sahiptir.
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L-Karnitindeki iki nolu karbon atomundan bir hidrojeni kolayca koparilabilir ve bir
L-Karnitin ara iirlin radikali olusabilir. Koparilan hidrojen tarafindan da DPPH
radikali sondiiriilebilir. Teorik olarak enerji hesaplamalar1 yapildiginda da gergekten
Sekil 4.6’da goriildiigii gibi karnitin ara Uiriin radikallerinden A’nin olusumunun daha
muhtemel oldugu ve diger ara iirlinlerden daha stabil bir yapiya sahip oldugu

belirlenmistir.

Calisilan bitki ekstresinin standart olarak kullanilan a-tokoferol ve trolokstan daha az

fakat BHT ile yakin degerlerde DPPH serbest radikalinin giderdigi belirlenmistir.

Fenolik bilesikler, singlet oksijen kuengeri, superoksit anyon ve hidroksil radikalleri
gibi serbest oksijen radikalleri gidericisi ve metal iyonlar1 selatorliigli gibi
ozelliklerinden dolay1 yiiksek seviyeli antiksidan bilesikler olarak adlandirilir.
Yapilan toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktar tayinlerinde Ali¢ (Crataegus
monogyna) bitkisinin etanol yiiksek fenolik ve flavonoit bilesik icerdigi
belirlenmistir. Bu sonu¢ Ali¢ (Crataegus monogyna) bitkisinin etanol ekstresinin
yiiksek indirgeme ve serbest radikal giderme 6zelliklerinin agiklanmasi agisindan

onemli bir sonugtur.
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