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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan.
BITKILERININ ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ
MUKAYESESI

Hiiseyin KANBUR

Erzincan Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu ¢alisma Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin
antioksidan aktivitesini incelemek amaci ile gergeklestirilmistir. Bu amagla bitkiler
Erzincan ili Cayirli ilgesinin Cilhorozu koyiinden toplandi, kurutuldu ve etanol
ekstreleri hazirlandi. Hazirlanan etanol ekstreleri tizerinde ferrik tiyosiyanat
metoduna gore total antioksidan aktivite, kuprak metodu ile Cu** ve potasyum
ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe** iyonlari indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-
pikril-hidrazil (DPPH) giderme aktivitesi tayinleri ve toplam fenolik ve flavonoit
bilesik miktar tayinleri yapildi. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii
Afan. bitkilerinden elde edilen 30 ug mL™ konsantrasyonluk etanol ekstrelerinin
linoleik asit emiilsiyonunun lipit peroksidasyonunu sirasiyla % 77,2 ve % 71,3 inhibe
ettigi gozlendi. Ayn1 konsantrasyonda a-tokoferol % 85,3 ve troloks % 83,1’lik bir
inhibisyona sebep oldu. Toplam fenolik igerigi Achillea biebersteinii Afan.’dan daha
fazla oldugu tesbit edilen Teucrium chamaedrys L. yine daha yiiksek DPPH giderme
ve metal indirgeme aktivitesi sergiledi. Etanol ekstiresi c¢ikarilan Teucrium
chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin antioksidan aktiviteleri
arastirilirken, butillenmis hidroksi toluen (BHT), a-tokoferol ve onun suda ¢6ziinen
bir analogu olan troloks referans antioksidan bilesikleri olarak kullanildi.
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ABSTRACT

Master Thesis

COMPARISON OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF Teucrium
chamaedrys L. and Achillea biebersteinii Afan. PLANTS

Hiiseyin KANBUR

Erzincan University
Faculty of Sciences and Arts
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

This study is aimed to examine the antioxidant activities of Teucrium chamaedrys L.
and Achillea biebersteinii Afan. plants. For this purpose, plants were collected from
Cilhorozu which is the village of Cayirli, a town of Erzincan province, and they were
dried and ethanol extractions were prepared. On prepared ethanol extraction, total
antioxidant activity was determined by ferroccyanate reduction method; Cu®* and
potassium ferric thiocyanate were determined by Cuprac method; was determined by
reduction method capacity of Fe** ions; the activitiy of scavenging of 1,1-diphenyl-
2-picryl-hydrazyl (DPPH) was determined; the total amount of the compounds of
phenolic and flavonoid was determined. It was observed that 30 pg mL™
concentrated of ethanol extracts obtained from Teucrium chamaedrys L. and Achillea
biebersteinii Afan. plants inhibited the lipid peroxidation of linoleic acid emulsion as
77.2 % and 71.3 % respectively. In the same concentration, a-tocoferol and trolox
caused inhibitions of 85.3 % and 83.1 %, respectively. Teucrium chamaedrys L.
plant in which it was detected that the content of total phenolic were much more than
those in Achillea biebersteinii Afan. Plant still displayed higher DPPH scavenging
and metal reduction activity. Butylated hydroxy toluene (BHT), ethylenediamine
tetraacetic acid(EDTA), a-tocopherol and an analoge of its which is the solved in
water, namely Trolox were used as reference antioxidant compounds, while the
antioxidant activity of Teucrium chamaedrys L. and Achillea biebersteinii Afan.
plants whose ethanol extractions were taken out were being examined.

2012, 57 pages

Keywords: Teucrium chamaedrys L., Achillea biebersteinii Afan., Antioxidant
activity, Metal reduction.
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1. GIRIS

Son yoriingesinde ortaklanmamuis tek elektron igeren atomik ya da molekiiler yapilar
serbest radikaller olarak tanimlanir ve serbest radikaller baska molekiiller ile kolayca
elektron alisverisine girebilirler. Serbest radikaller eslesmemis elektronlarindan
dolayr kimyasal olarak ¢ok aktiftirler ve ortamdaki diger biyomolekiillere saldirarak
onlarin biyolojik yapilarini bozarlar (Fantel, 1996; Temple, 2000). Serbest radikaller
yasam icin gereklidirler, elektron transferi, enerji liretimi ve pek cok diger metabolik
islevde gorev alirlar. Bununla beraber eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig
gosterirse hiicrede hasarlara neden olurlar. Cogu elektron ¢ift halde bulunurken,
serbest radikal bu elektronlar1 birbirinden ayirir. Sonugta serbest radikal etki ettigi

atom ya da molekiilii serbest radikal yapar (Nelson and Cox., 2004; Giilgin, 2007).

Serbest radikallerin asir1 olusumu metabolizma igin tehlike olusturur. Ancak
viicudun islevlerini gérebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi i¢in de gereklidirler.
Serbest radikaller viicudun hastaliklara kars1 direncini, viicudu saran organizmalari
yok ederek arttirirlar. Buna karsin fazla tiretildiginde metabolik hasara neden olarak
bircok hastalia yol acarlar. Serbest radikallerin hiicrelerde protein, lipit,
karbonhidrat ve niikleik asitler {izerinde 6nemli etkileri vardir. Proteinlerin karbonil
tirevleri ve oksidasyon iriinleri amino asit yan zincirlerinin modifikasyonuna
sebebiyet vermektedir. Proteindeki karbonil guruplar serbest radikallerin agik hedefi
durumundadir. Serbest radikaller peptit baglarin1 koparabilir ve hiicre membraninda
bulunan proteinleri yikarak hiicrenin dliimiine sebep olabilirler. Enzimler de protein
yapisinda oldugu i¢in serbest radikallerden etkilenerek fonksiyonlari bozulabilir.
Ornegin hiicredeki iyon transportunu bozarak hiicrenin membran potansiyeline hasar

verebilirler (Loecke, 1999).

Yaslanma biitiin insanlar1 etkileyen biyolojik bir siirectir. Yaslanmada rolii oldugu
bilinen en 6nemli etkenlerden biri de metabolizma sirasinda meydana gelen serbest

radikallerdir (Ayar, 2008). Metabolizmadaki serbest radikallerin en biiyiik kaynagi



reaktif oksijen tlrleridir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusma kaynaklar1 i¢ kaynakl
olarak elektron transport sistemi, bazi enzimatik reaksiyonlar, oksidasyon
reasiyonlar1 gibi metabolik proseslerken, UV 1sinlari, radyasyon, ila¢ yan etkileri,
sigara, yanlis beslenme, kanserojen maddeler en 6nemli dis kaynaklaridir. Bunlar

serbest radikallerin endojen ve ekzojen kaynaklari olarak bilinir (Aksoy, 2002).

Tablo 1. Serbest radikal kaynaklari

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Sigara dumani
Oksidadif reaksiyonlar Zararli 1ginlar (x-ray,
Enzimler uv)

Otooksidasyon reaksiyonlari Maglar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik solventler

Metabolizmada olusan ve dis kaynakl radikal ve reaktiflerin olusum yollar1 Sekil

1.’de gosterilmistir.

Q2
ETS zinciri, radyasyon, ilaclar,
i zehirler vh. etkiler

Stiperoksit radikalleri "Og”

2HE E“
Zlutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit Hzoz = = 2H,0
7N
2H,0 < :{/ ZG'SH GSSG

Hidroksil radikalleri = \ //

l

lipid, protein ve DIVA

yapillarma zarar verir

Sekil 1. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu (Bursal, 2009).



Oksijen, atomik halde kararli olmadig1 i¢in dogada molekiiler halde bulunur. Oksijen
gaz1 (0Oy), ozon (O3) ve oksitler diinyamizdaki oksijen kaynaklaridir. Yerkabugunda
(% 53,8) ve insanda (% 61) bulunan en yaygin elementtir. Biyosferde ise en yaygin
ikinci elementtir (Gutteridge, 1989). Oksijen insanlarin hayatlarin1 devam
ettirebilmeleri icin ¢ok 6nemli bir molekiildiir. Fakat oksijenin eksik indirgenmesi

sonucu hiicreye zarar veren reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir (Davies, 2000).

Reaktif oksijen tiirleri ve diger tiirevleri reaktivitesi yliksek molekiillerdir. Proteinler,
lipidler ve niikleik asitler ile reaksiyona girerek fonksiyon azalmasina ya da bu
maddelerin yok olmasina sebep olabilirler. Bu etkilerinden dolay1 bunlara reaktif
oksijen tiirleri (ROS, Reactive Oxygen Species) denmektedir (Halliwell, 1996).
Reaktif tiirlerin zararli etkilerinin temel sebebi radikal olmalari, radikal olusumuna
sebep olabilmeleri veya yiikseltgeme potansiyellerinin daha yiiksek olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Oksidadif stres siirecinde meydana gelen reaktif oksijen tiirleri

niikleik asitleri, proteinleri ve lipidleri oksitleyebilirler (Stadtman, 2002).

Hiicrede ROS’nin asir1 miktarda olusmalar1 "oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu
olay, tiim hiicre bilesenleri (karbonhidratlar, proteinler, yaglar) iizerinde olumsuz
etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda hidroksi radikali (OHe) basta olmak iizere birgok
serbest radikal, genetik materyal olan DNA'daki niikleik asit bazlarinin degisimine ve
DNA zincirinde kirilmalara neden olarak kanser olusumu, hiicresel yaslanma ve

hiicre 6liimiine kadar giden stirecleri baglatabilirler (Boga, 2007).

ROS insan viicudunda normal metabolik prosesler sonucunda siirekli olarak
tretilmektedir (Langseth, 1995). Bir¢ok fizyolojik proseste dnemli bir rol oynayan
ROS, viicuttaki birgok oksidatif biyokimyasal reaksiyonun baslica yan {iriinii oldugu
ve biyolojik molekiillere etki ederek cesitli hastaliklara neden olan hiicre ya da doku

hasarina yol actig1 bilinmektedir (Whitehead et al., 1992; Yen and Chen, 1995).



Metabolizmada endojen kaynakli bir¢ok reaktif oksijen tiirlii ve serbest radikaller
olugmaktadir. Bu reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ayni zamanda
hiicrelerarasi iletisim gorevi de yaparlar. Fakat bunlarin asir1 miktarda olusmasi
oksidadif stres, erken yaslanma, hiicre fonksiyonlarinin ve biyokimyasal
molekiillerin yapilarinin bozulmasi ile beraber pekcok patolojik rahatsizliklarin

olusmasina sebep olur (Nordberg and Arner, 2001).

Olumsuz etkilenen sistemler, iliskili olduklar1 diger sistemleri etkiler ve bu durum
zincirleme olarak devam eder. Ta ki zincir nihayetinde sonlansin ya da antioksidan
sistem tarafindan prosesin bir yerinde sonlandirilsin. Aksi durumda bu reaktif tiirler
hiicrenin dogrudan ya da dolayli olarak oliimiine sebep olurlar (Moldovan and
Moldovan, 2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin yani sira bazi reaktif azot tiirleri de (RNS) viicutta meydana
gelmektedir. Tablo 2°de gosterilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri oksidatif

strese en ¢ok sebep olan 6nemli faktorlerdendir (Aruoma and Cuppett, 1997).

Tablo 2. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri Reatif azot tiirleri

Siiperoksit radikali O, Nitrik oksit radikali NO’
Hidrojen peroksit ~ H,0, Azot dioksit radikali  NOO'
Hidroksil radikali  OH’ Peroksinitrit radikali  ONOO'
Hipokloroz asit HOCI Nitroz asit HNO,
Singlet oksijen o, Nitrozil katyonu NO*
Organik radikaller RO, R’, R-S° Nitroksi anyonu NO
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO

ROS, normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit radikali
(0,7, hidrojen peroksit (H20,), singlet oksijen (*Ag *0O,) ve hidroksil radikali (OH¢)
gibi yapilardir. ROS, g¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir



reaksiyonlarii baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (Re),
peroksit radikalleri (ROQv), alkoksi radikalleri (RO¢), tiyil radikalleri (RSe), siilfenil
radikalleri (RSOv), tiyil peroksit radikalleri (RSOz¢) gibi cesitli serbest radikallerin
olusumuna neden olurlar (Dawn et al., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis and
Ashwood, 1999).

Yiiksek indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda
elektron transport sistemi ile molekiiler oksijene (O) transfer edilir. Mitokondrial
elektron transport sisteminde, elektronlarin O,’ye transferi sirasinda oksijenin kismi
indirgenmis trilinleri olusur. Bu iirlinler ¢ok reaktif yapidadir ve biyomolekiillerin
yapilarina girerek geri doniisiimsiiz hasarlara sebep olurlar (Keha ve Kiifrevioglu,
2000). Bu reaktif oksijen tiirlerinden O,", H,0,, OH" olusum reaksiyonlar1 asagida

verilmistir.

0, —*-0,” —4—>H,0, ~—>O0H ——H,0

Molekiiler oksijenin (O,) mitokondrial elektron transport sisteminde bir elektron
almasi sonucu siiperoksit radikali (O;") olusur. Siiperoksit radikalleri siiperoksit

dismutaz adi verilen bir enzimle inaktive edilirler.

O, + € —> 0,

202°—+ 2H+ Stiperoksit dismutaz N H202 + 02

Hidrojen peroksit (H20,) eslesmemis elektrona sahip olmadigi igin radikal olmayan
ozellige sahip bir reaktif oksijen tiiriidiir. Ancak hidrojen peroksit Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlari ile ¢ok giiclii bir reaktif olan hidroksil radikalini (OH") olusturur.
Ayn1 zamanda hidrojen peroksitin UV igmlarmin etkisiyle OH" doniistigi

bilinmektedir.



H,0, —% > 20H"

Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir {riin olan hipokloroz asiti (HOCI)
olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000; Asad et al., 2004).

H*+Cl" +H,0, —— HOCI + H,0

Hidroksil radikali; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere ¢ok
giiclii bir sekilde saldirarak oksitleyip yapilarinda kalici hasarlar birakan ve yari
omrii 10 saniye gibi cok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Hidroksil radikali,
hidrojen peroksitin indirgenmesi sonucunda agiga ¢ikar. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir (Fantel 1996;

Halliwell, 2000; Nordberg and Arner, 2001).

Fenton reaksiyonlari:

H,0, + Fe?" — > OH® + OH™ + Fe*

H,0, + Cu* ——> OH* + OH™ + Cu*

Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0, +0,” —* 5 OH* +0, +H,0

ROS tarafindan en fazla etkilenen molekiiliin, hiicre membraninin ana bileseni olan
lipitler oldugu diisliniilmektedir. Organizmada yeterli miktarda reaktif atom ya da
molekiil varliginda lipit peroksidasyonu kolaylikla baglar. Oksijenin sebep oldugu
lipit oksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur (Aruoma and Cuppett,



1997). Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlari i¢in de Onemlidir
(Davies, 2000). Ayrica zamanla arterlerde yag birikmesi sonucu bu kisimlarin
daralmasi ve sertlesmesi olay1 olarak bilinen aterosklerozisin gelismesinde lipit
peroksidasyonunun katkisi oldukga biiyiiktiir (Devaraj and Jialal, 1998; Kaul et al.,
2001; Heinecke, 2002).

ROS lipidler iizerindeki etkileri lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir. Serbest
radikallerin etkileri iizerindeki arastirmalarin en kapsamlisi ve en iyi tanimlanmis
etkileri lipitler tizerinedir. Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve membranda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olaydir. Ciinkli yag asitleri radikallerden hizlica etkilenebilen,
kolay ulasilan bir hedef durumundadir. Lipitlerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu radikal zincir reaksiyonuna sebep olur. Lipitlerin peroksidasyonu
sonucu karbonil ve alken gibi hiicrelere zararli bir¢ok bilesigin olusmasina yol acar.
O,", OHe+, ROOs- lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerdir. (Kneepkens, 1994;
Loecke, 1999).

Yag asitlerinin oksidasyonu metilen karbonundan hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile
baslar ve yag asidi radikali (L") olusur. Ilerleme asamasinda yag asidi radikaline hizl
bir sekilde oksijen eklenerek peroksil radikali (LOO®) olusur. Lipit peroksil
radikalleri zincir reaksiyonlarmin baslaticilaridir. Bunlar diger ¢coklu doymamis yag
asidi molekiillerinden hidrojen atomlarini ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baglatirlar.
Sonlanma asamasinda ise lipit hidroperoksitleri yikilarak daha reaktif radikal tiirleri
olusturur. Peroksi radikaller ayrica siklo endoperoksitleri de olusturabilmektedir.
Ortamda bulunan demir ve bakir tuzlari lipid hidroperoksitlerinin yikilimin
hizlandirir ve olusan peroksi ve alkoksi radikalleri ise lipit peroksidasyonlarini

uyarirlar (Kneepkens, 1994; Loecke, 1999).

Proteinler de lipitler gibi oksidatif hasardan etkilenirler. Proteinlerin oksidasyonu

genellikle OH’ tarafindan baslatilir ve siirecin seyri oksijen, siiperoksit ya da onun



protonlanmis hali olan HO;" tarafindan belirlenir (Berlett and 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 gegis metal iyonlarmin varliginda da meydana gelmektedir (Berlett and
Stadtman, 1997; Stadtman, 2002). Ozellikle protein yan zincirlerinde bulunan prolin,
arginin, lisin ve treonin amino asitleri oksitlendigi zaman aldehitler ve ketonlarda
oldugu gibi karbonil gruplari olusur ve bu gruplar kimyasal olarak kararlidirlar
(Dalle-Donne et al., 2003). Ayrica kanser cesitleri, parkinson ve alzheimer gibi
birgok dejeneratif hastaligin DNA’nin  oksidatif hasarindan kaynaklandigi
bildirilmistir (Evans et al., 2004).

Metabolizmada iiretilen serbest radikallerin ve normal oksijen metabolizmasinin
toksik etkilerinin giderilmesini saglayan maddelere antioksidanlar denir (Fridovich,
1999). Viicudumuzu serbest radikallerin zararli etkilerinden ve yaslanmadan

korumak i¢in takviye besin olarak antioksidanlardan yararlanilir (Tekeli vd., 2008).

Canli organizmanin serbest radikallere ve normal oksijen metabolizmasinin toksik
etkilerine kars1 kendini korumasi gerekir. Bunun i¢in de antioksidan mekanizmaya
sahiptir (Bursal, 2009). Antioksidanlar viicudumuzda lipid peroksidasyonu ve diger
serbest radikal aracili reaksiyonlar1 inhibe ederek radikal siipiiriici olarak gorev
goriirler. Dolayisiyla radikallerden kaynaklanan cesitli hastaliklar1 engellerler

(Gengaslan, 2007).

Antioksidanlar; “enzimatik ve enzimatik olmayan yapilardan olusan radikalleri ve
onlarin reaksiyonlarin1 6nlemeye ¢alisan maddeler’” olarak da tanimlanabilir (Fidan

ve Diindar, 2007).



Tablo 3. Baz1 antioksidanlar

Antioksidan enzimler Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz A Vitamini (-Karoten)

Katalaz C Vitamini (Askorbik asit)

Stiperoksit rediiktaz E Vitamini (a-Tokoferol)

Peroksiredoksinler Proteinler (transferin, ferritin, albumin, bilirubin)
Peroksidaz Hormonlar (serotonin, melatonin)

Glutatyon rediiktaz Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler)
Glutatyon S-transferaz Lipoik asit, tirik asit, glutatyon

Enzim yapisinda olan endojen antioksidanlar, radikal ve reaktifleri gidererek

olusabilecek oksidadif hasarlar1 giderirler (Fridovich, 1999).

Stiperoksit dismutaz enzimi, aerobik hiicrelerde siiperoksit radikalini (O;") hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. Siiperoksit dismutaz enziminin
mitokondri ve sitozolde bulunan farkli tiirleri vardir. Mitokondride bulunan
siiperoksit dismutaz enzimi, Mn”" ihtiva etmesi ve yiiksek konsantrasyonda
bulunmasindan dolayr olusan siiperoksitlerin biiyiik cogunlugunu gidermektedir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

202°—+ 2H+ Superoksitdismutaz H202 + 02

Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir.
Boylece H,O,’ten Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olusumu engellenir
(Halliwell, 1999).

H,0, —=, HO + %oz

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin
indirgenmesini gerceklestirir. Bu enzim 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida

bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksiti H,O’ya indirgeyerek hidroksil
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radikalinin olusma riskini azaltir. GSH ise okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir
(Bursal, 2009).

H,0, + 2GSH ClutayonPerolsidaz_,  2H,0 + GSSG

Antioksidanlarin bitkisel kaynakli olanlar1 serbest radikal temizleyici, peroksit

parcgalayici, enzim inhibitorii ve sinerjist olarak fonksiyon goriirler (Larson, 1988).

Ekzojen antioksidanlar ise dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta incelenebilir.
En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit (C vitamini), o-tokoferol (E
vitamini), B-karoten (A vitamini) ve polifenolik yapidaki bilesikler sayilabilir. Dogal
antioksidanlar en ¢ok yesil sebzelerde (Giilgin vd., 2004a), tohumlarda (Gilgin,
2005b), baklagiller ve meyvelerde, A vitamini, C vitamini, E vitamini ve baz1 B
vitamini igeren besinlerde bulunur (Cao et al., 1996; Giilgin vd., 2005a). Ayrica
sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, ¢i¢eklerde ve

koklerde bol miktarda bulunmaktadir (Pratt et al., 1990).

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan {iretildikleri gibi, gida yoluyla da
alabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, vitaminler (C, E ve A
vitaminleri), flavonoitler, karotenoitler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve
ve sebze tliketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters

orantilt bir iligski oldugu saptanmistir (Miller and Paganga, 1997).

Tokoferoller igersinde biyolojik a¢idan en dnemli olan1 a-tokoferoldiir. Tokoferoller,
gida maddelerinin bozulmasini engelleyen ve uzun 6miirlii olmalarinda rol oynayan

onemli bir dogal antioksidan guruptur (Ruiz-Lopez et al., 1995).
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Tablo 4. Baz1 dogal antioksidanlar ve bulunduklar1 kaynaklar

Antioksidan tiirii Bulundugu kaynaklar
Katekinler Yesil cay

Flavonoitler Tahillar, meyve ve sebzeler
Polifenoller Meyvelerin ¢ekirdek ve tohumlari
Karotenoitler Bitkisel yaglar

Tokoferoller Bitkisel yaglar

Dogal antioksidanlardan o-tokoferol (E vitamini), yagda c¢oziinen Onemli bir
antioksidandir. Hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerde 6nemli islevler gormektedir. Lipit
peroksil radikalleri, diger doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek zincirleme
lipit peroksidasyon reaksiyonlari olustururlar. a-Tokoferol, hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan doymamis yag asitlerini, reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz
etkilerine kars1 korur. a-Tokoferol, lipit peroksil radikalleri (LOQ") ile tepkimeye
girerek bunlarin reaktifligini giderir. Boylece zincir kirict etki yaparak lipit

peroksidasyonunu engeller (Bursal, 2009).

a-tokoferol: Ry, Ry, Rs CH3

B-t0k0fer0|: Rl, R3’ CHg, Rz, H
y-tokoferol: Ry, Rz, CHs; R, H
d-tokoferol: Ry, CH3; Ry, Rs, H

Sekil 2. Dogal bir antioksidan olan tokoferollerin molekiiler yapilari.

Mitokondri membraninda yaklasik 2000 fosfolipid basina bir o-tokoferol

bulunmaktadir. E vitamini eksikliginde birgok canlida bazi olumsuz etkiler



12

gorilmistiir. Bu etkiler ise ekzojen antioksidanlar tarafindan tolere edilmektedir. Bu
durum, E vitamininin in vivo olarak lipit peroksidasyonunu Onleyici bir rol

istlendigini gostermektedir (Halliwell and Gutteridge, 1989).

H,C OH
H;C CH,
o
H;C
R (Serbest radikal)
H,C
H,;C
H,;C
CH,
Alfa tokoferol Tokoferoksil serbest radikali
(E vitamini) (Okside E vitamini)
) o
HO o
| O (o]
HO o
HO——cC—H HO——C—H
CH,OH CH,OH
Askorbat Dehidroaskorbat
(C vitamini) (Okside C vitamini)
Coororongony
GSSsG GSH
(Okside glutatayon) (Indirgenmis glutatayon)

Sekil 3. a-Tokoferoliin lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra tokoferoksil

radikaline doniismesi (Giilgin, 2002).
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Diger bir dogal antioksidan olan askorbik asit (C vitamini) ise suda ¢Ozlinen bir
antioksidandir. Stiperoksit radikali ve hidroksil radikalini giderir. Askorbik asit
serbest radikallerin hiicre icinden uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Bundan dolay1 bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini

azalttig1 gibi, kanser ve 6liim oraninda diisiis meydana getirmektedir (Ames et al.,
1993).

Sekil 4. Dogal bir antioksidan olan askorbik asitin molekiiler yapisi.

Askorbik asit bitkiler ve bircok memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir.
Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. insanda ise esansiyeldir. Askorbik asit,
kolayca hidrojen atomu vererek dehidroaskorbik asite doniisen kuvvetli bir
indirgeyici ajandir. Dehidroaskorbik asit de ayn1 zamanda antioksidan etkiye sahiptir.
Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit biiyiik 6l¢iide etkisini kaybetmektedir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2000; Arrigoni and De Tullio, 2002; Padayatty et al., 2003).

Bir molekiiliin indirgeme kapasitesi onun antioksidan potansiyelinin bir
gostergesidir. Oksidasyona ugrayan molekiiller, indirgeme potansiyelinin yliksek
olmasindan dolay1 askorbik asit tarafindan indirgenebilirler. Bu sebeple askorbik asit

antioksidan kapasite sergilemektedir (Halliwell and Gutteridge, 1989).
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Bagka bir dogal 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 iyi bir singlet
oksijen sondiirticiidiir (Halliwell and Gutteridge, 1989).

\

Sekil 5. Dogal bir antioksidan olan B-karotenin molekiiler yapisi.

Polifenolik bilesikler ve flavonoitler, ¢ikis maddeleri fenol olan, giines 1s181
yardimiyla bitkilerin yaprak, dal, meyve ve ciceklerinde fotomorfogenez
reaksiyonlar1 sonucu olusan organik bilesiklerdir. Suda orta derecede organik
coziiclilerde ise 1yl ¢Ozilinlirler. Flavonoitler, bitkileri UV 1sinlarma ve
mikroorganizmalara kars1 korurlar. Bitkilerin glines 1s1gina ragmen gelismeleri bu
pigmentlerin ¢ok fazla miktarda sentezlemesiyle miimkiin olabilmektedir. insanlarda

flavonoitler, bagisiklik sistemini giiclendirir ve kalp krizi riskini azaltir (Jung et al.,
2005).

Besin fenolikleri; flavonoitleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir.
Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baglidir. Bitki
polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr
antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu selatlama

Ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar (Miller and Paganga, 1997).
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R R, Rs R4 Rs
Flavonlar
Apigenin H H H OH H
Chrysin H H H H H
Luteolin H H OH OH H
Flavonoller
Quercetin OH H OH OH H
Myricetin OH H OH OH OH
Morin OH OH H OH H
Kaemferol OH H H OH H

Sekil 6. Dogal antioksidanlardan olan bazi flavonoidlerin molekiiler yapilari.

Bir polifenoliin antioksidan olarak tarif edilebilmesi i¢in sart, okside olabilen
substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda, otooksidasyonu veya
serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmesi, geciktirebilmesi veya
onleyebilmesidir (Halliwell, 1990).

Bitki hiicre ve dokularinda basit fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismi, fenolik asitler
ve fenilpropanoitlerin sentez yolunun son ara iriinleridir. Polifenolik bilesikler ve
flavonoitler, lipit peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararl etkilerini giderirler,
metal iyonlar1 selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan ozellik gosterirler

(Stevenson and Hurst, 2007).
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Diger iki 6nemli dogal antioksidan ise karotenler ve skualendir. Karotenler hiicreyi
151k, hava ve diger foto sensitizisasyon etkilerinden koruyan ve bu ortamlarda
antioksidan olarak gorev yapan bilesiklerdir (Krinsky, 1989). Skualen ise bir serbest
radikal sondiiriiciisii olmakla beraber ayn1 zamanda singlet oksijen kuengeri olarak

da gorev yapmaktadir (Kohno et al., 1995).

Dogal antioksidanlarin yani sira sentetik antioksidanlar da mevcuttur. Bunlar;
biitillenmis  hidroksitoluen ~ (BHT),  biitillenmis  hidroksianisol ~ (BHA),
tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve troloks gibi maddelerdir
(Koksal, 2007).

Sekil 7. Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)’ in
molekiiler yapilari.

Sentetik antioksidanlar gidalarda; gidalarin oksidasyonu sonucu olusan bozulmalar,
koku olusumu, tatlarin bozulmasi ve vitamin miktarindaki azalmalar1 gibi olusan
problemleri ¢é6zmede ve bunlarin raf 6miirlerini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir.
Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan
calismalardan sonra kullanimlarma ciddi sinirlama ve yasaklar getirilmistir (Haigh,

1986).
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Sentetik antioksidanlar hakkindaki bu siipheler, dogal antioksidanlara olan egilimi
artirmig ve bu alandaki c¢alismalar ise bitki kaynakli antioksidanlar iizerinde
yogunlagmistir. Dogal kaynakli E ve C vitamini uzun yillardir besinlerde ayr1 ayri
veya sinerjist etkiden dolayr birlikte antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak
tokoferol ve askorbik asidin antioksidan aktivitesi sentetik antioksidanlardan
nispeten daha diistiktiir (Nishina, 1991).

Zincirleme reaksiyon teorisine gore, oksijen ile otookside olabilen madde, oksijenle
birlesmektedir. Bu sekilde meydana gelen etkinlesmis peroksit radikal ve
molekiilleri, enerjilerini maddenin  yiikseltgenebilen diger  molekiilerine
aktarmaktadir. Bdylelikle besinlerdeki  otooksidasyon devam etmektedir.
Antioksidanlar bu zincir reaksiyonunu koparict rolii oynarlar. Yani bu bilesikler
aktivasyon enerjisini kabul ederler, ancak bu enerjiyi baska molekiillere
aktaramazlar. Bu sekilde, bir antioksidan molekiiliiniin araya girmesiyle otookside
olabilen maddenin bircok molekiilii yiikseltgenmekten kurtulur (Keskin ve Erkmen,
1987).
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Sekil 8. Arasidonik asidin otooksidasyonu mekanizmasi (Giilgin, 2002).



19

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar1  sirasinda  kendileri  yiikseltgenerek  bozunurlar. Bu nedenle
antioksidanlar yalniz smirlt bir zaman igin yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve
belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi ylikseltgenmeye
devam eder. Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya
elektron donor araglari olarak indirgeme potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu
olarak gostermis olduklari potansiyel ile ifade edilir. Bir antioksidanin aktivitesi
radikal siiplirme yetenegi, hidrojen veya elektron dondr araci olarak gostermis
oldugu reaktivite (rediiksiyon potansiyeline bagli olan), metal selatlama potansiyeli,

diger antioksidanlarla olan etkilesime baglhidir (Miller and Paganga, 1997).

Antioksidan maddelerin isleyis mekanizmalar1 radikalik zincir reaksiyon
mekanizmasina gore enerji emilimi ile aktive edilen madde, oksijenle birleserek
okside olmakta ve bu sekilde meydana gelen aktiflenmis peroksit molekiilleri,
enerjilerini maddenin okside olabilen bagka molekiillerine aktararak otoksidasyona
devam etmektedir. Antioksidanlarin kullanimi ile aktivasyon enerjisini antioksidan
molekiilii kullanmakta, bu enerjiyi baska molekiillere aktaramamaktadir. Antioksidan
molekiiliinlin araya girmesiyle otooksidasyona ugrayan maddenin bir¢ok molekiilii
oksidasyondan kurtulmaktadir. Asagida antioksidan maddenin ¢alisma mekanizmasi

goriilmektedir (Tozoglu, 2011).
R + enerji — R-( R-: Radikal)
R +0;,— RO,
RO;- + AH — ROOH + A- veya RO- + AH — ROH + A-
RO,+ A- — ROOA

Aktif antioksidanin molekiilii (A-) enerjisini radikal molekiillerine aktarmamakta,
genellikle inaktif molekiillere okside olmaktadir (Tozoglu, 2011, Giilgin, 2002).(AH:
Antioksidan molekiil, A- : Aktif antioksidan molekiilii, AO: Inaktif antioksidan

molekiilii).
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Antioksidan maddelerin bu Onemli gorevlerinden yola ¢ikarak Lamiaceae
familyasinin bir iiyesi olan Teucrium chamaedrys L. (Erkurtaran) ve Asteraceae
familyasinin bir {iyesi olan Achillea biebersteinii Afan. (Sar1 civanpergemi)

bitkilerinin antioksidan aktiviteleri arastirildi.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkileri 30/07/2011
tarihinde, Erzincanin Cayirli ilgesinde Kesis dagi eteklerinden; Erzincan
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Mustafa Korkmaz tarafindan bir arazi calismasi sirasinda toplandi. Erzincan
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryum’unda ki 2981 kod
nuarali Teucrium chamaedrys L. ve 2858 kod numarali Achillea biebersteinii Afan.
bitkileri Erzincan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma
Gorevlisi Veli ilhan tarafindan teshis edildi. Teshis edilen niimuneler daha sonra
kiigiik parcalara ayrildi ve oda sicakliginda golgede kurutuldu. Kurutulan niimuneler

antioksidan c¢aligmalarinda kullanilincaya kadar karanlikta ve buzdolabinda (+4

°C’de) muhafaza edildi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Teucrium chamaedrys L. bitkisi yoresel olarak; Erkurtaran, Kisa Mahmut, Dalak otu,
Kumaciotu, Mesecik, Yermesesi ve Yerpalamudu olarak adlandirilmaktadir. Halk
tarafindan; gévde, yaprak ve cigek kisimlar1 kaynatilip suyu i¢ilir. Halk arasinda tibbi
olarak; romatizma ve karin agrisi sikayetlerinde yatistirici olarak kullanilmaktadir

(Baytop, 1999).

Teucrium chamaedrys L. bitkisi; istah agici, migde agrilarin1 kesici, uyarict ve
kuvvet verici etkilere sahiptir. Ulkemizde mide hastaliklaria ve seker hastaliklarma
kars1 ¢ok kullanilan bir drogdur. Zehirli bilesikler tasimadigindan tehlikesizdir
(Baytop, 1999).

Lamiaceae familyasinin Teucrium L. cinsinin 32 tiirii Tirkiye’de dogal olup, bu
bitkiler tek yillik ya da ¢ok yillik otsu bitki ya da ¢ali formundadirlar (Davis, 1988;
Ekim, 1982; Giiner, 2000). Teucrium tiirleri 2000 yildan daha uzun siiredir tibbi
amagh bitkiler olarak kullanilmaktadir (Ulubelen vd., 1995; Grieve, 1996; Bedir,
2003).

Teucrium flavum L., Teucrium montanum L., ve Teucrium chamaedrys L. bitkileri
Tirkiye’de halk arasinda {ilser ve seker hastaligin1 tedavi etmek amach

kullanilmasimnin yaninda, obezite ile miicadele etmek i¢in de kullanilmaktadir

(Ulubelen vd., 1995; Baytop, 1999; Zeybek vd., 1994).

Teucrium chamaedrys bitkisi ¢ogunlukla kuzey ve orta Anadolu’da (Davis, 1988;
Ekim, 1982; Giiner, 2000) bulunan bir Teucrium taksonudur. Teucrium orientale

var. puberulens bu ailenin ¢ogunlukla orta Anadolu bdolgesinde bulunan endemik
olmayan giizel kokulu bir tyesidir (Davis, 1988; Ekim, 1982; Giiner, 2000).
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Teucrium chamaedrys L. ise 6zellikle bati ve giineybati Anadolu’da yetismektedir
(Davis, 1988; Ekim, 1982; Giiner, 2000).

Sekil 9. Teucrium chamaedrys L.

Teucrium chamaedrys L.; anti-romatizmal, sindirim ve idrar sokiicii ajan olarak

gecmisten giiniimiize tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir (Ozel, 2006).

Ayrica bu bitki (Teucrium chamaedrys L.) hipoglisemik insiilinotropik aktivite
gostermekte, kanbasinci ve kilo agirligini azaltma etkisi gostermektedir (Gharaibeh

etal., 1989; Suleiman et al., 1988).

Panovska ve arkadaslar1 (2005) tarafindan, farkli bir Teucrium tiirii olan Teucrium
montanum L. ile yaptiklar1 ¢alismada, Teucrium tiirlerinin serbest radikal giderici,
hidroksi radikal giderici ve in vitro antioksidan kapasitesinin oldugunu ve bu bitkinin

ekstraktlarinin dogal antioksidant olarak kullanilabilecegi gostermiglerdir.
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Achillea bitkisinin Tirkiye florasinda 42 tiiri bulunmaktadir ve bunlarin 23 i
endemiktir (Huber-Morath, 1975; Duman vd., 2000). Bu tiirler Tirkiye’ye 6zgiin
tirlerdir ve ekonomik degere sahiptirler (Kaya vd., 1998).

Achillea biebersteinii Afan. bitkisi yoresel olarak; kili¢ otu ve sar1 ¢igek olarak
adlandirilmaktadir. Genel adi Sar1 civanpercemidir. Halk tarafindan, ¢icek ve

yapraklart kaynatilip i¢ilmektedir. Halk arasinda tibbi olarak; istah agici, astim ve

kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica yapraklari kanayan bdlgedeki kanin
durmast i¢in de kullanilir (Baytop, 1999).

Sekil 10. Achillea biebersteinii Afan.
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Bazi Achillea tiirleri; yara iyilestirici, ishal, karin agris1 ve mide gazina kars1 bitkisel
cay olarak kullanilmaktadir (Yesilada vd., 1993; Fujita et al., 1995; Honda et al.,
1996; Baytop, 1999).

Achillea biebersteinii Afan. bitkisi, ¢i¢ek durumunda % 0.45 ugucu yag
bulundurmaktadir (Baytop, 1999).

Konyalioglu ve Karamenderes’in (2004) farkli bir Achillea tiiri olan Achillea
millefolium A. ile yapmis olduklar1 ¢alismada bu bitkinin sahip oldugu toplam
flavonoid ve fenol igerigi ile dogru orantili olarak antioksidan etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Buda bize Achillea tiirlerinin antioksidan kapasitesinin varligir hakkinda

onemli bir fikir vermektedir.

Bitki temelli diyet, bitkilerde bulunan dogal bilesikler sayesinde kalp hastalig1 ya da
kanser gibi bir¢ok kronik hastaliklarin gelisme riskini azalttigi tesbit edilmistir (Lekli
etal., 2010).

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamiz Cayirli Kesis dagi Florasindan olan Teucrium
chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. iizerinde yogunlastirildi. Bu bitkinin
antioksidan aktivitesi; toplam fenolik bilesik miktar tayini, toplam flavonoit miktari
tayini, ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini, DPPHe
serbest radikal giderme aktivitesi tayini, ferrik iyonlarmi (Fe**) ferrz iyonlarina
(Fe?") indirgeme kuvveti tayini ve kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini

ile tespit edildi ve a-tokoferol, troloks ve BHT gibi referanslarla mukayesesi yapildi.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Neokuprin  (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin),

1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH-)

radikali, linoleik asit, a-tokoferol, polioksietilensorbitan monolaurat (Tween-20) ve

trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich’den satin alindi. Amonyum tiyosiyanat ise

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 karistirici
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 cm®liik Kuartz Kiivet
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3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.a. Toplam fenolik bilesik miktari tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. % 2’lik Nap,COs3 ¢ozeltisi: 2 g Na,CO3 100 mL’lik balon jojede bir miktar saf

suda ¢ozildii ve hacmi yine saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. Folin-Ciocalteu Reaktifi: Satin alindig1 sekilde kullanilmistir.

3.1.3.b. Toplam flavonoit miktari tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 1 M’lik CH3COONa cozeltisi: 8,2 g CH3COONa alinip bir miktar safsuda

¢oziildi ve hacmi yine saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. %10’luk AI(NO3)s ¢ozeltisi: 10 mL AI(NO3); almip hacmi destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

3.1.3.c. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini ile

ilgili cozeltiler

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

Destile su ile toplam hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

2. Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 0,017 M’lik linoleik asit
emiilsiyonu hazirlamak igin 265 pL linoleik asit 50 mL ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponuna ilave edildi. Emiilgatér olarak Tween-20 ilave edilerek

karisim homojenize edilmistir.

3. %3,5’luk HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %37’lik HCI’den 9,46 mL alinarak

100 mL’ye destile suyla tamamlanarak hazrilanmistir.
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4. 20 mM FeCl; ¢ozeltisi hazirlanmasi: 281 mg FeCl,.3/4H,0, %3,5’luk HCI

ile ¢oziilerek hacim ayni1 ¢ozeltiyle 100 mL’ye tamamlandi.

5. %30’luk NH4SCN ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g NH;SCN saf suda ¢oziildii,

hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.d. Ferrik iyonlarmm (Fe**) ferréz iyonlarma (Fe”") indirgeme kuvveti tayini

ile iligili cozeltiler

1. 0,2 M pH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na,HPO, yaklasik 180
mL destile suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi.

Toplam hacim 200 mL olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

2. %]1’°lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmast: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda

¢0Oziindii ve toplam hacim 150 mL’ye destile su ile tamamlandi.

3. %10’luk TCA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢oziindii ve

toplam hacmi 150 mL’ye destile suyla tamamlandi.

4. %0,1’lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl3.6H,O destile suda

¢ozilildi ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.e. Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢cozeltiler
1. 0,01 M’lik CuCl; ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, alind1 ve 50 mL

destile suda ¢oziildii.

2. 7,5.10 M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 78 mg Neokuprin

alind1 ve 50 mL etanolde ¢oziildii.
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3. 1 M’k CH3COONH; tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5): 7,7 g
CH3COONH;,4 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.f. DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 10° M’k DPPHe c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 39 mg DPPHe etanolda
tamamen ¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca manyetik karistirict ile
karistirildi. Toplam hacim destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin

toplanmasi ve kurutulmasi

Deneylerde kullanilan Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan.
bitkileri Kesis dagi etekleride Erzincanin Cayirli ilgesine bagl Cilhorozu kdyiinden
temin edildi. Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim
Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mustafa Korkmaz tarafindan teshis edildi. Toplanan numuneler
daha sonra kiiglik pargalara ayrildi ve oda sicakliginda gélgede kurutuldu. Kurutulan
niimuneler antioksidan ile ilgili ¢aligmalarda kullanilincaya kadar da karanlikta ve

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.2. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol

ekstrelerinin hazirlanmasi

Etanol ekstresinin hazirlanmasi literatiirde belirtildigi gibi yapildi (Giilgin, 2005).
Etanol ekstresi icin blenderde Ogiitiilmiis ve toz haline getirilmis Teucrium
chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkileri 20 g numuneler 1 litrelik agzi
kapali erlenlerde numunelerin yirmi kati etanol ile (400 mL) manyetik karistiricida
karistirildi. Elde edilen etanol ekstreleri siizge¢ kagidindan siiziildi. Siiziilmiis

ekstreler birlestirilerek evaporatdrde 40 °C’de etanol uzaklastirildi.

3.2.3. Toplam fenolik bilesik miktar tayini

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 FCR ile belirlendi (Singleton et
al., 1999). Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Bunun igin 6nce bir
standart grafik cizildi. Bu amagla 25 mg gallik asit 25 mL destile suda ¢6ziildii ve 1
mg/mL konsantrasyonunda stok ¢6zelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 100-500 ug
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gallik asit iceren c¢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,COs
cozeltisinden 1,5 mL ilave edildi. Karigim 2 saat boyunca oda sicakliinda
karistirildiktan sonra numunelerin absorbanst 760 nm’de destile sudan olusan kore

kars1 kaydedildi. Kontrol i¢in numune yerine destile su kullanildi.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 Giilgin ve arkadaglarinin yaptigi
calismaya gore degerlendirildi (Giilgin, 2005). Daha 6nce hazirlanan her bir stok
¢ozeltiden 1 mg alindi ve vezin Kaplarina 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,COg3
ilave edildi. Numuneler iki saat oda sicakliginda karigtirildi. Bu siire sonunda
numunelerin absorbans: saf sudan olusan kore kars1 760 nm’de okundu. Bu islemler
ticer 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.

3.2.4. Toplam flavonoit bilesik miktari tayini

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde bulunan toplam flavonoit bilesik miktar1 Park ve arkadaslarinin yapmis
oldugu metoda gore belirlendi (Park et al., 1997). Standart flavonoit bilesik olarak
kuarsetin kullanildi. Bunun igin once standart grafik c¢izildi. Bu amagla 25 mg
kuarsetin 25 mL destile suda ¢oziilerek 1 mg/mL konsantrasyonda stok c¢ozelti
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 10-50 pg kuarsetin igeren ¢ozelti deney tiiplerine
aktarildi. Daha sonra bunun {izerine sirasiyla 0,1 mL (1 M) suda hazirlanmis
CH3;COOK ve 0,1 mL (%10) AI(NO3)3 gozeltilerini igeren 4,3 mL etanol ¢ozeltisi
ilave edilerek vorteksde karistirildi. Oda sicakliginda 40 dakika inkiibe edildikten
sonra 415 nm’de absorbanslari etanolden olusan kore karsit kaydedildi. Toplam
flavonoit konsantrasyonu kuarsetinin standart olarak kullanildigi asagida verilen

standart grafik denkleminden mikrogram kuarsetin ekivalent (QE) olarak hesaplandi.
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Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde bulunan toplam flavonoit bilesik miktarini belirlemek igin toplam
fenolik bilesik miktar1 tayininde kullanilan stok c¢ozeltilerden deney tiiplerine
sirastyla 1000 pg ekstre ihtiva eden stok ¢ozelti aktarildi. Daha sonra ise deney
tiplerine aktarilan farkli miktarlardaki ekstreler 0,1 mL (1 M) suda hazirlanmig
potasyum asetat ve 0,1 mL (%10) aliminyum nitrat ¢ozeltilerini igeren 4,3 mL etanol
cozeltisi ile seyreltildi ve vorteksde karistirildi. Oda sicakliginda 40 dakika inkiibe
edildikten sonra 415 nm’de absorbanslar1 ayni sekilde kaydedildi.

3.2.5. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi
(Mitsuda et al., 1966). Oncelikle stok ¢dzeltiler hazirlandi. Bu amagla 20 mg etanol
ekstreleri 20 mL etanolde ¢dziinerek hazirlandi. Istenilen miktarlara karsilik gelen
konsantrasyonlarda stok c¢ozeltilerden vezin kaplarina otomatik pipetlerle pipetlendi
ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir vezin kabina
2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak 2,5 mL tampon ¢6zelti
ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu kullanildi. Inkiibasyon 37°C’de gergeklestirildi.
Her alt1 saatte bir vezin kaplarindan 100’er pL alind1 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 pL SCN’
cozeltilerinin ilavesiyle hazirlandi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslar1 kore

kars1 okundu.
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3.2.6. Ferrik iyonlarimi (Fe**) ferréz iyonlarna (Fe®") indirgeme kuvveti tayini

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Taze hazirlanan stok ¢ozeltilerden 10, 20 ve 30 ug mLolacak sekilde alindi ve
deney tiiplerine aktarildi ve hacim destile suyla 1 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her
bir tipe 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 karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi.

Cozeltinin st fazindan 2,5 mL alindi ve bunun iizerinede 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 igin iSe numune yerine su
kullanildi.

3.2.7. Kuprak metoduna gore idirgeme kuvveti tayini

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin kuprik iyonu (Cu®") indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslarinin
(2006) kullandigr Cuprak metoduna gore yapildi. Bunu i¢in deney tiiplerine 0,01
M’lik 0,25 mL CuCl; ¢ozeltisi ilave edildi.

Bunun iizerine 0,25 mL 7,5X1073 M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 0,25 mL
IM’lik amonyum asetat tamponu aktarildi. Cozelti karistirildiktan sonra farkli
konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL) Teucrium chamaedrys L. ve Achillea
biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol ekstreleri ve standartlar ilave edildi. Yarim
saatlik bir inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Reaksiyon
karisimmin artan absorbansi artan kuprik iyon (Cu®) indirgeme kapasitesini

gostermektedir.
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3.2.8. DPPHs Serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois metoduna gore yapildi (1958). Serbest radikal
olarak DPPH’1n 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 10, 20 ve 30
ug mL™* konsantrasyonlarinda ¢6zelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve
toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde destile etanol ile tamamlandi. Daha sonra her
bir numune tiipiine stok DPPHe ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. 30 dakika oda
sicakligr ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore karsi 517 nm’de
absorbanslar1 kaydedildi. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPHs ¢6zeltisi
kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPHe ¢Ozeltisi miktarini yani serbest

radikal giderme aktivitesini verdi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Arastirma Bulgular

4.1.1. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini bulgular:

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktarini tespit i¢in standart fenolik

bilesik olarak kullanilan galik asitin agik yapisi Sekil 11.” de goriilmektedir.

HO OH

OH

Gallik asit

Sekil 11. Standart bir fenolik bilesik olan ve ayn1 zamanda kuvvetli antioksidan olan
gallik asitin agik yapis1 (Koksal, 2007).

Bunun i¢in oncelikle gallik asitten standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiilden de yine her iki ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar
gallik asit ekivalent (GAE) olarak hesaplandi (r* 0,9681). Bu amagla hazirlanan
standart gallik asit grafigi Sekil 12.” de verilmistir.

Absorbans;sonm) = 0,0026 x [Gallik asit]
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Sekil 12. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini i¢in gallik asit ile hazirlanan standart
grafik

4.1.2. Toplam flavonoit bilesik miktar tayini bulgular:

Sekil 13.” de agik yapisi verilen ve bir¢ok ¢alismada standart antioksidan olarak
kullanilan kuersetin (Biiyiikokuroglu vd., 2001; Giilgin, 2002; Giilgin vd., 2004)
caligmamizda standart flavonoit olarak kullanildi  (Tirkoglu vd.,  2006).
Flavonoidler iki fenil halksinin propan zinciri ile birlesmesinden meydana gelen

difenil propan yapisindaki fenolik bilesiklerdir.

Kuersetin

Sekil 13. Standart bir antioksidan olan kuersetinin agik yapisi (Kdksal, 2007).
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Flavonoitler antioksidan Ozellige sahip olup, kroner kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok
hastaligi onleyen onemli bir dogal bilesik gurubudur. Bitkilerden elde edilen
flavonoitlerin UV 1gmlarim1 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 gibi kanserli hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip

oldugu (Benavente-Garcia et al., 1997) tespit edilmistir.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinden elde edilen
etanol ekstresinde bulunan toplam flavonoit bilesik miktar1 i¢in oncelikle kuersetin
standart olarak kullanilarak bir standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiil yardimiyla ekstrede bulunan toplam flavonoit miktar1 kuersetin
ekivalent (QE) olarak hesaplandi (r*: 0,9836). Bu amagcla hazirlanan standart galik
asit grafigi Sekil 14.” de verilmistir.

Absorbansgaisnm) = 0,0133 x [Kuersetin]

y =0,0133x
R2=0,9836 °
0,6 -
z
04
%
sl
s
20,2

0 < T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Kuersetin (ug mL1)

Sekil 14.10-50 pg arasinda kuarsetin kullanilarak toplam flavonoit miktari tayini i¢in

hazirlanan kuersetinin standart grafigi
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4.1.3. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite bulgulari

Calismada kullanilan Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan.
bitkilerinin etanol ekstrelerinden antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna
gore belirlendi. Toplam antioksidan aktivite tayini icin 30 pg mL™ konsantrasyonlari
kullanildi. Sekil 15. de goriildiigii gibi Teucrium chamaedrys L. ve Achillea
biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol ekstrelerinin birbirine yakin fakat standart
antioksidan olarak kullanilan a-tokoferol ve trolokstan daha az total antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica bitkilerden Teucrium chamaedrys
L.’in Achillea biebersteinii Afan.’a gore daha fazla total antioksidan aktivite

gosterdigi gozlemlenmistir.

—¢—Kontrol —O—Teucrium —&—Achillea —<—a-Tokoferol —k—Troloks

Absorbans (500nm)

Zaman (Saat)

Sekil 15. Teucrium chamaedrys L.ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin 30 pg mL™ deki konsantrasyonda toplam antioksidan aktivitesinin birer
standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
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4.1.4. Ferrik iyonlarmmi (Fe**) ferroz iyonlaria (Fe") indirgeme kuvveti ile ilgili

bulgular

Antioksidan caligmalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢dzeltisinin sar1
rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay:
farkli tonlardaki yesil renge doniismektedir (Gtilgin vd., 2006). Calismada kullanilan
Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinde indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile Teucrium chamaedrys
L.’in dogru orantili olarak arttigi goriilirken, Achillea biebersteinii A.’in demir
indirgeme aktivitesinin Teucrium chamaedrys L.’e gore daha az oldugu
belirlenmistir. Her iki ekstrenin indirgeme potansiyeli, farkli konsantrasyonlardaki
(10-30 pug mL™Y) ¢ozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari dlgiilerek belirlenmistir.
Sekil 16.’dan goriilebilecegi gibi Achillea biebersteinii A., Teucrium chamaedrys L.
ve kullanilan standartlardan daha az indirgeme potansiyeli gostermistir. Teucrium
chamaedrys L. trolokstan az, o-tokoferol ile ¢ok yakin degerlerde indirgeme

kapasitesi gostermistir.

——Achillea —— Teucrium —=—a-Tokoferol —#—Troloks
0,8 -

Absorbans (700 nm)

0 T T T 1
0 10 20 30

Konsantrosyon (ug mL1)

Sekil 16. Teucrium chamaedrys L.ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) indirgeme kuvvetlerinin
birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
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4.1.5. Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti bulgulari

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin  kuprik iyonlarm1 (Cu?") indirgeme kapasitesi ekstrelerin artan
konsantrasyonu ile artmistir. Teucrium chamaedrys L.’in indirgeme giicii standart
antioksidan bilesik olan troloks’dan az, o-tokoferol’den ise yiiksektir. Achillea
biebersteinii Afan.’in ise indirgeme giicli, Teucrium chamaedrys L. ve standart
antioksidan bilesiklere gore daha az ve dolayisiyla antioksidan 6zelliginin daha

diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

Her iki ekstrenin kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme kapasitesi farkl
konsantrasyondaki (10-30 ng mL™) cozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar
olgiilerek belirlenmistir (Sekil 17).

—o—Achillea —O— Teucrium ——Troloks —<— a- Tokoferol
0,6 A
E
=
é 0,4 A
g
]
S /,E////Q
20,2
0 I T T 1
0 10 20 30

Konsantrosyon (ug mL™)

Sekil 17. Teucrium chamaedrys L.ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) kuprik iyonlarin (Cu?)
indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile
karsilastirmasi
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4.1.6. DPPH?- serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin, DPPH« serbest
radikalini giderme aktivitesini tesbiti i¢in yapilan ¢alismada BHT, a-tokoferol ve

troloks gibi standart antioksidan bilesikleri kullanilmistir.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin, DPPH serbest
radikalinin giderilmesinde (Sekil 18) farkli etki gostermislerdir. DPPH serbest
radikalini, Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan.’in etanol
ekstreleri standartlara gore daha az fakat standartlara yakin miktarlarda giderdikleri
gozlemlenmistir (Sekil 19). Bununla birlikte Teucrium chamaedrys L.’in Achillea
biebersteinii Afan.’a gore daha fazla miktarda DPPH serbest radikali giderdigi

belirlenmistir.
( N\
NO, NO,
0,N NO, 0N NO,
Ne N-H
| . (AH), , | L (A,
: | : ©N©
DPHPHe DPPH-H

Sekil 18. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Giilgin, 2002).
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Absorbans ( 517 nm)

—— Achillea —0— Teucrium —— a-Tokoferol —<—Troloks —¥—BHT
0,6 T T 1
0 10 20 30

Konsantrosyon (ug mL1)

Sekil 19. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg mL™) DPPH serbest radikallerini
giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol, troloks ve BHT
ile karsilagtirmasi

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol ekstreleri
ile standart antioksidanlar 30 pg mL™ konsantrasyonunda sirasiyla su sekilde DPPH
radikali giderme aktivitesi sergilediler: Teucrium chamaedrys L. %27, Achillea
biebersteinii Afan., %22.3, a-tokoferol %35,8, troloks %51,4. Bulgulardan da
anlagildig: gibi Teucrium chamaedrys L.’in Achillea biebersteinii Afan.’a gore daha

yiiksek DPPH radikali giderme aktivitesi sergiledigi gozlendi.
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4.2. Tartisma

Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, onlarin biyofonksiyonlariyla yakindan ilgilidir.
Kronik hastaliklarin, DNA hasarlarinin, mutasyonlarin, karsinogenezin azaltilmasi,
patojenik bakteriyel gelisiminin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde serbest radiakal
gelisiminin sonlandirilmasiyla yakindan ilgili oldugu bilinmektedir (Zhu et al.,
2002).

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin antioksidan ve antiradikal 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda ferrik
tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite, Fe**-Fe®* transformasyonu
metoduna gore indirgeme kapasitesi, kuprak metoduna gore kuprik iyonlarini (Cu®")
kiiproz iyonlarma (Cu®) indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi, farkli biyoanalitik metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ayri ayri
belirlendi. Kullanilan antioksidan ve antiradikal yontemlerde bulunan aktiviteler
kozmetik ve gida sanayinde yaygin olarak kullanilan o-tokoferol ve onun suda

¢ozlinen bir analogu olan troloks ile mukayese edildi.

Fenolik bilesikler 6zellikle flavonoitler hidroksil guruplarinda bulunan hidrojenlerini
kolaylikla verebilirler. Ciinkii fenolik bilesiklerdeki oksijen ile hidrojen arasindaki
bag, olusacak fenol radikalinin rezonans kararliligindan dolayr kolaylikla homolitik
olarak parcalanabilir ve bodylece iizerinde bir tane elektron bulunduran hidrojen
kolaylikla verilebilir. Lipit peroksidasyonu, gida maddelerinin islenmesinde ve
muhafazasinda énemli bir sorun olusturmaktadir. Yaglarda ve yaglh yiyeceklerde
sadece yiyecekleri bozmakla kalmaz, aym1 zamanda kansere, mutasyonlara ve
yaglanmaya sebep olan peroksi (ROOe) 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 koparmastyla olusan radikalin ¢ift bagin
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konjugasyonuyla kararli hale getirmesi ve bdylece de hidrojenin daha kolay
koparilmasina sebep olmasindan dolayi, otooksidasyona daha yatkindirlar (Halliwell

ve Gutteridge, 1989).

Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan kapasite biyoaktif bilesenleri
i¢in en ¢ok kullanilan antioksidan parameterlerden biridir. Ferrik tiyosiyonat metodu,
lipit peroksidasyonu boyunca meydana gelen peroksitin miktarint 6lger. Bu analizde,
hava oksijeni tarafindan oksitlenen ve emiilsiyonda linoleik asitin peroksidasyonu
sonucu olusan hidroperoksitler dolayl1 olarak 6l¢iiliir. Bu metodun esasi, linoleik asit
emiilsiyonunun oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksitin spektrofotometrik olarak

500 nm’de ol¢iilmesine dayanir. Yiiksek absorbans, peroksidasiyon sonucu olusan

2+, 3+7e

peroksit miktarinin fazlaligin1 gosterir. Olusan hidroperoksit ise Fe*’yi Fe
yiikseltger. Daha sonra Fe**, ilave edilen tiyosiyanat ile kompleks olusturarak 500

nm’de maksimum absorbans verir.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesinde oldugu gibi indirgeme kapasitesinde de
artan konsantrasyona bagli olarak Teucrium chamaedrys L.’in Achillea biebersteinii
Afan.’a gore daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. ilk
bakista oksidasyonun indirgeme giicii yliksek olan ekstrelerce daha kuvvetli bir
sekilde bastirilacag: diisiiniilebilir. Indirgeme giicii bir bilesigin antioksidan aktivite
sergilemesinde 6nemli bir faktordir (Meir et al., 1995). Ancak herhangi bir saf
maddenin antioksidan &zelligi farkli mekanizmalar iizerinden gidebilir. Ornegin,
oksidasyonun ge¢is metalleri tarafindan hizlandirildigi bir sistemde, antioksidan
bilesigin indirgeme giicii antioksidan 6zellik yo6niinden onemli degildir. In vivo

olarak serbest demir ve bakirin varligi kontrol edilebilmektedir.

Demir iyonlar barsaklar tarafindan emilir ve transferin proteinleri tarafindan ferrik
iyonlari (Fe3+) formunda demir ihtiyaci olan hiicrelere tasinir ve ferrdz iyonlar (Fez+)
seklinde ferritin ve hemosiferin proteinlerinde depolanir. Spesifik olarak transferine

bagli olan demir iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarina katilmazlar. Fazla olan
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demir iyonlari ise birer “demir havuzu” olan ferritin ve hemosiferinde depolanirlar.
Insan plazmasinda bulunan bakirin biiyiik bir kismi serbest radikal reaksiyonlarmni
uyarmayan bir formda olup, seruplazmin proteinine baglh haldedir (Halliwell, 1994).
Bazi hemostatik durumlar degistiginde hidroksil radikali olusur (Chevion et al.,
1993). Doku hasarlar1 sonucu fagositlerin aktivasyonu veya lizis olmus hiicrelerden
gecis metal iyonlarinin yayilmasi sonucu serbest oksijen tiirleri olusabilmektedir. Bu
durum hiicre ve dolayisiyla doku hasarini daha da hizlandirir. Ornegin travmatik
beyin hasar1 sonucu demir iyonlarina bagl serbest radikalik reaksiyonlar meydana
gelebilir. Parkinson hastaligi, substantia nigrada mevcut hiicrelerin 6liimii sonucu
meydana gelmektedir. Demir iyonlart 6li hiicrelerin pargalanmasi sonucu acgiga
cikmaktadir. Boylece Parkinson hastaligina yakalanan hastalar oksidatif strese maruz
kalir. Bu durumda serbest radikalik reaksiyonlar muhtemelen substantia nigranin
dejenerasyonuna katkida bulunmaktadir. Bunun yanisira serbest oksijen radikalleri,
enzim ve proteinlerin yapilarinda bulunan amino asitlerin tiyol guruplarimi da

oksitleyerek deaktive ederler. Ayrica hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis

yag asitlerini de oksitleyerek hiicre hasarlarina da sebep olmaktadir (Koksal, 2007).

Son zamanlarda antioksidan aktivite gosteren bitkilerin gida ve beslenme
alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda oldukca fazla sayida calismalar yapildi. Bu
caligmalar halen yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin
birer antioksidan olan karotenoit, flavonoit ve fenolik bilesik i¢erigi bakimdan zengin
olmalari ve bu bilesiklerin herhangi bir yan etkiye sahip olmamalaridir (Kulkarni et
al., 2006). Siklikla kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin bazi yan
etkilerinin bulunmasindan sonra arastirmalar tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar
izerine yogunlasmustir (Giilgin vd., 2006a). Antioksidan aktivite tayin metodlart,
gida, farmasotik veya tibbi amacgh kullanilan bitkilerin veya onlardan saflagtirilan
biyolojik aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi
bakimindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amacgla toplam antioksidan
aktivite tayini, toplam indirgeme Kkapasitesinin arastirilmasi, DPPHe radikal
gidermesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin, 2005; Giilgin, 2006).
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Mevcut ¢alismada da bu metotlar kullanildi ve bulgular birer dogal ve standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks, BHT gibi antioksidan aktiviteleri bilinen

standart antioksidanlar ile karsilastirildi.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin antioksidan
aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan metodlarin g¢ogunda bitkinin Teucrium
chamaedrys L.’in standart antioksidan olarak kullanilan bilesiklere yakin aktivite
gosterdigi fakat Achillea biebersteinii Afan.’in ise standart bilesiklere gore daha

diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin birbirine yakin fakat standart antioksidan olarak kullanilan a-tokoferol
ve trolokstan daha az total antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bitkilerden Teucrium chamaedrys L.’in Achillea biebersteinii Afan.’a gore

daha fazla total antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Ayrica bitkilerin yapisinda bulunan fenolik ve flavonoid bilesiklerinin miktarlar
total olarak tespit edilmis ve elde edilen sonuglarin antioksidan aktivite tayin
sonuglar1 ile onemli bir korelasyon igerisinde oldugu goriilmiistiir. Bitkilerden
Teucrium chamaedrys L.’in  Achillea biebersteinii Afan.’a gére daha yiiksek fenolik

bilesik icerdigi belirlenmistir.

Bu calismamizin bitkilerin antioksidan ozelliklerinin incelenmesi arastirmalarina

katki saglayacak bir ¢alisma oldugu muhtemeldir.
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5. SONUC

Sonug olarak Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Calismamizda iyon indirgeme kapasitesi,
toplam antioksidan aktivite kapasitesi, DPPH serbest radikali giderme kapasitesi,

toplama fenolik ve flavonoit miktar1 gibi tesbitler yapilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin etanol
ekstrelerinin 1 mg’inda bulunan toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarinin
ekivalent olarak miktarlari.

Toplam fenolik bilesik Total flavonoid miktari
(ng GAE mg™" ekstre) (ng QE mg™ ekstre)
Teucrium
78,17 3,01
chamaedrys
Achillea
_ o 60,13 3,61
biebersteinii

Calisgmamizda yapilan iyon indirgeme kapasitesi, toplam antioksidan aktivite
kapasitesi, DPPH serbest radikali giderme kapasitesi, toplam fenolik ve flavonoit
miktart gibi yontemlerden. elde edilen bulgulardan, Teucrium chamaedrys L. ve
Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinin farkli antioksidan aktivite gosterdigi tesbit
edilmistir.. Teucrium chamaedrys L. ve Achillea biebersteinii Afan. bitkilerinden
Teucrium chamaedrys L.’mm yiiksek antioksidan aktivite gosterirken Achillea
biebersteinii Afan.’in Teucrium chamaedrys L.’e gore daha az antioksidan aktivite
gosterdigi yapilan Ol¢iimler sonucu ortaya konmustur. Bu sonuca paralel olarak
Achillea biebersteinii Afan.’in total fenolik bilesik icerigi Teucrium chamaedrys L.’e
gore daha az olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ fenolik yapilarin antioksidan 6zellik

gostermesi bakimindan anlamlidir.
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