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OZET

Git gide artan diinya niifusu, sehirlesme, stres, endiistriyel kirlilikler, hazir gidalar ve
gidalarda kullanilan sentetik katki maddeleri kanser basta olmak iizere bir¢cok hastaligin
olusmasma ve ilerlemesine neden olmaktadir. Yapilan bir¢ok arastirma, bu hastaliklarin
olusumuna ve ilerlemesine organizmada ger¢eklesen kimyasal siireclerin, 6zellikle oksitlenme
reaksiyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin sebep oldugunu gostermistir. Gidalarda
kullanilan sentetik maddeler ve birgok c¢evresel etki serbest radikal olusumunu
tetiklemektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerle etkileserek onlarin zararh etkilerini yok
etmektedir. Antioksidan etkiye sahip maddelerin daha ¢ok, alifatik ve aromatik bilesik

olusturma yetenegine sahip bitkiler tarafindan tiretildigi kabul edilmektedir.

Eski caglardan beri gerek kirsal alanda gerekse sehirlerde, hastaliklarin tedavisinde ve
hastaliklardan korunmak igin ¢esitli bitki ve bitkisel ilaglardan yararlanilmaktadir. Ozellikle
eskiden beri kullanilan bu bitkilerin, etkin maddeleri ve antioksidan aktiviteleri
incelenmektedir. Bu arastirmalar tip, kozmetik ve gida sektdriinde sentetik antioksidanlar
yerine kullanilabilecek ve serbest radikallerin temizlenmesinde rol oynayan dogal

antioksidanlar {izerine ilgiyi artmis ve bu konudaki calismalara hiz verilmistir.

Bu calismada Asphodelus aestivus Brot. bitkisinden elde edilen su, etanol, metanol ve aseton
ekstrelerinden farkli parametreler caligilarak bitkinin antioksidan aktivitesinin incelenmesi
amaclandi. Bu amagla indirgeme giicli, metal selatlama kapasitesi, total antioksidan aktivitesi,

DPPH’ radikali, ABTS™ radikali, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit radikali, Hidroksil
radikali, DMPD" radikali ve NO radikali stipiirme aktiviteleri, antosiyanin, total klorofil ve

total karotenoid, total flavonoid ve prolin igerigi parametreleri calisildi. Her bir parametre
bazi1 standart antioksidanlarla (BHT, BHA, Askorbik asit, a-tokoferol ve Troloks)
karsilastirildi. Calisilan parametrelerde yapilan islemler materyal ve metot kisminda 6zetle
anlatildi. Elde edilen bulgular, sonuclar kisminda tablo ve sekiller yardimiyla agiklanarak bu

konuda 6nceden yapilmis ¢aligmalar ve literatiir destegiyle karsilastirilarak tartigildi.

Anahtar Sozciikler: serbest radikal, antioksidan, Asphodelus aestivus Brot.



ABSTRACT

The Investigation of Different Extracts From Asphodelus aestivus Brot.’s In Vitro

Antioxidant Activity

Gradually increasing world population, urbanization, stress, industrial pollution, fast food and
synthetic additives used in food cause many illnesses especially cancer occur and deteriorate.
Many researches carried out showed that the cause of these diseases’ occurrence and
deterioration are chemical operations taking place in organisms and especially free radicals
occurring as a result of oxidation reactions. Synthetic additives used in food and many
environmental effects trigger the formation of free radicals. Antioxidants remove harmful
effects of free radicals by interacting with them. It is accepted that substances having
antioxidant effects are mostly produced by herbs possessing aliphatic and aromatic compound

formation capability.

Since ancient times, various plant and herbal medicine have been utilized for treating diseases
and preventing them in both rural areas and cities. Especially, the active substances and
antioxidant activities of these plants utilized for long periods have been examined. These
researches have attracted more attention on natural antioxidants which can be used instead of
synthetic antioxidants and have a role in the refinement of free radicals in medicine, cosmetic

and food sector and have accelerated researches on this issue.

In this research, it is aimed to examine antioxidant activity by using varied parameters of
water, ethanol, methanol and acetone extracts produced by Asphodelus aestivus Brot herb.
With this aim we studied on parameters of reducing power, metal chelating capacity, total
antioxidant activity, DPPH" radical, ABTS™ radical, superoxide radical, hydrogen peroxide
radical, hydroxyl radical, DMPD"" radical, NO radicals scavenging activity, anthocyanin, total
chlorophyll, total carotenoid, total flavonoid content and proline analyses. They were
compared with some standard antioxidants (Troloks, BHT, BHA, Askorbik asit ve o-
tokoferol). Operations done in the studied parameters are explained briefly in material and
method section. Obtained findings are explained and discussed with tables and diagrams in

the results section with the support of the studies done before and literature.

Keywords: Free radicals, antioxidants, Asphodelus aestivus Brot.
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1. GIRIS

Bitkilerin tedavi edici &zellikleri, ilkel ¢aglardan beri bilinmekte ve kullanilmaktadir. Ilk
caglarda faydasi oldugu bilinen bazi bitkiler yaralarin iyilestirilmesi i¢in kullanilmistir.
Giliniimiizde ise hem kirsal alanda hem de sehirlerde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve
hastaliklardan korunmak i¢in tibbi tedavinin yani sira, bitkisel ilaglardan yararlanilmaktadir.
Bunun i¢in her bdlgeye ait geleneksel uygulamalar gelistirilmistir. Diinya Saglik Orgiitiiniin
1993 yili raporlarma gore; insanlarm % 80’inin geleneksel ilaglara giivendigi ve geleneksel
tedavilerin biiyilk bir kismini bitki Oziitlerini veya onlarin aktif bilesenleri kullanarak
yapildiklarini ilan etmistir. T1ibbi bitkilerle tedavi bir kiiltiir ve gelenege dayanmaktadir. Bu
nedenle halk ilact olarak kullanilan bitkiler lizerindeki arastirmalar 6nem kazanmus, bitkilerin
saglik acisindan faydalar1 ve bu konudaki arastirmalar giinden giine artmistir (Giirhan ve Ezer

2004).

Ilaglarin yan etkilerinin olmasi, insanlar1 daha az yan etkiye sahip oldugunu diisiindiikleri ve
antioksidan aktiviteye sahip olabilecek bitkilerle tedaviye yoneltmistir. Biyokimyasal ara
iriinler ve stres sonucu olusan serbest radikallerin; kanser, miyokard enfarktiis gibi bir¢cok
hastaliga neden oldugu tespit edilmis, ve dogal antioksidanlarin giinliik diyetle alinmasinin
hastaliklarin olusum riskini dénemli Slgiide azalttigi ortaya konmustur. Ozellikle bitkisel
metabolizmalardaki vitaminlerin ve ugucu yaglarin bilesimindeki terpenlerin antioksidan

aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur.

Bir¢ok arastirmada bazi bitki tiirlerinin kanseri ve kardiovaskiiler hastaliklar1 onledigi
bildirilmis, bu bitkilerin kimyasal bilesenlerine bakildiginda yiiksek diizeyde antioksidan

aktivite gosteren polifenoller, vitaminler gibi maddeleri bolca igerdikleri tespit edilmistir.

Bitkilerdeki antioksidan aktivite, ilk olarak 1950°lerde Chipault vd.’lerinin 32 baharat tiir{iniin
antioksidan aktivitesini arastirmasiyla baglamis, saglik agisindan Onemi anlasildik¢a bu

konudaki ilgi ve arastirmalar artmustir.

Bu calismada Liliaceae familyasindan Asphodelus aestivus (¢iris otu)’un antioksidan

aktivitesinin degerlendirmesi amag¢lanmistir.



2. SERBEST RADIKALLER

Bilindigi gibi atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis yoriingede bulunan
elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla bozulursa, momenti
dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiyiik bir aktiflik kazandirir. Dig
yoriingelerinde bir ya da daha fazla ¢iftlenmemis elektrona sahip, yiiklii veya yliksiiz, oldukca
reaktif ve stabil olmayan atomsal ya da molekiiler yapilara serbest radikaller denir (Altmisik,
2000, Halliwell 1991). Bu ciftlenmemis yapilarindan dolay: asir1 derecede reaktiftirler, bu

nedenle diger molekiillerle hizla reaksiyona girerek zarar verirler.

Organizmada, serbest radikallerin zararli etkilerini engelleyerek etkisizlestirilmesini saglayan
giiclii savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hiziyla etkisizlestirilme
hiz1 dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Ancak savunma
azalir da bu zararh bilesiklerin olusum hizi savunma giiciinii asarsa denge bozulur ve serbest
radikallere bagl zararl etkiler ortaya ¢ikar. Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar
oksidatif stres olarak tanimlanir, prooksidan-antioksidan dengenin prooksidan yoniine

degismesiyle karakterize edilir (Halliwell 1984, Amanvermez 1997).

Radikaller hiicre i¢inde, aerobik metabolizma sirasinda siirekli olusmakta ve belli patolojik
durumlarda iiretimleri artmaktadir. Stabil olmayan durumun yarattigi enerji, organik veya
inorganik kimyasallar, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve DNA gibi komsu molekiillerle
reaksiyona girerek serbestlesir. Serbest radikaller, dis yoriingelerindeki elektron agigini
reaksiyona girdigi komsu molekiilden alirken, elektronunu kaybeden komsu molekiil artik
kararsiz bir yap1 haline gecmis olur ve bdylece yeni bir serbest radikal olusmus olur.
Etkilesim boyle devam ederek siirekli serbest radikale doniisiime neden olan bir reaksiyon

zinciri (otokatalitik) baslar (Prior ve Cao, 2000).

Serbest radikaller, organizmada normal olarak meydana gelen metabolik olaylar (oksido-
rediiksiyon reaksiyonlar1) sirasinda olustugu gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir.
Bilesiklerin pargalanmasiyla, elektron kaybetmesiyle veya ilave elektron almasiyla serbest

radikaller olusurlar.

1.Kovalent bagli bir molekiiliin boliinmesi ve her par¢asinda elektronlardan birinin kalmasiyla



olusan homolitik boliinme ile;
XY —» Xe+Ye

2. Molekiiliin e” kaybetmesi, molekiiliin heterolitik boliinmesi ile;
X —» Xet+e

3.Molekiile e transferi ile olusmaktadir.

X+te —» X

2.1 Serbest Radikallerin Olusumu

Eslenmemis elektronlar biyolojik 6nemi olan pek ¢ok atomda bulunabilir, siilfiir, karbon,
hidrojen, nitrojen veya oksijen kaynakli olabilir. Diatomik oksijen iki tane eslenmemis
elektrona sahip oldugundan zaten bir radikal durumundadir veya molekiiler oksijen kolayca
bir elektron kazanarak siiperoksit (O,* ) radikaline doniismektedir. Biyolojik sistemlerde
onemli radikallerin ¢ogu oksijene dayamir. Ozellikle hasta veya yash hiicrelerde radikal

uretimi artmaktadir.

Serbest radikal olusumunu etkileyen bir¢ok ¢evresel veya metabolik faktorler bulunmaktadir.

2.1.1 Serbest radikal olusumunu etkileyen endojen faktorler:

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin cesitli basamaklarinda serbest
radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin organizmaya
zarar verme potansiyelleri olsa da, metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in bunlarin olugmas1

kaginilmazdir.

e Mitokondrideki elektron transport zinciri reaksiyonlari,

e Endoplazmik retikulum (ER) ’daki oksidaz reaksiyonlari,

e Ksantin oksidaz, dopamin B-hidroksilaz, D-amino asid oksidaz, iirat oksidaz gibi
enzimlerin reaksiyonlart,

e Hiicre zincirine bagli NADPH oksidaz, prostaglandin (PG) sentezi ve
lipooksijenazlarm etkinligi,

e Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar temel kaynaklardir.

e Hayvan hiicrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi baz1
bilesiklerin otooksidasyonu da siiperoksit radikalinin bir baska kaynagidir.



2.1.2 Serbest radikal olusumunu etkileyen eksojen faktorler:

Eksojen faktorler yapilan bazi yanlislar, hastaliklar veya cevre kirliliginden kaynakli

olabilmektedir.
¢ Bilingsiz yapilan asir1 veya yetersiz fiziksel egzersiz,
e Agsiri stres altinda kalmak,
e Hiicrelerin yaglanmasi,
e Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (damar tikanikligi, kanser, kronik inflamasyon,

iskemi gibi)

e Diyetsel antioksidanlarin saglanmasmi olumsuz etkileyen kosullar (diyet, istahsizlik,
kolestaz, malabsorbsiyon vs.)

e Diyetsel yanliglar; asir1 alkol tiiketimi, doymus yag asitlerince zengin beslenme,
hayvansal proteinlerce zengin beslenme, asir1 kalorili beslenme, asir1 demir ve bakir
almmasi, koruyucu katki maddelerinin asir1 tiikketilmesi, az miktarda sebze ve meyve
tiikketilmesi, yiyeceklerin uygun olmayan kosullarda iiretilmesi ve saklanmasi, yanlis
yemek pisirme teknikleridir.

e (evresel etkenler; sigara dumani, hava kirliligine (O3, NO,, SO,) maruz kalmak, ¢evre
kirleticileri (Endiistri atiklari, Asbest, Pestisitler), uv 1smnlari, radyasyon ve
kimyasallardir (kozmetik).

e llaclar; antikanser ilaclar (Adriamisin vs.), Glutatyon (GSH) tiiketen ilaglar
(asetaminofen, kokain vs.) gibi.

Cevreden alinan toksik maddeler hiicrede serbest radikal iiretimini arttirmaktadir. Bu toksik
maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasimni

saglayan antioksidan aktiviteyi diisiirtirler.

1. Alman toksik maddenin kendisi serbest radikal olabilir. Ornegin kirli havadaki azot dioksit

(NO;*) gazi, bu gaz lipid peroksidasyonu baslaticisidir.

Lipid-H + NO,» —» Lipide + HNO,

2. Toksik madde serbest radikale metabolize olarak zararli etki gostebilir. Kuru temizlemede
kullanilan karbon tetrakloriir (CCly), Endoplazmik retikulum (ER)’daki sitokrom p450
tarafindan triklorometil serbest radikaline (CClz*) doniistiiriiliir. Triklorometil serbest radikali

de molekiiler oksijenle (O,) etkileserek peroksil serbest radikali(CCl30,¢) olusturur.



CcCl, 0 CCle+CI

CCle* + O, —» CCLOye

3.Toksik maddenin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelebilir.

4. Toksik madde antioksidan aktiviteyi diisiirebilir. Ornegin; Parasetamol, karacigerde
sitokrom p450 tarafindan iiretilen glutatyonla reaksiyona giren bir iiriin olusturarak, sonugta

glutatyonun miktarini azaltir.

2.2 Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi

2.2.1 Reaktif oksijen tiirleri

Cizelge 2.1 Reaktif oksijen tiirleri ve formiilleri

Radikaller Formiili Nonradikaller Formiili

. . L : H,0,
Stiperoksit O,° Hidrojen peroksit
Hidroksi OH- Hipokloroz asit HOCI

) i . HOBr

Peroksi ROO- Hipobromoz asit
Alkoksi RO- Ozon O3
Hidroperoksi HOOQO- Singlet oksijen 'Ag 'O,




2.2.2 Reaktif azot tiirleri

Cizelge 2.2 Reaktif azot tiirleri ve formiilleri

Radikaller Formiili Nonradikaller Formiili

Nitrik oksit NO- Nitrdz asit HNO;

Azot dioksit NOO- Nitrozil katyonu NO"
Nitroksi anyonu NO
Diazot tetraoksit N2Oy4
Peroksinitrit ONOO

Peroksinitroz asit ONOOH

Nitronyum katyonu | NO,"

Alkilperoksi nitritler | ROONO

2.3 Oksijen Kaynakh Radikaller

2.3.1 Siiperoksit Radikali (O;°)

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin baglica kaynagi oksijendir. Metabolizmada
molekiiler oksijenin %981 oksidazlar yoluyla suya indirgerken kalan %2’lik kisim oksijenaz

yoluyla potansiyel toksik reaktiflere doniistiiriiliir.

O, hem cevresel etkenlerle, hem de organizmadaki enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarla en ¢ok olusan radikaldir. Diger radikallerin olusmasi O,* radikallerinin
birikmesine baglidir. Oksijen radikallerinin fazla birikiminin neden oldugu etkilerin toplami
oksidatif stres olarak adlandirilir. O, radikali hem oksidan hem de indirgendir, adrenalin,
dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler, sitokrom c’yi ise indirger. Molekiiler oksijenin
indirgenmesiyle olusan ilk iiriin siiperoksit (O,*) radikalidir ve ¢ok gii¢lii oksidan bir
molekiildiir. O, spontan dismutasyon reaksiyonuna ugrayarak H,O;’1 olusturur. H,O, gercek

bir serbest radikal olmamasma ragmen, hidroksil radikalinin (OH’) olusumuna yol



acabileceginden dolayr Onemli bir oksidandir. Ayrica mikrobiyal canlilar i¢in toksik
ozelliktedir. Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi ve

suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasiyla olusabilir. (Akkus, 1995)

Indirgeyici molekiiller oksijene e  verip kendileri oksitlenirken siiperoksit radikali olusmus
olur. Cesitli hidrogenaz ve oksidazlarm katalitik etkisiyle olusurlar. Mitokondrideki enerji
metabolizmasinda tiiketilen oksijenin %1-5’1 siiperokside doniigiir. Ayrica fagositik 16kositler
cok fazla siiperoksit iireterek fagozom icinde biriktirip, antibakteriyal savunma i¢in

kullanmaktadirlar.

2.3.2 Hidrojen Peroksit (H,O;) ve Hidroksil Radikali (OHe)

Sitoplazmadaki O,¢ in baslica kaynagi endoplazmik retikulum (ER)’daki detoksifikasyonu
saglayan sitokrom p450 enzim sistemdir. Cok toksik olmayan O,e, asil etkisini daha giicli
oksijen metabolitlerinin agiga ¢ikmasina yol acgarak gosterir. O,* indirgenmesiyle H,O,
olusur. H,O;‘in toksisitesinin biiyliik ¢ogunlugu, OHe radikali olusturma potansiyelinden
kaynaklanmaktadir. H,O, membranlar1 kolaylikla gegebilme 6zelligi ve gecis metallerinin (Fe
/ Cu) veya Oe radikallerinin katalizor etkisiyle giiclii oksijen radikallerinin (OHe) ortaya
ctkmasma yol agmaktadir (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari). Hidroksil radikali, son
derece reaktif oksidan bir radikaldir. Yarilanma omrii ¢ok kisa oldugundan, olustugu yerde

oksidatif hasara sebep olmaktadir (Akkus 1995).

0, + Fe™* — 0, + Fe'™?

H202+ Fe+2 Fenton reaksiyonu ;()H° + OH‘ + Fe+3

H202 + 02. Haber-Weiss reaks1yonu=OH. + OH_+ 02

OHe radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere hemen
hemen biitlin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OHe radikali DNA da
bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek c¢esitli iirtinler olusturdugu ve bu olusan

driinlerin bazilarmin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica aromatik halkali yapilara



katilma ozelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarmna
katillarak radikal olusturabilmektedirler. Bu gibi reaksiyonlara katilabilen OHe radikali
DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarna neden
olabilmektedir. Olusan hasar ¢ok biiyiik boyutta olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan

tamir edilemeyebilir, sonucunda mutasyonlar veya hiicre 6liimleri meydana gelebilmektedir.

Hidroksil radikali, tim bu reaksiyonlarin yani swra tioller ve yag asitleri gibi degisik

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusumuna sebep olabilir.

R-SH+ OH" —»RS- + H,O

-CH2- +OH"—— -CHe- +H,0

Molekiiler oksijen ideal terminal elektron akseptoriidiir ve elektronlara karsi yiiksek afiniteye
sahiptir. Diger giiclii elektron akseptorlerinin aksine bir katalizorle aktive edilmedikce ¢ok

yavas reaksiyon verir.

Stiperoksit radikalinin temizlenmesinde en etkili antioksidan Siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimidir, bunun yaninda glutatyon, flavonoidler ve ¢esitli polifenoller de etkilidir.

Singlet oksijen (‘0,), ortaklanmamus elektronu olmadigindan radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlariyla olustugu gibi serbest radikal reaksiyonlarini

baslatma 6zeligine sahiptir.

2.4 Azot Kaynakh Radikaller

2.4.1 Nitrik oksit radikali (NOe)

Azot monoksit olarak da adlandirilan NO, son derece toksik ve renksiz bir gazdir. Lipofilik
ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukc¢a stabildir. NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikl,
biyoaktif memeli hiicresi sekresyon {irtiniidiir. Diisiik dozlarda toksik degildir ve cok 6nemli

fizyolojik islevleri gerceklestirir.



NO’in sitoplazmik guanilat siklaz enzimini aktive ettigi ve diiz damar kaslarinda gevsemeye
neden oldugu 1970’11 yillarin sonlarindan beri bilinmektedir. Konak savunmasi ve immuniteyi
etkiledigi gibi kan damar tonusu ve noronal ileti de dahil bir ¢ok fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica NO, sinir sistemi morfogenezinde ve sinapslarin
sekillenmesinde rol oynar, nérotransmitter salim ve gen ekspresyonunu diizenler. NO’in asir1
iiretilmesi halindeyse, ¢esitli sinir sistemi hastaliklarinda 6nemli norotoksin olarak karsimiza

cikmaktadir.

Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda veya memeli dokularinda L-
argininden L-citrulin olusurken, nitrik oksit sentaz enziminin aktivitesiyle NO acgiga

cikmaktadir.

Reaktivitesi diisiik olmasina karsin Fe, Cu, Co gibi metal iceren molekiiller veya serbest
radikallerle hizla tepkimeye girmektedir. Osidatif fosforilasyonda ubikinonrediiktaz,
glikolizde gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, TCA siklusunda cis-akonitaz gibi Fe iceren
enzimleri inhibe etmektedir. Bu yiizden NO, diisilk konsantrasyonda metabolizma ig¢in
koruyucu ve regiilator etkilere sahip, yiiksek konsantrasyonda ise oksijenle hizli sekilde

reaksiyona girmekte, olusan reaktif tirlinler ise biyomolekiillere zarar vermektedir.

0y* + NO» — ONOO (peroksinitritin)

Peroksinitritin direkt olarak proteinlerde hasar olusturur ve parcalanmasiyla nitronyum iyonu
(NO;"), nitrojen dioksit gaz1 ve OHe gibi toksik etkili bilesikler olusur. Yani nitrik oksitin
toksisitesi O,* bagl ve peroksinitritinden kaynaklanmaktadir. (Altinigik 2000)

Metabolizmada oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOj3) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir.

Peroksinitrit radikalini temizleme aktivitesi lizerinde yapilan ¢alismalarda; flavonoidler,
katesinler, hidroksiguanidinler, indirgenmis nikotinamid niikleotidi (NADPH) ve lirik asidin

etkili oldugu goriilmiistiir.
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2.5 Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri ve Lipid Peroksidasyonu

Biyolojik sistemlerde poliansatiire yag asitlerinin serbest radikallerle oksidasyonu lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu reaksiyonlar zinciri olup, daha ileri
peroksidasyonu baslatan serbest radikal kaynagidir. Serbest radikallerin sebep oldugu toksik
etkinin gostergesi olarak, lipid peroksidlerinin diizeyleri Ol¢iilerek oksidan radikal hasari

belirlenir.
Lipid peroksidasyonu, ii¢ fazdan olusur;
1.Baslangig;

Serbest radikalin etkisiyle poliansatiire yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu ¢ikarilmasi ile
yag asidi zincirinin lipid radikal 6zelligi kazanmasiyla zincir reaksiyon baslar. Biyolojik
sistemlerde lipid peroksidasyonunu baslatan bu radikalin siiperoksit anyonu ile hidroksil
radikali oldugu kabul edilmektedir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve molekiiler
bir dizi degisiklige ugrar.

Xe+LH —» XH+Le

2.Yayilma;

Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarmim degigsmesiyle dien konjugatlar1 ve daha sonra lipid
radikalinin molekiiler oksijenle (O;) reaksiyonu sonucu lipid peroksit radikalini olusturur.
Olusan peroksit radikali (LOO¢) de zar yapisindaki diger yag asitleriyle reaksiyonlasarak yeni
lipid radikallerinin (Le) olugmasina yol agarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarmni
alarak lipid hidroperoksidlerine doniismektedir. Yeni olusan lipid radikali tekrar bir oksijen
molekiiliiyle birleserek peroksit radikali olusturur ve tiim reaksiyonlar zincirleme sekilde

devam eder.

Lipid hidroperoksitlerin par¢alanmasiyla da lipid alkoksi radikalleri gibi ¢esitli toksik tirtinler
(alkoller, ketonlar, aldehitler, eterler) ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda lipid

peroksidasyonunun miktar tayini, parcalanmayla olusan gazlarin (etan, biitan, pentan) soluk
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havasinda belirlenmesiyle yapilmaktadir (Amanvermez 1997).

L++0O, —» LOO-

LOOs+LH — > L+ LOOH

3.Sonlanma;

LOO+ + LOO*— LOOOOL
LOOOOL ——radikal olmayan iriinler + O,

Membran hasarinin nasil onarildigi konusu tam olarak agiklanamamustir. Fakat 6n goriilen
mekanizma su sekilde gerceklesmektedir; fosfolipaz A enzimi peroksitlenmis yag asitlerini
membrandan hidroliz eder, bdylece peroksitlerin radikallere yikimini Onler ve hasarh

membran fosfolipidlerini temizler.

Lipid peroksidasyonu farkli yollarla hiicre hasar1 olusturmaktadir. Ornegin, zar lipid yapisinda
degisikliklerle islevinin bozulmasina sebep olmakta, olusan radikallerin enzim ve hiicre
bilesenlerini etkilemesiyle zarar vermekte ve son iiriinlerin (aldehitler vs.) toksik etkilere
sebep olmasiyla da hasar olusturmaktadir. Peroksidler, lipid hidroperoksidler ve aldehitler
dogrudan membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler de diger hiicre bilesenlerine
zarar vermektedir. Bu tiir zararlariyla lipid peroksidasyon indikatdrleri, bir¢ok hastaliga ve
doku hasarina sebep olabilirler. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi sebebiyle olusan

reaksiyonlar membran bilesenlerine zarar vererek, mozaik yapisini ve permeabilitesini etkiler.

Lipid peroksidasyonu, membran deformasyonuna, membranin elektrofizyolojik 6zelliklerine,
reseptor yapilarina, Na-K ATPaz’in ATP’ye afinitesini modifiye etmesine ve biyokimyasal
ozelliklerin bozulmasina sebep oldugu ortaya ¢ikmistir. Membran lipid peroksidasyonu
serbest radikal kaynaklar1 ile stimule edilmekte ve redoks yapan metallerin (Fe, Cu)

varliginda artmaktadir.
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2.6 Radikallerin etkileri

Patolojik durumlarda normalden fazla miktarda radikal olusturulmasi veya organizmanin
antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest radikaller hiicrenin ¢esitli bilesenleri
ve hiicre dis1 makromolekiillerle etkileserek hiicrede yapisal veya fonksiyonel bozukluga
neden olmaktadir. Radikaller oksidatif ataga meyilli olan niikleik asidler ve deoksiriboniikleik
asit (DNA), aminoasitler, proteinler (enzimler ve kollajen), karbonhidratlar,
norotransmitterler, hiicre membran bilesenleri (yag asidleri, lipidler) gibi biitiin hiicre

elemanlarinda hasara yol agmaktadir.

Serbest radikallerin yol actiklar1 tahribatlar;

e DNA tahribati,

e Niikleotid yapili ko-enzimlerin yikimu,

e Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmin bozulmasi, (hiicre ortaminin

tiol/disiilfid oraninin degismesi)

Protein ve lipidlerde kovalent baglar

Enzim aktiviteleri ve lipid metabolizmasmdaki degisiklikler,

Mukopolisakkaritlerin yikima,

Proteinlerin tahrip olmasi1 ve protein turnoverinin artmast,

Lipid peroksidasyonuyla zar yapist ve fonksiyonunun degisimi, metabolit ve iyon

transportunda bozulma,

Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi

e Steroid ve yaslhlik pigmentlerinin birikimi

e Kollajen ve elastin gibi uzun Omirli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon
reaksiyonlarinin bozularak kapilerdeki aterofibrotik degisikliklerin olugsmasi.

Cizelge 2.3 Reaktif oksijen kaynaklarinin neden olduklar: hasarlar ve hastaliklarla iligkisi.

ROU’nin Kaynaklan Oksidatif Hasar : Tigkili Hastaliklar (?):
Elekt Trans.Z. akfive olmus _g Niikleik asitler Yaglanma, katarakt,
16kositler ve makrofajlar; g —> (DNA, RNA)———>» aterosklerozis, belirli
enzimler, ksenobiyotikler, — {21 3y Lipidler > kanser tipleri, reperflizyon
daclar O,, SO,, Nitrik oksitler, g Proteinler hasar inflamasyon-immun
X-ray, UV,Ps vb. =] Karbonhidratlar injuriler / otoimmn

hastaliklar vb.
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2.7 Radikal tepkimelerinin sona ermesi

Olusan radikallerin antioksidanlarla indirgenmesi (detoksifikasyon), radikallerin birbirleriyle
tepkimeye girmesi veya ortamda tepkimeye girecek bilesik kalmamasiyla radikal tepkimeler

sona ermektedir.
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3. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyen, serbest radikallerle reaksiyona
girerek oto-oksidasyon veya peroksidasyonun ilerlemesini ve zarar vermesini Onleyen

kimyasal maddelerdir.

Antioksidanlarm en 6nemli 6zelligi, kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri notralize

etmeleri ve bu sirada elektronlarini kaybetseler de radikal haline gelmemeleridir.
Antioksidan savunma 4 sekilde etki eder,

1) Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, onlar1 tutma veya daha zayif yeni

molekiile ¢evirmesiyle etki eder. Orn: Antioksidan enzimler.

2) Bastirict etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azalatrak veya inaktif sekle doniistiirerek etki eder. Orn: Vitaminler,

flavanoidler.

3) Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak, olusturduklar1 zincir
reaksiyonlarini kirip fonksiyonlarmni engelleyerek etki eder. Orn: Hemoglobin, seruloplazmin,

mineraller.
4) Onaric1 etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasiyla etki etmektedir.

Bir maddenin antioksidan olabilmesi sahip olmasi1 gereken 6zellikler;

e Antimutajenik olmalar1
e Antikarsinojenik olmalar1
e Antiaging olmalaridir.

3.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar viicut tarafindan tiretilebildikleri gibi disaridan gidalarla da alinabilirler.

Antioksidanlar1 oncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaglar) seklinde
siniflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen antioksidanlar
olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim olmayanlar seklinde

siniflandirilabilir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
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Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin, transferin ve miyoglobin ise
enzim olmayanlara Ornek olarak verilebilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve
etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre ici (intraseliiler), membranal ve hiicre

dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ smif altinda toplanabilirler.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin olan eksojen
antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C) ve folik asit
(folat) drnek olarak verilebilir. Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ornek olarak verilebilir. Gidalardaki yapay
antioksidanlar ise; butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianisol (BHA),
Troloks, sodyum benzoat ve propilgallattir.

ANTIOKSIDANLAR
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
/ \ BHT, BHA, Troloks,
cesitli selat olusturucu maddeler
Endojen Eksojen
/ \ E Vitamini
B-Karoten
Enzimatik Enzimatik olmayan  Askorbik Asit
SOD Glutatyon Flavonoidler
Katalaz Seriiloplazmin ~ Lutein
Glutatyon peroksidaz Ferritin
Glutatyon S transferazlar Bilirubin
Glutatyon rediiktaz Transferrin
Sitokrom oksidaz Laktoferrin
Urik asit
Albumin
Miyoglobin
Sistein
Metiyonin

Sekil 3.1 Antioksidanlarin smiflandirilmasi.
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3.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD dismutasyondan sorumlu olup, hiicre i¢i etkinlik gdsteren enzimatik bir antioksidandir.

Stiperoksit radikalleri (O,¢ ) agiga ciktig1 hiicre bolimiinden uzak noktalara rahatlikla difiize

olabilir. Ancak bu diflizyon SOD enzimi tarafindan sinirlandirilir.

Stiperoksit radikalinin H,O, ye dismutasyonunu katalizler. Cu, Zn, Mn aktivatorleridir.

Oy ¢ + Oyt 2}IJr &»HZOZ +0,

SOD enziminin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri, siiperoksit serbest
radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite
edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiirtilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen

kullanimi olan dokularda fazladir ve dokuda molekiiler O, artisiyla artar. SOD'm

ekstraselliiler aktivitesi ise ¢ok diistiktiir.

3.1.2 Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hiicre icerisinde olusan organik peroksit iirtinlerini (R,0,), katalaz ise

H,0,’in dismutasyonundan sorumlu, enzimatik antioksidanlardir.

Dokulara gére biyolojik onemleri ve aktiviteleri degismektedir. Ornegin; GSH-Px beyinde
yogun olarak bulunmakta, CAT ise yapisindaki Fe igerikli Hem-grubundan dolayi, kanda ve
eritrositlerin yogun olarak bulundugu kalp kasi, kemik iligi, bobrek ve karacigerde yogun
olarak bulunmaktadwr. Bu enzimler bulunduklar1 dokular1 radikallere karst koruyan

antioksidanlardir (Altmisik 2000).

Tim enzimlerin aktivitesi; serbest radikallerin sentez ve yikilma hizma, diyetle eser

elementlerin (Mn,Se,Fe,Zn,Cu) alinmasima baglhdir.
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Fe**

20, superok51t dismutaz H>,O, \\ j OH

2H+ 0,
H,0, ‘glutatyon peroksidaz glutatyon rediiktaz

atalaz H' NADPH"

2H20 + 02 2}IZO

Sekil 3.2 Enzimatik antioksidan sistemi (Altinigik 2000)

3.1.2.1 Katalaz

Solunum yapan tiim organizmalarda bulunan ve iki 6nemli fonksiyonu olan bir enzimdir.

1. Zehirsizlenme reaksiyonu; H,O,‘in olusum hizinin ytiksek oldugu durumlarda, H,O,’in O,

ve H,O’ya ayristirilmasiyla ortamdan uzaklastirma reaksiyonudur (katalitik tepkime),

2H,0, AT, 2H,0 + 0,

2. Peroksidaz aktivitesi; H,O,‘in olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda, peroksidin
parcalanmasiyla olusan metanol, etanol, formik asid veya fenollerin yiikseltgenmesi

reaksiyonudur.

ROOH + AH, _“*') H,0+ROH + A

Oksidatif hasara ¢cok kolay maruz kalan eritrosit gibi (hem ve Fe igeren) hiicrelerde CAT
aktivitesi ylksektir. CAT hidrojen peroksid, metil peroksid gibi kiiciik molekiillere etki

ederken lipid hidroperoksidlerine etki edemez.
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3.1.2.2 Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunan 4 selenyum atomu iceren, tetramerik yapidadir.
Diyetle alinan Se, enzim aktivitesini modifiye eder. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), H,O, ve
lipid peroksidlerin indirgenmis glutatyonu (GSH) harcayarak, su ve yiikseltgenmis GSSG

olusturmasini katalizleyen enzimdir.

2GSH + H,0, %™ GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH " GSSG + H,0O + ROH

Yiikseltgenen glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin etkisiyle tekrar indirgenmis
GSH’a doniistir. Bu reaksiyon pentoz fosfat yolunda tiretilen NADPH’lerine bagimlidir.

GSSG + NADPH + H —»2GSH + NADP"

Glutatyon (GSH), bilirubin, iirik asit, albumin, seruloplazmin, hemoglobin, ferritin de yine
endojen kaynakli fakat enzimatik olmayan antioksidanlardir, etkinliklerini hiicre iginde

gosterirler (Altinigik 2000).

Metabolik antioksidan savunma i¢in enzimatik antioksidan liretiminde artis olmasi beklenir.
Fakat bu savunma sistemlerinde yasa ve hiicre hasarina bagl olarak degisiklikler ve azalmalar

gozlenmektedir. Bundan dolay1 da disaridan antioksidan takviyesi yapmak sarttir.

Askorbik asit, a-tokoferol, 3-karoten ve polifenoller gibi maddeler hayvan metabolizmasinda
sentezlenmemekte, fakat bitkilerin sekonder metaboliti olarak liretilmektedir. Bu maddeler,
radikallerin  temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarmin  durdurulmasinda etkili

antioksidanlardir.

Radikal temizleme ve zincir reaksiyonlari durdurma 6zelligine sahip sentetik olarak dizayn

edilen antioksidanlar, giiniimiizde ilgi ¢ekmektedir. Troloks®, BHA ve BHT bunlardandir.

Sentetik antioksidanlar 20. yiizyilin baslarindan beri kullanilmaktaysa da yiiksek dozlarinin
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toksik oldugu ve kansere yol agabilecegini gosteren calismalar sonucunda bu tip
antioksidanlarin kullanimina smirlamalar getirilmistir. Bu durum dogal antioksidanlara

verilen onemi arttirmistir.

Bitkilerin sekonder metabolizma iiriinleri (fitokimyasallar) olarak sentezlenen molekiiller

mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere kars1 koruyucu 6zellikler tasirlar.

3.1.3 E vitamini (o -tokoferol)

a-Tokoferol, biyolojik olarak E vitamininin en aktif formudur. E vitamini, kimyasal yap1
itibari ile tokollerden biri olup, antisterilite vitamin olarak da bilinir. E vitamini yagda
¢oziinen Onemli bir antioksidandir. Ozellikle hiicre zarlari ve lipoproteinlerde onemli

antioksidan islevler gormektedir.

Oksijen radikallerini, lipid peroksidlerini, nitrikoksidleri notralize eden, zincir kirict en giiglii
antioksidandir. Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, vitamin E vasitasiyla
sonlandirilabilir. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. GSH-Px ile serbest radikallere karsi
birbirini tamamlayic1 etki gosterirler. GSH-Px olusan peroksitleri ortadan kaldirirken E

vitamini de peroksidlerin yapimini engeller.

Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan 6nce askorbik asit ve glutatyon tarafindan

yeniden indirgenebilmektedir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarla, E vitamini kardiyovaskiiler hastaliklarmn, bazi kanserlerin ve
kronik hastaliklarin olusum riskini azalttig1 belirlenmistir. Tokollerin (tokoferol ve
tokotrienol) farkli bilesikler1 E vitamini aktivitesi gostermekte, fakat en aktif formu a-
tokoferol olusturmaktadir. Gegmiste asil olarak a-tokoferol lizerinde yogunlasilmisken, bugiin
oteki tokoferoller ve tokotrienoller de ilgi ¢ekmektedir. Arastirmalar a-tokoferolden farkli

antioksidan fonksiyonlara sahip olduklarini1 gostermektedir.
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Sekil 3.3 o —Tokoferol (Vitamin E)

3.1.4 C Vitamini (askorbik asit)

C vitamini suda ¢oziinen ve diyetle alinan 6nemli bir antioksidandir. Serbest radikallerin,
makromolekiillerde (lipid, DNA), kardiyovaskiiler hastaliklar, fel¢, kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar ve katarakt dahil kronik hastaliklarda olusturdugu oksidatif hasarlarin olumsuz

etkisini azaltir (Singh vd. 2006).

Reaktif oksijen triinleriyle (O,e, OH've singlet oksijen) kolayca reaksiyona girerek onlari
etkisizlestirir. Suda ¢6zlinen bir vitamin olmasina karsin lipid peroksidasyonuna sebep olan
radikalleri de temizleyerek lipid ve zarlar1 oksidan hasara kars1 korur. E vitamini gibi zincir

kiric1 6zellige sahiptir.

Indirgeyici giicii yiiksek olmasindan dolay1 organizma igin dnemi biiyiiktiir. Askorbik asit
antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Fe i Fe"%e indirgeyen O,* disindaki en
giiclii hiicre i¢i molekiildiir. Bu 6zelliginden dolay1 vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin
onemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu etkisinin sadece
diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii, yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak

etki ettigi kaydedilmistir.
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Sekil 3.4 Askorbik asit ( vitamin C )

Bitkiler, mikroorganizlamar ve bazi hayvan tiirleri kendi askorbik asitlerini glukozdan
iretmektedir. Ancak insanlar, yarasalar, domuz ve insan benzeri primatlar C vitamininin
iretimi i¢in gerekli enzim sistemine sahip olmadigindan dolay1, bunu kendileri liretememekte

ve disaridan besinlerle almak zorundadirlar.

3.1.5 pB- Karoten

Karoten, fotosentez i¢in Onemli fotosentetik bir pigmenttir. Sogurdugu 15181 klorofile
aktararak fotosenteze katkida bulunur. Karotenler terpen yapida olup, sekiz izopren birimden
biyokimyasal olarak sentezlenirler. C4oHse formiillii, baslica iki izomeri vardir; a-karoten ve
B-karoten. P-karoten iki retinil gruptan olusur ve ince bagirsak mukozasinda B-karoten
dioksijenaz tarafindan yikima ugrayip, yagda ¢oziinen A vitaminine (retinol) doniistiiriiliir. -
karoten karacigerde depolanip gerekli oldugu zaman A vitaminine doniistiiriilebildiginden

dolay1 bir provitamin sayilmaktadir.

Sekil 3.5.1 B-karotenin yapist
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B-karoten biyolojik sistemlerde yaglarda c¢Ozlindiiglinden dolayr 6zellikle lipid
peroksidasyonunu Onleyen ve serbest radikallerin temizlenmesiyle hiicre zarmi koruyan
onemli bir antioksidandir. Ayrica peroksil radikallerini giderme kapasitesi olarak
disiiniildiigiinde B-karoten en yiiksek aktiviteye sahip antioksidanlardandir, bunu sirasiyla a-

tokoferol ve askorbik asit izlemektedir (Singh vd. 2006).

3 \M/(@\s\

N\

ROO*

Sekil 3.5.2 B-karotenin bir peroksi radikali ile reaksiyonlagsmas1 (Devlin, 1992)

3.1.6 Lutein

Lutein, yap1 olarak B-karotene ¢ok benzeyen bir karotenoiddir. Bitkilerde bulunan sar1 renkli
organik bir bilesiktir. Gidalara renk vermek amaciyla katki maddesi olarak kullanilir. Canlilar
tarafindan sar1 renkli besinlerle tiiketilir ve antioksidan aktiviteye sahiptir. Genellikle yag

asitleri ile kovalent bag halinde bulunur.



23

. .__..:"-\._ .__.l:H"l
& 'H."..-. 1 ]
= e T o e o - = e r o, .
. = "..\__.'" .:"...\__.-' Ml T A e T Hbu_."' :"-..\__."'-\.'\_"_'\.._\__.-' '\.__\_.\_\__.-' }q-.:
= gt
- =
IIE e -\.-"-. "-\.H

Sekil 3.6 Luteinin yapist

Lutein goz retinasinda gérmeden sorumlu merkezi, gdz mercegi ve makula (sar1 benek) adi
verilen bolgesinde yiiksek oranlarda bulunur. Hipoteze gore lutein bu bolgeyi yiiksek enerjili
15181 oksitlendirici etkisinden korur. Ayrica sar1 benekte lutein fazlaligi, yaslhilikta sar1 benek
tahribatiyla olan gérme problemi riskini azaltic1 etkisi vardir. Deneysel ¢alismalarda diyetle
zengin Lutein alimmin makula dejenerasyonu ve katarakt gibi ciddi goz hastaliklar: riskini
azathig1 anlagilmistir. Bunlarin yaninda singlet oksijenin olusturdugu serbest radikalleri inhibe
ederek kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma ve makula dejenerasyonu gibi hasarlari

azaltmaktadir. (Singh vd. 2006)

3.1.7 Fenolik Bilesikler

Bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil metabolizma {iriinleri olup, 0Ozellikle meyve ve
sebzelerdeki renk, tat ve kokudan sorumlu fitokimyasallardir. Bunlar serbest radikallere kars1
koruyucu, mikroorganizmalara karsi insektisit ve herbisit olarak rol oynarlar. Baslica

fitokimyasallar; fenolikleri, flavonoidleri ve karotenoidlerdir.

Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt bagh bir hidroksil grubu (-OH) igeren ve
bu hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli, zayif asidik, aromatik bilesiklerdir.
Fenolik bilesiklerin, indirgeyici ajan, hidrojen verici, singlet oksijen giderici ve metal
kelatlayic1 gibi redoks 6zelliklerinden dolayr yiiksek antioksidan aktivitesi bulunmaktadir.
Boylece antioksidan olarak, insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus serbest radikalleri
temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlama ve

otooksidasyonu onleme konusunda fenolik bilesikler oldukea etkilidirler (Ekinci 2008).

Bitkiler aleminde 6000'den fazla fenolik bilesigin veya polifenolik yapmin bilindigi

belirtilmektedir. Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilabilir.



24

Bunlar ¢ok dnemli antioksidanlar olup, bitkisel gidalarin tiikketilmesiyle, sagliga pozitif yonde

etki etmektedir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki tag kisminda bulunur ve antioksidan karaktere sahiptirler.
Baslica fenolik asitler gallik asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit gibi hidroksibenzoik

asitler ve ferulik asit, kafeik asit, kumarik asit gibi hidroksi sinnamik asitleri icerirler.

Flavonoidler ise, 0zellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin
(renk maddelerinin) Cs-Cs-Cs ¢atisina sahip olanlarina verilen addir. Flavonoidlerin timii Ce-
Cs3-Ce yapisindadir, ancak molekiildeki hidroksil (OH) grubu sayist ve dagilimi agisindan
farklidirlar. A halkas1 ii¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA (sinnamik asit)’dan
sentezlenirken, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid metabolik yolu {izerinden yine
glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasiyla,
bir bagka deyisle, icerdikleri C halkasindaki degisimlere gore alt1 ana alt gruba ayrilabilirler:

flavanonlar, flavonlar, flavonoller, antosiyanidinler, flavanlar, izoflavonoidler.

(2) (b)

Sekil 3.7.1 Flavonoidlerin temel yapis1 (a) ve bazi substituentleri (b)

Geleneksel tipta, son yirmi bes yilda flavonoidlere karsi ilgi artmis ve gergeklestirilen
calismalar sonucu flavonoidlerin yapilar1 ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir iligki
oldugu bulunmustur. Flavonoid yapisinda C-4" pozisyonunda hidroksil grubunun bulunmasi
antioksidan aktiviteyi artirirken, serbest 4’-OH grubunun metoksil grubu ile substitue olmasi

aktiviteyi onemli derecede azaltig1 anlasilmistir.
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Sekil 3.7.2 Flavonoidlerin kimyasal yapis1

Genel olarak, flavanonlar turunggil meyvelerde, flavonlar baharatlarda, izoflavonoidler
baklagillerde, antosiyanin ve katesinler meyvelerde, flavonoller tim meyve ve sebzelerde

bulunurlar.
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Flavonoller ve glikozitleri cogunlukla meyvelerin dig kisminda bulunur. En ¢ok bilinen
flavonoller kuersetin ve kaempferoldiir. Diyetimizdeki en 6nemli flavonoiddir ve 6zellikle
sogan ve ¢ayda bolca bulunur. Kuersetin, luteolin ve galangin yapilarindaki farkliliga ragmen
kuvvetli antioksidan olarak bilinirler. Kuersetin ve rutin lipoprotein oksidasyonunu inhibe
ederek, hiicreyi okside LDL’den gelen zarara kars1 korur. Kan damarlarinin hiicre aralarini

yapistirarak kanm damarm digma sizmasini 6nler.

Izoflavonoidler, dstrojenik aktivitesi iyi bilinen farkli bir flavonoid smifidir ve gogunlukla
baklagillerde bulunur. ‘B’ halkasi oryantasyonuyla yapisal olarak genel flavonoidlerden

ayrilir. LDL oksidasyonunu azaltmada etkin olduklar1 bulunmustur.

Antosiyaninler, taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, kiraz ve erikte, patlican, kirmizi
lahana ve turpta kirmizi ve mavi rengi iiretir. Antosiyanin rengi pH’a baglidir. Antosiyanin
genellikle, pH 3,5 te krmizidir, pH artisiyla 6nce renksizlesir ve sonra maviye doner.
Antosiyaninler, yenilebilir tahillarda, koklerde ve yesil sebzelerde bulunmasina ragmen
ozellikle meyvelerle iliskilidir. Icecekler ve diger besin maddeleri i¢in renklendirici ajan
olarak kullanilirlar. Bir de farmasotik iriinlerin boyanmasinda kullanilirlar. Test edilen

antosiyaninlerin ¢ok yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Genel olarak ‘Flavonoidler’ ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil ve
nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, enzim aktivitelerini diizenleme, hiicre ¢ogalmasini
inhibe etme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu foksiyonlarma ek olarak;
vazodilatator, antibiyotik, immiinstimiilan, antiallerjik, antidiyareik, antiiilser, Ostrojenik,

antiviral ve daha bir¢ok etkilerinin oldugu sdylenebilir (Ekinci 2008).

3.1.8 BHA (Biitillendirilmis Hidroksianisol)

Gida sektoriinde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Lipid oksidasyonunu engeller.

Dogal olarak biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkisinde bulunmus sentetigi olusturulmaya

baslanmustir.
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Sekil 3.8 Biitillendirilmis Hidroksianisol (BHA) un yapisi

3.1.9 BHT (Butillendirilmis Hidroksitoluen)
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Sekil 3.9 Biitillendirilmis Hidroksitoluen (BHT) nin yapis1
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Suni olarak laboratuarlarda {iretilmekte ve gidalarda koruyucu olarak kullanilmaktadir.
Yiiksek dozlarda kullanilmasi tiimoérlerin gelisimini hizlandirir ve organizmaya toksik etkileri

vardir.

Sentetik antioksidanlarin gidalardaki kullanimi 1940'l1 yillarda BHA ve gallik asit esterlerinin
oksidasyonu onlediklerinin anlasilmasiyla baslamistir. Demir ve bakir gibi titrasyon
metallerinin zararh etkileri sitrik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve tiirevlerinin
metal deaktivator veya selat ajani olarak etki ettikleri bulunmustur. Boylece 1954'te ABD'de
BHT'nin gidalarda kullanilmasma miisaade edilmistir. Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) ise
1972'de ticari 6l¢lide kullanilmaya baslamistir (Erkan vd.2008)

Oksidasyonu onlemek veya ortadan kaldrmak amaciyla en ¢ok Biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), Biitillenmis Hidroksianisol (BHA), propilgallat (PG) ve Tertsiyer biitil hidroksi kinon
(TBHQ) kullanilmaktadir (Nenadis vd. 2003, Erkan vd. 2008).

Gidalara antioksidanlarin katilmasi, gidalarin lezzetini, rengini korumak ve vitaminlerin

yikimini engellemek icin gereklidir.

Nenadis vd. (2003), BHA, BHT, TBHQ, a-tokoferol, trolox ve kafeik asit gibi bazi
antioksidanlar1 fosfatidilkolin lipozomlar1 ve yag/su emiilsiyonlarinda karsilastirmali olarak
calismiglardir. Sonucglar, BHA ve BHT nin ¢ok az eklendiklerinde bile en yiiksek etkiye sahip
oldugunu; a-tokoferoliin orta aktiviteye sahip oldugunu; CA’nin pro-/antioksidan davraniginin
konsantrasyona bagli oldugunu; TBHQ’ nun aktivitesinin CA’dan biraz daha iyi ve Troloxla

karsilastirilabilecek diizeyde oldugunu gostermistir.

Raporlarmn BHT ve BHA’nin yiiksek dozlarda toksik ve kanserojen etkilerinin oldugunun
gostermesiyle, bu maddelerin kullanimina sinirlamalar getirilmis veya bircok {ilkede
yasaklanmistir (Japonya’da BHA’ ’nin, Kanada, Japonya ve Avrupa’da TBHQ’ ’nun kullanimi
yasaklanmistir). Tiiketicilerin gida katki maddelerinin giivenilirligi hakkinda bilingliliginin
artmasi nedeniyle; diisiik etkisi ve yiiksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternatif,

dogal ve giivenilir antioksidanlarin tanimlanmas1 gerekmistir.
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3.2 Antioksidanlarin saghk icin 6nemi

Gilinitimiizde yaklasik 20 milyon kisi kanser hastas1 ve her yil 7 milyon kisi kanser nedeniyle

hayatin1 kaybetmektedir.

Tibbi istatistiki caligmalar, saglikli beslenmeye dikkat edilmesi, yiiksek dozda antioksidan
almmas1 ve diizenli egzersizin; yasam kalitesini yiikselttigi ve bir¢ok hastalikla miicadelede

olumlu etkileri oldugunu gostermistir.

Son yillarda alternatif tibbin kanser tedavisinde kullanilmasi ve bazi kanser tiirlerinde olumlu
etkilerinin tespit edilmesi bu alanda yeni c¢alismalarin yapilmasini tesvik etmistir. Kanser
hastalarinin bagvurdugu tamamlayici, alternatif tip, yaygin olarak kullanilmakta bu konularla
ilgili gesitli yaymlar bulunmaktadir. Ornegin meme kanseri giiniimiizde bircok iilkede
kadinlarda goriilen en yaygin kanser tiirlerinden biri olup, gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde kadinlarda goriilen 6nemli 6liim nedenlerinden biridir. Yapilan caligmalarda 1sirgan
otunun tiiketilmesinin meme kanseri ve hormonal bir kanser olan prostat kanserinin gelisimini

engelledigi tespit edilmistir (Tello vd. 2008).

Epidemiyolojik verilerin yani sira in vitro ¢alismalar, meyve ve sebze tiiketimiyle antioksidan
fitokimyasallarin alinmasinin kanser tipleri ve diyabet de dahil olmak tizere, Alzheimer
hastalig1 ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi dmenli dejeneratif bir¢ok hastali§a kars1 savunma
sistemini giiglendirdigi ve koruma sagladig1 anlasilmistir (Singh vd. 2006, Abdille vd. 2005).
Antioksidan 6zellik gosteren askorbik asit, a-tokoferol ve B-karoten gibi vitaminler, meyve ve
sebzelerin koruyucu etkilerini olusturmaktadir. Ancak meyve ve sebzelerin hastaliklara karsi
olumlu etkileri, sadece vitaminlerle saglandig1 diistiniilmemektedir. Daha az bilinen farkl
fitokimyasal bilesikler yiiksek antioksidan aktivite gosterebilir ve asil koruyucu etkiyi
saglayabilirler. (Abdille vd. 2005) Yapilan bir¢ok calismayla bitklerdeki antioksidan etkinin,
vitaminlerin disinda flavonoidler, isoflavonlar, antosiyanin, katesin, isokatesin ve benzer
fenolik bilesiklerin  olusturdugu anlasilmistir. Arastirmalar indol-3-karbinol (I3C),
sulforaphane ve diger indollerin viicuttaki antioksidanlar1 stabilize ve aktive ederek
detoksifikasyon makanizmalarin1 harekete gecirdigi, bu sayede kanser yapan maddelerin de

kismen ortadan kaldirildig anlasilmistir. (Singh vd. 2006)

Arastirma sonuclarinda; Meyve, sebze, tam tahillar, doymamis yaglar, bazi mikro elementler
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ve fiziksel aktivite ile kanser riski arasinda negatif iliski oldugu, doymus yaglar, obezite,
beden kitle indeksi, gida hazirlama yontemleri (tuzlama, tiitsiileme, kiirleme, tursu, yiiksek

sicakliklarda pisirme vb.) ile kanser arasinda pozitif iliski oldugu gosterilmistir.

Antioksidanlar bakimindan zengin gidalar, kalp hastaliklari, ¢esitli kanser tipleri, Parkinson,
Alzheimer ve iltihapli hastaliklarin yani sira yaslanma ile olusan tiim hiicresel sorunlarin da

onlenmesinde etkin rol oynamaktadir.

Arastirmacilar, B-karoten ve C vitamininin, HIV viriisii olan hastalarda, klinik belirtilerin
baslamasini geciktirdigini, antosiyaninlerin de kalbi besleyen koroner damarlarin tikanmasini

ve kalp krizi riskini azalttig1 belirlenmistir.

Epidemiyolojik calismalar B-karotence zengin meyve ve sebze tiiketiminin akciger kanseri
riskini azalttigini, 6zellikle turpgiller (Brassica) ve domates tliketiminin giiclii etkisi oldugunu
gostermistir. Ancak -karoten desteklerinin 6zellikle sigara icen ve yiiksek akciger kanseri

riski tastyan gruplarda bu riski artirdigini géstermistir.
Yesil renkli sebzeler ve havug tiiketimiyle meme kanseri arasindaki negatif iliskili oldugu,

E vitamini, turpgiller, sar1 renkli sebzeler ile domates tiiketiminin prostat ve kolerektal kanseri

iizerine olumlu etkileri oldugu bulunmustur.

C vitamini igeren meyve ve sebzelerin mide, agiz, farinks, 6zafagus, akciger ve pankreas

kanser risklerini azalttigin1 géstermistir.
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4. CIRIS OTU (Asphodelus aestivus Brot.)

Asphodelus aestivus Brot. (Ciris otu), Liliaceae familyasindan, 50-150 cm boyunda,
yapraklar1 kili¢ seklinde, nisan-mayis aylarinda ¢iceklenen (Beyaz, ¢icek yapraklarmnin orta
kismimda pembe veya kahverengi damarlanmalar bulunan,6 petalli), 7mm biyiikliigiinde
bezelye seklinde yesil meyvelere (6 tohumlu) sahip ; Afrika, Arap iilkeleri, Misir, Tiirkiye ve
Avrupa‘nin Akdeniz iklimi goriilen kesimlerinde yayilis gosteren cok yillik bir bitkidir.
Ozellikle yangin sonrasinda kuru, besince fakir, kumlu topraklarda, yol kenarlarinda, bol
kirecli topraklarda, otlak ve meralarda deniz seviyesinden 600 m yikseklige kadar

kendiliginden yetisir.

Akdeniz ekosisteminde yayilis gosteren bitki i¢cin, Homeros destaninda soyle soyler;
“Olmiislerin ruhlari, ilk olarak sadece aspodellerin (Asphodelos leimon) ¢igeklendigi, yer alt1

cayirlarina geldiler.” (Odyssey, XI, 539, 573, XXIV, 13), (Sawidis vd. 2005)

Ciris otu ekonomik olarak dnemlidir, bitkinin igerdigi yiiksek miktardaki nisasta, inulin, yag
asitleri ve sekerden dolay1 besin olarak insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilmekte (Pirdal
1986) , hemoroid, sagkiran, mafsal agrilarinin tedavisinde, yaniklarda ve yaralanmalarda
tedavi edici olarak, maya endiistrisinde mayalandirmaya yardimci olarak, cilt¢ilik ve
ayakkabicilikta yapistirici olarak, Erzurum bdlgesinde ise ehram kumasina sertlik ve parlaklik
vermek i¢in kullanilmaktadir (Baytop 1999). Italya'da 'Rignano' peynirinin {iretiminde
yapraklarindan, biyogaz ve biyoetanol iiretimi i¢in kék yumrularindan yararlanilmaktadir

(Polycarpou 2009).

Asphodelus aestivus geleneksel tedavi yontemlerinde, Gonen yoresinde hidrellez kamgisi
olarak bilinir ve yumru kokleri hemoroid tedavisinde kullanilir (Giirhan ve Ezer 2004). Ayrica
kokleri bircok yorede yanik ve yara tedavisinde kullanilmaktadir. Kokler veya bitkinin
totalinin ezilmesiyle elde edilen sivi, kesik ve yaralarda uygulanmaktadir. iran’da oldukca
yaygin olarak dis agrisi, Oksiirilk, mide ve koleretik agrilarda, idrar soktiiriicii ve miishil
olarak kullanilmaktadir. Bitkinin kok kisimlar1 Israil’de egzamalarda, sedef ve mantar

hastaliklarinda, ¢atlamis derinin tedavisinde tonik olarak kullanilmaktadir. (Handa vd.)

Bazi iilkelerde, kok yumrular1 kurutulup suda haslanarak miisilaj elde edilmekte veya cesitli

tahil ve patatesle karistirilarak aspodel ekmegi iiretilmektedir. Iran’da kiiciik parcalara
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boliinen kurutulmus kdk yumrulardan su ve alkolle karistirilarak giiclii bir yapistiric1 elde
edilmektedir. Ayrica dogu iilkelerinde Asphodelus bulbosu’den yumrularindan toz salep

iiretilmektedir. (Sawidis vd . 2005)

A. aestivus'un kokleri de dahil olmak {izere bir¢ok dokusunda kalsiyum oksalat, rafid
kristalleri ve cesitli alkaloid bilesikler bulunmaktadir. Salgilanan nektarin yaninda bu
yapilarin da otoburlara karsi savunma amag¢h oldugu diistiniilmektedir. (Weryszko-

chemielewska vd. 2006)

Bitkinin yetistigi bdlgenin toprak ve iklim o6zelliklerinin yani sira kirlilik, kuraklik gibi
fiziksel etmenler, bitki gelisimini kimi zaman pozitif kimi zaman negatif yonde etkiler.
Kimyasal maddeler ve jeotermal sivi buharlar1 atmosferi kirletmekte ve bitki gelisimini
negatif yonde etkilemektedir. (Ornegin; bor (B), civa (Hg), arsenik (As), kursun (Pb),
amonyak (NH3), lityum (L1), karbon dioksit (CO,), hidrojen siilfiir (H,S) ve cesitli tuzlar.)
Ancak A. aestivus’un bu tiir kirletilmis bolgelerde rahatlikla gelistigi goriilmiistiir. Yapilan
arastirmalar bu bolgelerde yetisen bitkinin yapisinda B, Ba, Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na, Pb gibi
toksik elementlerin topraktan daha yogun bicimde bulundugu anlagilmistir. Bu da bitkinin
cevre kirliligi ve toprak islahinda etkili oldugunu ve kirleticilerini ortamdan uzaklastirdigini

gostermektedir. (Yagan vd. 2008)

A. aestivus yil igerisinde iki periyot gecirir. Birincisi aktif formu sonbahar- gec ilkbahar
doneminde yapraklanma ve fotosentetik donem, ikincisi inaktif formu, ¢igeklenme ve tohum
irettikten sonra yaz aylarinda dinlenme donemidir. Kisin sonlarinda (subat-mart) kok
yumrulardan uzun diiz yapraklar (40-90 cm uzunlukta ve 2—4 cm genislikte), nisan- mayis
aylarinda 60-200 cigek tasiyan ¢igek saplar1 (70-170 cm uzunlukta) gelismektedir. Cicekler
beyaz pembe veya kahverengi damarhidir. Haziran ayinda meyveler olugsmaktadir. Yapraklarin

icerdigi steroid ve glikozidler yapraklar1 otoburlara karsi korumaktadir. (Sawidis vd. 2005)

A. aestivus gigeklerindeki polen ve nektar, bal iiretiminde oldukc¢a 6nemli bir yer almaktadir.
Cigeklerinde nektar iireten dokular 3 boliimlii olup, yumurtaliklarin orta ve alt kismina dogru,
ortast bos liimen seklinde dairesel bicimde 3 hiicre sirasindan olusmaktadir. Nektarin ¢ikisini
saglayan yumurtaliklarin lizerinde 2/3 yiikseklikte uzun agikliklar bulundugu goriilmiistiir.
Geng c¢iceklerde sekresyon baslayana kadar agikliklar ¢ok kiiciik ve sekresyonla beraber

acikliklar biiylimektedir. Burada salgilanan nektar dis epidermisin hiicre duvarinda yapiskan
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bir tabaka olusturmaktadir. Bu tabaka kus ve bocekleri ¢cekmekte ve tozlagsmaya yardimci

olmaktadir. (Weryszko-chemielewska vd. 2006)

A. aestivus 'un tohumlarinin kapli oldugu manto ve miisilaj onlarm normal sartlar altinda
c¢imlenmelerine imkan vermemektedir. Cimlenmeleri i¢cin 6ncelikle bu kabuktan ayrilmalari
gerekmektedir. Kabuklarindan ayrilan tohumlar, 15°C’de 6/18 saatlik giin 15181 periyodunda
maksimum ¢imlenme gostermektedir. Tohumlar 1s1ga duyarli ve toprak yiizeyinden lcm
derinlikteyken en iyi ¢imlenme gostermektedirler. Ayrica topraktaki tuz konsantrasyonuna da
duyarhdirlar, tuz konsantrasyonu arttikca tohumlarin osmotik basinci da artmakta halbuki

osmotik basincin artisiyla cimlenme azalmaktadir. (Pirdal ve Oztiirk 1986)

A. aestivus un kok yumrular1 giiclii etli depo dokudan olusur. Tuberleri, hizli su alabilen fakat
su kaybini azaltan, mekanik ve ozmotik koruma saglayan, gii¢lii kalinlasmis (4-6 hiicre sirali)
epidermal zarla cevrilidir. Kortekslerindeki ince duvarli idioblastlarsa sayisiz kalsiyum
oksalat ve rafid kristalleri iceren biiyilkk vakuollii tonoplastlar icerirler. Morfolojik
varyasyonlar rafid kristalleri arasinda gdzlenmektedir. Igerdikleri rafid kristalleri, parankim
dokuyu otoburlara kars1 korumaktadir. Damarlarm yanindaki vakuoller yogun katlanmalar
yapmakta ve i¢lerinde yogun olarak polisakkaritler ve yaglar biriktirmektedir. 4. aestivus’un
hem kok yumrulari, hem de bitkinin geri kalan kisimlari, Akdeniz ikliminin sicak ve kurak
yazlarina kars1 morfolojik olarak uyum saglamistir. K6k yumrular su ve besin depolamakta

boylece iklim dalgalanmalarina karsi kendini korumaktadir. (Sawidis vd. 2005)

Literatiirde 4. aestivus'un antioksidan aktivitesiyle ilgili caligmalar bulunmamaktadir. Ancak
antimikrobiyal aktivitesiyle ilgili yapilan ¢alismalarda, ¢igek, meyve ve bitki kisimlarindan
elde edilen ekstrelerin test edilen mikroorganizmalara karsi etkili oldugu anlasilmistir.
Bitkinin meyve ekstrelerinin antimikrobiyal etkisi, diger bitki kisimlarindan elde edilen
ekstrelerinin antimikrobiyal etkisinden yliksek oldugu ortaya ¢ikmustir. Ayrica deneyde ticari
antibiyotiklerle karsilastirmalar  yapilmis, kullanilan organizmalardan bazilar1  bu
antibiyotiklere direngli oldugu halde, bitkinin meyve kisimlarinin etil alkol ekstrelerinin

antimikrobiyal etkisinin kayda deger oldugu goriilmiistiir. (Oskay vd.2007)

Bu c¢alismada A. aestivus'un antioksidan aktivitesi incelendi, sentetik ve dogal

antioksidanlarla karsilastirma yapild.
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Sekil 4.1 Asphodelus aestivus™un farkli donemlerdeki goriintiisii.
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5. MATERYAL ve METOD

5.1 Kullanilan Materyaller

5.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Standart olarak kullanilan antioksidanlar BHT, BHA, Troloks, a —tokoferol, askorbik asit ve
diger tiim kimyasal maddeler HPLC saflikta olup, Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, Riedel-de

Haen vs.

gosterilmistir.

firmalarindan temin edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 5.1 Kullanilan Kimyasallar ve tiriin kodlar1

KiMYASAL FIRMA/NO

BHA Fluka /20021

BHT Fluka / 34750

Troloks Fluka / 56510
Askorbik asit Sigma-Aldrich / 33034
a-Tokoferol Fluka / 95240
Epikatesin Fluka / 45300

Katesin Fluka /22110

ABTS Sigma / A-1888

DPPH Sigma-Aldrich / D-9132
DMPD Merck / 103067

Prolin Sigma / P-5607
EDTA Merck / 108421
B-karoten Fluka / 22040

Linoleik asit

Sigma / L-1268

Tween 20 Merck / 167657
Tween 40 Sigma / P-1504
Potasyum Persiilfat Sigma / P-9392

Amonyum tiyosiyanat

Merck / 101213

Nalftiletilen diamin dihidroklorid

Fluka / 70720

Silfanil amid

Sigma-Aldrich / S-9251

Sodyum nitro prussiyat

Merck / 10654

NaN02

Merck / 106544

NADH

Sigma / 43420

Fenazin methostilfat

Sigma / P-9625

cizelgede
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Nitroblue tetrazolium Sigma-Aldrich / N-6876
NaOH Merck / 106462

TCA Sigma-Aldrich / 33731
2-Deoksiriboz Fluka /31170
Siilfosalisilik asit Merck / 800691
2-Thiobarbiturik asit Merck / 108180
Ferrozin Fluka / 82950
Ninhidrin Sigma-Aldrich / N-4876
K;Fe(CNg) Sigma / P-8131

FeCl, Fluka / 44939

FeCl; Fluka / 44943
FeS04.7H,0 Merck / 103965

AICl, Merck / 801081
Na,HPO4.2H,0 Riedel-de Haen / 04272
NaH,P0O4.H,0 Riedel-de Haen / 04269
Tris Sigma / T-1503
K,HPOy4 Fluka / 60356

KH,PO,4 Merck / 104871

NaCl Fluka / 71376

KCl1 Merck / 104936
MgCl,.6H,0 Riedel-de Haen / 31413
Sodyum asetat Sigma / S-7545

Etanol Merck / 100983
Metanol Riedel-de Haen / 24229
Aseton Riedel-de Haen / 24201
Kloroform Merck / 102445

Toluen Sigma / C-2432

Asetik asit Riedel-de Haén / 27225
Fosforik asit Merck / 100573

HCl Merck / 100314

H,0, Riedel-de Haén / 18304

Kullanilan Cihazlar

Aktivite ve % inhibisyon tayini igin:
Philips PU8740 UV/VIS spektrofotometre

Kullanilan tampon ve ¢6zeltilerin pH kontrolii i¢in:
Sartorius Basic Meter PB-11 pH metre
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e Santrifiij i¢in:
Hettich Zentrifugen EBA-20 santrifiij

e Inkiibasyon igin:
GFL 1086 ¢alkalamal1 su banyosu

e (ozeltiler icin:
Chiltern Hotplate HS31 manyetik karistirict

e Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin saklanmas i¢in:
Bosch marka buzdolab1 kullaniimistir.

5.1.3 Kullamilan Materyalin Temin Edilmesi

Arastirma materyali olarak kullanilan Asphodelus aestivus Brot. (¢iris otu) bitkisi, Nisan 2008
tarihinde Istanbul’da semt pazarindan temin edilmis olup, saf su ile temizlenerek giines
isinlarma maruz kalmayacak sekilde oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulmus olan materyal

oda sicakliginda, nemden uzak ve karanlik ortamda muhafaza edildi.

Kullanilan bitkinin tiir tayini Istanbul Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim
Dalr’'ndan Yrd. Dog. Dr. Tamer Ozcan tarafindan yapildi ve Flora of Turkey and the East
Aegean Islands kayitlariyla karsilastirildi (Davis vd. 1984).

5.1.4 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kuru bitki materyali kii¢lik parcalara boliindii ve degisik polariteye sahip ¢oziiciilerle (etanol,
metanol, aseton) Soxhlet ekstraksiyon cihazinda ekstrakte edildi. Su ekstresi ise infiizyon

metodu ile hazirlandi.

Soxhlet ekstraksiyonu; 5 g kurutulmus ve kii¢iik parcalara boliinmiis olan bitki 6rnegi 50 mL
coziicii ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Daha sonra ¢oziicii vakum altinda doner buharlastiric
kullanilarak uzaklastirild1 ve bitki ekstreleri elde edildi. Bu islem etanol, metanol ve aseton

icin ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

Su ekstresi i¢in 5 g bitki 6rnegi 50 mL kaynar distile su icine atild1 ve 15 dakika manyetik

karistiricida karistirildi, sogutuldu ve siiziildii. Daha sonra suyu uzaklastirildi.

Elde edilen tiim ekstreler buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Her bir denemede, bu
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ekstrelerden belli oranlardaki ekstre ¢ozeltileri hazirlandi. Ekstrelerin kuru madde miktari su,
etanol, metanol ve aseton i¢in sirasiyla %26,74; %35,74; %70,38 ve %21,88 olarak
hesaplandu.

5.2 Antioksidan Tayin Metodlan

5.2.1 Toplam flavonoid iceriginin tayini

Total flavonoid igerigi, Zhishen vd. (1999)’nin gelistirdigi kolorimetrik metod kullanilarak
tayin edildi. Hazirlanan ekstre ¢ozeltileri (mg/mL) veya standart olarak (+)-katesin ¢ozeltisi,
(20-100pg/mL) degisik konsantrasyonlarda seyreltilerek deney tiipii icerisine 0,25mL almip
1,25mL distile su ile karistirildi. Daha sonra 75uL. %5 (m/v) sodyum nitrit ¢ozeltisi eklendi. 6
dakika sonra, 150uL %10 (m/v) aliminyum kloriir ¢ozeltisi ilave edildi ve 0,5mL 1M sodyum
hidroksit ¢ozeltisi eklenmeden 6nce 5 dakika daha beklendi. Karigim distile suyla 2,5mL’ye
tamamlanarak iyice karistirildi. Karisimin absorbanst spektrofotometrede 510 nm dalga
boyunda hemen 6l¢iildii. Sonuclar her gram ekstre i¢in (+)-katesin mg ekivalenti (£SD) olarak

ifade edildi.

5.2.2 Toplam klorofil ve karotenoid iceriginin tayini

Total klorofil ve total karotenoid igerigi, Kocacaliskan ve Kadioglu (1990)’nun gelistirdigi
metoda gore Ol¢iildii. Bu metoda gore; 10mg bitki ekstresi 10mL distile suda ¢ozildii.
Orneklerin absorbansi spektrofotometrede 450, 645 ve 663nm dalga boylarinda 8l¢iildii. Total

klorofil ve total karotenoid icerigi su formiillerle hesaplandi.
Klorofil a = 12,7A¢63 - 2,69A645

Klorofil b =22,9A45 - 4,68 Asc3

Total klorofil = 20,2 A¢45 + 8,02A663

Total karotenoid = 4,07 A4s0 — [(0,0435 x klorofil a) + (0,367 x klorofil b)]



40

5.2.3 Antosiyanin tayini

Kurutulmus yapraklardaki antosiyanin igerigi, Padmavati vd. (1997)’nin gelistirdigi metodun
modifikasyonuyla tayin edilmistir. Bu yontemde kiiclik parcalara bolinmiis kurutulmusg
yapraklar (25mg/mL) asitlendirilmis metanol (%1 HCl/metanol) ile karistirilarak 24 saat
buzdolabinda +4 ‘C’de karanlikta bekletildi. 24 saatin sonunda karisim siiziildii, 15 dakika
1000 rpm’de santrifiijlendi. Antosiyanin icerigini dl¢mek i¢in stipernatantin 530 ve 657 nm’de
absorbans1 0Olgiildii. Absorbans degerlerinden antosiyanin konsantrasyonu ekstinksiyon

katsayisi, 31,6 M"'em™ kullanilarak asagidaki formiille hesaplandi.

Antosiyanin konsantrasyonu (umol/g) = [(As3o- 0,33xAss7)/31,6]x[V(mL)/m(g)]

5.2.4 Prolin analizi

Prolin analizi Bates (1973)’in gelistirdigi yontemin basit modifikasyonuna gore yapildi.
Prolin analizleri i¢in her bir ornek ekstresinden 50mg alindi ve iizerine 10 ml %3’liik
siilfosalisilik asit ilave edilerek homojenize edildi. Homojenat siiziildii. Elde edilen
stizlintiiden 1 ml alindi, lizerine 1 ml asit ninhidrin ¢ozeltisi (Asit ninhidrin ¢dzeltisinin
hazirlanisi:1.25 g ninhidrinle 30 ml glasiyal asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asidin ¢6ziilene
kadar calkalanmastyla hazirlanmistir.) ve 1 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 100°C’de 1
saat inkiibe edildi. Daha sonra buz banyosunda sogutuldu. Reaksiyon karigiminin {izerine 2 ml
toluen eklendikten sonra iyice karistirildi. Olusan renkli toluen fazi sulu fazdan ayrilarak,
absorbans1 520nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Bitki ekstrelerinin prolin

icerigi standart prolin egrisi kullanilarak hesapland:.

5.2.5 Indirgeme Giicii

Indirgeme giicli Oyaizu (1986) metoduna gdre yapildi. Metodun prensibi, antioksidan
bilesiklerin K3Fe(CN)s, TCA ve FeCls ile olusturdugu renkli komplekslerin 700 nm’de
Olciimiine dayanmaktadir. Reaksiyon karisiminin absorbansindaki artis numunenin indirgeme

giicii ile dogru orantilidir.

Deneyin yapilisinda ekstre ve standart c¢ozeltilerinden (mg/ml) degisik konsantrasyonlarda
aliarak 1’er ml numune tiiplere konuldu. Uzerine 2,5 ml fosfat tamponu (0,2M pH6,6), 2.5

ml potasyum ferrisiyaniir (%1) ilave edildikten sonra iyice karistirildi ve 50 °C’de 30 dakika
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan her bir deney tiipiine 2,5ml % 10’luk TCA
cozeltisinden ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Supernatant kismindan
2,5ml alinarak deney tiiplerine aktarildi ve {izerlerine 2,5ml distile su ve 0,5 ml FeCls (% 0,1)

cozeltisinden ilave edildi. Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 700nm’de 6l¢iildii.

5.2.6 DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest radikal
olup, 517nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Brand-Williams vd. 1995).
Antioksidanlarla muamele edildiginde, DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diisiisiine sebep olmaktadir. Bu durumda solma derecesi 6rnek antioksidanlar i¢in
stipiiriicli potansiyeli gostermektedir. Sistein, glutatyon, askorbik asit, tokoferol, polihidroksi
aromatik bilesikler (hidrokinon, pirogallol vs.) ve aromatik aminler (p-fenilen diamin, p-
aminofenol vs.) gibi antioksidanlar hidrojen verebilmesinden dolayr DPPH radikalinin etkisini
azaltarak rengini soldurmaktadir. Antioksidanlarin serbest radikal zincir oksidasyon
reaksiyonlarmi durdurucu etkisi, fenollerdeki hidroksil gruplarindan hidrojeni alarak lipid
peroksidasyonunun yayilmasmi oOnledigi ve stabil sonlanma {iriinlerini olusturduguna

dayanmaktadir (Jayaprakasha vd. 2007).

Bu yOontemin 6nemli bir dezavantaji, biiylik antioksidan molekiillerin sterik engellenmeye
maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmekte, antioksidan molekiiliin yapis1 ve
boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu yontem, radikal temizleme aktivite tayinlerinde

kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.

Yontemde radikalin 100mM’lik metanolik c¢ozeltisi, hazirlanan tiim ekstrelerin mg/ml
cozeltileri i¢in kullanildi. Denemede Brand-Williams vd.’nin (1995) yontemi uygulandi.
Hazirlanan 6rnek ve standart (BHA, BHT, tokoferol ve askorbik asit) ¢ozeltileri (mg/ml)
degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. 1,5ml DPPH" ¢6zeltisi, 0,75ml numune/standart
cozeltileri iizerine eklenerek karistirildi ve oda sicakliginda karanlikta 15-30-60 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda DPPH”in maksimum absorbans verdigi 517nm’de
absorbanslar okundu. Hesaplamalarda asagidaki formiille %DPPH radikal toplama etkisi
(%Inhibisyon) bulundu.

% DPPH’ siiptirme etkisi = [(A¢ — A1) / Agx 100]
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Ap: kontrol reaksiyonunun absorbansi

A;: numune veya standardin absorbansi

5.0

04N NO,

0,0
. RH —.M(érm . R

NO,

DPPH
517 nm

Sekil 5.1 Koyu menekse renkli olan DPPH radikalinin antioksidan madde ile rediiklenen ve
rengin agilma mekanizmasi

5.2.7 Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selat aktivitesi tayini Decker ve Welch, (1990) metoduna gore yapildi. Metal selat
aktivitesi tayininin  prensibi, ferrozin-Fe™ kompleks olusumunun inhibisyonuna

dayanmaktadir.

Bu denemede de ayni sekilde ¢oziilmiis olan ekstrelerden (mg/ml) belli konsantrasyonlarda
seyreltmeler yapildi. Seyreltme yapilmis numunelerden 1’er ml alinarak deney tiiplerine
konuldu, iizerine 3,7ml distile su, 0,Iml FeCl, (2mM/L) eklenerek karistirild1 ve 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 0,2ml Ferrozin (5SmM/L) ilave edilerek iyice karistirildi
ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Olusan renk 562 nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii.
Bu denemede 0,ImM EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) standart olarak kullanildi. Her bir
numune ve standart (EDTA)’dan iiger seri galisildi ve ortalamalar1 almarak Ferrozin-Fe

kompleks olusumunun inhibisyon ylizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi:

% Selatlama aktivitesi = [ ( Ag — A1)/Ao) x 100)
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Ap: kontrol reaksiyonunun absorbansi

A;: numune veya standardin absorbansi

5.2.8 Toplam antioksidan aktivite tayini metodu

Antioksidan aktivite tiyosiyanat metodunun basit modifikasyonlarina gore belirlendi (Osawa
ve Namiki 1981). Her bir ekstreden ve standart antioksidanlardan mg/ml olacak sekilde stok
¢ozeltiler hazirlandi. Istenen konsantrasyonlara karsilik gelen hacimde numune/standart
cozeltisine, toplam hacim 2,5mL olacak sekilde potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0,04M, pH
7,0) ilave edilerek seyreltildi. Uzerine 2,5mL linoleik asit emulsiyonu ilave ederek karanhkta
37°C sicaklikta inkiibasyona birakildi. Linoleik asit emiilsiyonu, Tween-20 (175ug) ve
linoleik asitin (155uL) potasyum fosfat tamponu (0,04M, pH 7,0) ile 50mL’ye
tamamlanmasidan olusmaktadir. 2,5mL linoleik asit emiilsiyonu ve 2,5mL potasyum fosfat
tamponu (0,04M, pH 7,0)’ndan olusan ve herhangi bir ekstre veya standart icermeyen kontrol
denemeleri de inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen drneklerden 24 saat araliklarla 0,1mL
ornek alindi. Uzerine 4,7mL %75 etanol ve 0,ImL %30 amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi ve
%3,5 HCl ile hazirlanmis 0,1mL 0,02M FeCl, ¢6zeltisi eklendi. 3 dakika bekletildikten sonra

olusan rengin absorbans1 500nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii
Lipit peroksidasyonunun % inhibisyonu formiille hesaplandu.
%Inhibisyon = [ ( Ag- A;)/ Agx 100 ]

Ap: kontrol reaksiyonunun absorbansi

A;: numune veya standardin absorbansi

5.2.9 ABTS" radikal siipiirme aktivitesi

ABTS radikal temizleme yontemi, Arnao vd. (2001)’nin gelistirdigi yonteme gore uygulandi.
Bu yontem, ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotazolin-6-sulfonik asit)’in oksidasyonuyla
olusturulan ABTS™" radikal katyonunun iizerine, antioksidan igeren bir 6rnegin eklenmesi
sonucu radikalin indirgenmesi ve renk kaybmin olusmasi temeline dayanmaktadir.
Mavi/yesil renkli olarak olusan ABTS™ radikali, 600-750nm dalga boyunda kuvvetli

absorbsiyon vermekte ve spektrofotometrede kolaylikla belirlenebilmektedir.
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ABTS™ radikali, antioksidan bir bilesikle reaksiyona girdiginde radikal, ABTS’ nin renksiz

formuna c¢evrilmektedir.

Bu denemede 7,4mM ABTS c¢ozeltisi ve 2,6mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
kullanilmaktadir. Her iki ¢oOzelti esit miktarda karistirilarak, 12 saat oda sicakliginda
karanlikta bekletildi. Meydana gelen ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 1mL alindi, iizerine
yaklasik 60mL metanol ¢ozeltisi ilave edilerek spektrofotometrede 734nm dalga boyunda
absorbanst 1,1 £+ 0,02 olacak sekilde seyreltildi. Farkli konsantrasyonlardaki ornek
¢ozeltilerden 150uL alinarak, iizerine ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 2850uL ilave edildi ve
2saat karanlikta inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda spektrofotometrede 734nm dalga

boyunda absorbansi 6l¢iildii. Sonuglar standart olarak kullanilan trolox ile karsilastirildi.

Ticari olarak iiretilmis, ABTS radikalinin ¢caligma prensibine dayanan ve total antioksidan
kapasite diizeyini otomatik analiz eden Randox-TAS kitleri (Randox, Ireland) de bu amagla

uretilmektedir.

5.2.10 Nitrik oksit radikal siipiirme aktivitesi

Nitrik oksit, paramanyetik renksiz bir gazdir. Anti m molekiilsel orbitalinde tasidigi
eslesmemis tek elektronu nedeniyle radikal 6zelligi tasir. Oldukca reaktif bir molekiildiir ve
yartlanma omrii 6-10 sn olarak hesaplanmistir. NO yiiksiiz bir molekiil oldugu i¢in, sivi
ortamlara serbestge diflize olabilir ve hiicre membranlarindan rahatca gecebilir. Su,
ultrafiltrat, plazma ve diger biyolojik sivilarda NO, stabilitesi saatler siirebilen nitrite okside
olur. Kanda nitrit (NO;) hizli bir sekilde nitrata (NO; ) doniistir. Ayrica degisik hastaliklarda
kan ve diger materyallerde, nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin farkli oldugu ifade
edilmektedir. Nitrit ve nitratin biyolojik aktiviteleri yoktur, ancak endojen NO yapimini

yansitan birer gostergedirler (Amanvermez 1997).

Bitkinin nitrik oksiti temizleme etkisi Marcocci vd. (1994)’nin metoduna gore olgiildii. Bu
metotta sodyum nitroprussiyat sulu c¢ozeltilerde ve fizyolojik pH’da kendiliginden NO
tiretmekte ve bu NO radikali de ortamdaki oksijenle etkilesime girerek nitrit (NO,) iyonlarini

iretmektedir. Olusan nitrit Griess reaksiyonuyla renklendirilerek 570nm’de absorbansi

Olciilerek ortamdaki NO tayin edilebilmektedir.
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Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden 4mL alinarak test tiiplerine ilave
edildi. Uzerine ImL fosfat tuzu tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis sodyum nitroprussiyat
¢ozeltisi (10mM) eklenerek 3saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
0,5mL ¢ozelti bagka bir deney tiipiine aktarilarak 0,5mL Griess reaktifi ile karistirildi ( Griess
reaktifi, %5’lik fosforik asit (H3PO4) icerisinde hazirlanmis %1 sulfanilamid ve %0,1
naftiletilen diamin dihidrokloriir icermektedir). Karisimin absorbansi spektrofotometrede
570nm’de okundu. Standart olarak degisik konsantrasyonlarda hazirlanan sodyum nitrit

(NaNO,) cozeltisi kullanilda.

5.2.11 Siiperoksit radikali siipiirme aktivitesi

Asphodelus aestivus Brot. yaprak ekstrelerinin siiperoksit anyonunu siipiirme aktivitesi Liu
vd. (1997)’nin gelistirdigi metodla Slgiildii. Siiperoksit anyonlari, non-enzimatik fenazin
metasiilfat-nikotinamid adenin diniikleotid (PMS-NADH) sisteminde NADH 1 oksidasyonu

ve nitroblue tetrazolium (NBT) un indirgenmesiyle 6l¢iilmektedir.

Bu denemede siiperoksit anyonu, 3mL Tris-HCl tamponu (16mM, pH 8,0), ImL NBT
cozeltisi (50uM), 1mL NADH c¢oézeltisi (78uM) ve ekstrelerin degisik konsantrasyonlariyla
olusturuldu. Karisima 1mL PMS ¢o6zeltisi (10uM) eklenerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyon
karistmi 25°C’de 5 dakika inkiibe edilerek spektrofotometrede 560nm dalga boyunda
absorbansi Ol¢iildii. Degisik konsantrasyonda epikatesin, BHA ve trolox standart c¢ozelti

olarak kullanild:.

Stiperoksit radikali % inhibisyonu asagidaki formiille hesaplandu.
%Inhibisyon = [ (A¢- A1) / Ap]x 100

Ay: Kontrol absorbansi

A;: Ekstre veya standart absorbansi

5.2.12 Hidrojen peroksit siipiirme aktivitesi

Bitki ekstreleri degisik konsantrasyonlar (20-100pg/mL) olacak sekilde 3,4mL 0,1M fosfat
tamponu (pH 7,4) icerisinde ¢oziildii ve lizerine 0,6mL 43mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi

eklenerek karistirildi. Reaksiyon karigimi 40 dakika oda sicaklhiginda bekletildi. Daha sonra
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230nm’de absorbansi okundu (Ruch vd 1989). Ayni konsantrasyonlardaki a-Tokoferol, BHA
ve BHT (20-100pg/mL) standart antioksidanlar olarak kullanildi. Sonuglar standart
antioksidanlarla karsilastirildi. Orneklerin hidrojen peroksit siipiirme yiizdesi asagidaki

formiille hesaplandi.
%H;0, slipltirme = [ (A¢- A1) / Agx 100]
Ay: Kontrol absorbansi

A;: Ekstre veya standart absorbansi

5.2.13 Hidroksil radikali siipiirme aktivitesi

Hidroksil radikalinin etkisi, 2-deoksiriboz oksidasyon metodu kullanilarak 6l¢iildii (Chung
vd. 1997). 2-Deoksiriboz hidroksil radikali ile oksitlenerek Fenton reaksiyonu ile

malondialdehide indirgenir.

Tiplere konan reaksiyon karigimi, 0,45mL 0,2M sodyum fosfat tamponu (pH 7.4), 0,15mL
10mM 2-deoksiriboz, 0,15mL 10mM FeSO4-EDTA, 0,I15mL 10mM hidrojen peroksit,
0,525mL distile su ve 0,075mL degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig ekstre veya standart
antioksidan ¢ozeltilerden olusmaktadir. Reaksiyon, hidrojen peroksit eklenmesiyle baslamakta
ve 37°C’de 4 saat inkiibasyondan sonra 0,75mL %?2,8 trikloroasetik asit ve 0,75mL %]1,0
tiyobarbiturik asit eklenmesiyle reaksiyon durdurulmaktadir. Reaksiyon karigimi 10 dakika
kaynar su banyosunda, ardindan buz banyosunda bekletildikten sonra 520nm’de absorbansi
Olciildii. Ekstre veya standart antioksidan katilmadan hazirlanan 6rnekler kontrol olarak

kullanilda.

Hidroksil radikali siipiirme aktivitesi (HRSA) asagidaki formiille hesaplanda.
HRSA =[ ( A¢-A1) / Ag x100 ]

Ay: Kontrol absorbansi

A;: Ekstre veya standart absorbansi
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5.2.14 DMPD™ radikali siipiirme aktivitesi

DMPD radikal siipiirme aktivitesi Fogliano vd. (1999)’nin metodu kullanilarak yapildi. Bu
metoda gore dncelikle DMPD™ radikali olusturuldu. 1mL 100mM DMPD ¢ézeltisi iizerine
100mL 0,IM asetat tamponu (pH 5,3) ve 0,2mL 0,05M FeCl; ilave edilerek radikal
olusturuldu. Hazirlanan radikalden 1mL alinarak iizerine degisik konsantrasyonlarda bitki
ekstresi veya standart c¢oOzeltilerden eklendi. 10 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrede 505nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii. Ornek veya standart ¢ozeltiler

eklenmeden distile su ile hazirlanan 6rnekler kontrol denemeyi olusturdu.
DMPD"" radikali siipiirme aktivitesi = [ (Ag- A;)/ Aox 100 ] formiiliine gére hesaplandi.
Ay: Kontrol absorbansi

A;: Ekstre veya standart absorbansi
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6. SONUCLAR

6.1 Toplam flavonoid iceriginin tayini

Flavonoidler bitkilerdeki polifenollerin en 6nemli grubudur. Antioksidan ve radikal siipiiriicii
olarak bilinirler. Bitkilerin antioksidan aktivitesi toplam flavonoid icerigi ile iligkilidir.
Asphodelus aestivus Brot. yapraklarindan elde edilen ekstrelerin toplam flavonoid igerigi
Cizelge 6.1.’de gosterilmistir. Sonuglar her bir mg ekstre i¢in flavonoidlerin katesin esdegeri
olarak verilmistir. Toplam flavonoid igerigi aseton ekstresinde en yiiksek degerde
bulunmustur (17,74 £ 0,46 ng katesin/mg ekstrakt). Etanol ekstresi ise en diistik flavonoid
oranina sahiptir (1,46 = 0,01 pg katesin/mg ekstrakt).

Cizelge 6.1 Asphodelus aestivus Brot. yapraklarindan elde edilen ekstrelerin toplam
flavonoid, toplam klorofil ve toplam karotenoid igerigi

Ornek* |Toplam Flavonoid| Klorofil a Klorofilb |Toplam Klorofil| Toplam
(ng katesin/mg (ng/mL)3 (ng/mL)2 (ng/mL)2 Karotenoid
ekstre)? (ug/mL)2
Su 3,57£0,03 1,06 £ 0,06 2,14 £0,12 3,20£0,06 | 0,40 + 0,008
Etanol 1,46 £ 0,01 1,02£0,02 | 1,96+£0,04 | 2,98+0,06 |[0,160,020
Metanol 2,30 £ 0,02 1,51 £0,02 2,88 £ 0,07 4,39+0,03 |0,12+0,002
Aseton | 17744046 | 1026+0,72 | 6,10+0,003 | 16,36+0,72 | 1,73 0,008

*Ekstrelerin konsantrasyonu : 10 mg/mL

*Sonuglar li¢ denemenin ortalamasi alinarak verilmistir (+ standart sapma).

6.2 Toplam klorofil ve karotenoid iceriginin tayini

Klorofil a, klorofil b ve karotenoidler bitkilerin polifenolik olmayan bilesenleridir.
Pigmentlerin 6nemli bir grubunu olustururlar. Tiim bu pigmentlerin belirli antioksidan

aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Asphodelus aestivus Brot. yapraklarindan elde edilen
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ekstrelerin toplam klorofil ve karotenoid igerikleri Cizelge 6.1.’de verilmistir. Bitkinin aseton
ekstresinin -etanol, metanol ve su ekstreleri ile karsilastirildiginda- en yiiksek toplam klorofil

ve karotenoid igerigine sahip oldugu goriilmiistiir.

6.3 Antosiyanin tayini

Antosiyaninler, antioksidan flavonoidlerin ¢ok yaygin olan bir ¢esididir. Bir ¢cok bitkiye renk
veren bilesiklerdir. Besinlerle alinan antosiyaninler oksidatif hasara karsi viicudu korur ve
oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin risklerini en aza indirir. Asphodelus aestivus Brot.

yapraklarmin antosiyanin icerigi 0,957 £ 0.009 umol/g bitki olarak bulunmustur.

6.4 Prolin analizi

Prolin, proteinlerin yapisina giren yirmi amino asitten biridir. Bitkilerin prolin icerigi, pentoz-
fosfat yolunun uyarilmasimin bir gostergesidir. Pentoz fosfat yolu, NADPH,’yi okside eden
sitosolik prolinin sentezi tarafindan diizenlenir. Yiiksek prolin konsantrasyonu pentoz fosfat
yolunu ve dolayisiyla fenolik bilesiklerin sentezini indiikler. Yiiksek prolin igerigine sahip
bitkiler, fenolik bilesikleri yiiksek miktarlarda bulundurur. Bundan dolay1 yenilebilen
bitkilerin prolin icerigi onlarm antioksidan kapasitelerinin bir gostergesi olarak kabul edilir.
Asphodelus aestivus Brot. yapraklarmin farkli ekstrelerinin prolin igerigi su, metanol, etanol
ve aseton ekstreleri i¢in swrasiyla; 1,02; 0,99; 0,85 ve 0,12 pg prolin/mg ekstre olarak

bulunmustur.

6.5 Indirgeme Giicii

Bu testte Asphodelus aestivus’un degisik konsantrasyondaki ekstraktlarinin ortama eklenen
Fe™ii Fe™ye indirgeme kapasitesini arastirmak icin, standart antioksidanlarla
karsilastirilarak indirgeme giicii test edildi. Sonuglar paralel {i¢ denemenin ortalamasi olarak
Sekil 6.1°de gosterilmistir. En iyi aktiviteyi aseton ekstraktinda elde etmis olup, bunu sirasi ile
su, etanol ve metanol ekstraktlar1 takip etmistir. Aseton ekstresi, dogal bir antioksidan olan a-
tokoferole yakin sonu¢ vermistir. Ekstraktlar standart antioksidanlarla karsilastirildiginda en
yiiksek indirgeme giiciinii BHA nin olusturdugunu, bunu BHT, o -tokoferol, aseton, su, etanol

ve metanoliin takip ettigini elde edilen sonuglar gostermistir.
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Sekil 6.1 Asphodelus aestivus Brot. ekstrelerinin indirgeme giicii

6.6 DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

Asphodelus aestivus ekstraktlarinda DPPH radikali siiplirme aktivitesi i¢in, her bir ekstrakt ve
standart {i¢ ayr1 deneme olarak, farkli zaman (15°, 30’ ve 60°) araliginda incelendi ve %

inhibisyon sonuglar1 asagidaki farkli zaman grafiklerinde gosterildi.

15 dakika inkiibasyondan sonra ekstrelerden en iyi sonucu su ekstresi vermistir. Bunu
sirasiyla aseton, metanol ve etanol ekstraktlari takip eder. Standart antioksidanlarm diisiik
konsantrasyonda aktivitelerinde farkliliklar olmasmna ragmen, konsantrasyon arttikca
aktiviteleri  birbirine esitlenmekte ve sabitlenmektedir. Bitki ekstraktlarinda ise

konsantrasyonun artmasiyla dogru orantili olarak aktivite de artmaktadir.
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Sekil 6.2.1 Ekstrelerin 15 dakika inkiibasyondan sonra DPPH radikalini temizlenme aktivitesi

30 dakika inkiibasyondan sonra ekstraktlardan en iyi sonucu yine su ekstresinde almis olup,

bunu ayni sekilde aseton, metanol ve etanol takip etmektedir.
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Sekil 6.2.2 Ekstrelerin 30 dakika inkiibasyondan sonra DPPH radikalini temizleme aktivitesi
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60 dakika inkiibasyondan sonra su ekstresi yine en iyi sonucu vermistir, diger ekstrelerin

sonuglar1 birbirine yakin ¢ikmaistir.

Bitki ekstrelerinin aktivitelerinde zamanla belirgin olmayan ¢ok az artis gézlenmekte, bu da

aktivitenin zamana gore degil konsantrasyon miktariyla dogru orantili sekilde arttigmni

gostermektedir.
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Sekil 6.2.3 Ekstrelerin 60 dakika inkiibasyondan sonra DPPH radikalini temizleme aktivitesi

6.7 Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesini en yiiksek metanol ekstresi gostermis olup, bunu sirasiyla su,
etanol ve aseton takip etmektedir. Kuvvetli bir selat olusturucu olarak bilinen EDTA ile
karsilastirildiginda su ekstresinin EDTA’ya olduk¢a yakin sonu¢ verdigi, fakat metanol

ekstresinin her ikisinden de daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
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Sekil 6.3 Ekstrelerin degisen konsantrasyonda metal selatlama aktivitesi

6.8 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Total antioksidan aktivitesi i¢in 4 giin boyunca 24 saat araliklarla 6l¢lim alinarak aktivite

tayin edildi.

Ilk 24 saat sonunda aseton ekstresinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiis, bunu
sirastyla metanol, etanol ve su ekstraktlar1 izlemistir. Aseton ekstresinin aktivitesi standart
antioksidan olan BHA ve BHT nin aktivitesine oldukc¢a yakin, askorbik asit ve a tokoferolden

de ytiksektir.



54

80 -

70 -

60 - il U
- - gtanol
g 50} -
Q_«;‘ —d— metanol
:g 40 - —@— aseton
= 30 - e b
a~

20 - e T

10 - 3 tokoferol

~ge—askorbikasit
0 : y !
20ug 40ug B0ug a0ug 100ug
konsantrasvon

Sekil 6.4.1 i1k 24 saatin sonunda total antioksidan aktivitesi

48 saatin sonunda total antioksidan aktivitesi sonuglar1 ilk 24 saatin sonuglarma yakin fakat
yer yer farkliliklar gostermektedir. Ekstrelerde en yliksek aktiviteyi yine asetonda gormekle
beraber, bunu sirasiyla etanol, metanol ve su takip etmektedir. Aseton ekstresi artan
konsantrasyonuyla birlikte BHA ve BHT den daha yiiksek aktivite gostermekte, a tokoferol

ve askorbik asitin aktivitesinin artmasma ragmen tiim ekstreler daha yiiksek aktivite

gostermektedir.
120 -
100 -
~—— SU
g 20 et EANO]
5‘ —&— metanol
‘= 60 - R
‘E aseton
- -t
-3 bha
£ 40 -
—— bht
20 1 34— a tokoferol
0 —p=— askorbikasit
20ug 40ug 60ug B80ug 100ug
konsantrasvon

Sekil 6.4.2 ikinci giin-48 saatin sonunda total antioksidan aktivitesi
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72 saatin sonunda ekstrelerden yine en yiiksek aktiviteyi aseton ekstresi vermekte ve sirasiyla

etanol, metanol, su takip etmektedir.
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Sekil 6.4.3 Ugiincii giin-72 saat sonunda total antioksidan aktivitesi
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Sekil 6.4.4 Dordiincii glin-96 saat sonunda total antioksidan aktivitesi
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96 saat sonunda da durum degismemekte ve ekstrelerden en yiiksek aktiviteyl aseton
ekstraktinda gérmekte, bunu sirasiyla etanol, metanol ve su ekstraktlar1 takip etmektedir.
Aseton ekstrakt1 yiiksek konsantrasyonda BHA’dan daha ytiksek aktivite gostermektedir ve
bulunan sonuclar BHT ye de oldukc¢a yakindir. Askorbik asitin zamanla yapisinda bozulmalar
meydana gelmesinden dolay1 aktivitesi her gecen giin diismekte ve 4.giiniin sonunda yiiksek

konsantrasyonda aktivitesi sifira inmektedir.

6.9 ABTS™ radikal siipiirme aktivitesi

ABTS radikali siipiirme aktivitesinde tiim ekstraktlar birbirine yakin sonu¢ vermekte ve %50
ila %60 arasinda ABTS radikalini ortamdan uzaklastirmaktadir. Ekstraktlardan en yiiksek
sonucu su ekstrakt: vermis olup, tiim ekstraktlarda belirgin bir fark goriilmemistir. Ayrica
konsantrasyonun artmasiyla belirgin bir fark olusmamis olup, inhibisyon yiizdesini

etkilememektedir.
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Sekil 6.5 Ekstrelerin ABTS radikalini temizleme aktivitesi
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6.10 Nitrik oksit radikal siipiirme aktivitesi

Asphodelus aestivus Brot. yapraklarindan elde edilen ekstrelerin nitrik oksit radikal siipiiriicii
etkisi Sekil 6.6’ da gosterilmistir. Nitrik oksit, inkiibasyon esnasinda sodyum nitroprussiyat
ile olusturulmustur. Elde edilen sonuglara gore ekstrelerin nitrik oksit siipiiriicii etkisi

konsantrasyona bagimlidir ve en etkili ekstre aseton ekstresi olarak bulunmustur.
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Sekil 6.6 Ekstrelerin nitrik oksit radikal siipiiriicii aktivitesi

6.11 Siiperoksit radikali siipiirme aktivitesi

Ekstraktlar en ytliksek aktivite suda goriilmiis olup, bunu sirasiyla etanol, metanol ve aseton
takip etmektedir. Su ekstraktinin aktivitesi troloks ve epikatesine yakin ve BHA’dan oldukca
yiiksektir.

Her bir ekstraktin konsantrasyonunun artmasiyla aktivite dogru orantili olarak artmaktadir. Bu
durum  bitki  ekstraktlarmm  siiperoksit radikallerini  yiiksek oranda ortamdan

uzaklastirabildiklerini ve zararlarin etkisiz hale getirebildiklerini gostermektedir.
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Sekil 6.7 Ekstrelerin siiperoksit radikalini temizleme aktivitesi

6.12 Hidrojen peroksit siipiirme aktivitesi

Ekstraktlardan en yiiksek aktivite metanol ve su ekstraktlarinda goriilmiis olup, siiplirme
aktiviteleri birbirlerine ¢cok yakin ve paraleldir. Onlar1 takiben etanol ve aseton ekstraktlari

gelmektedir.

Diisiik konsantrasyonda tiim ekstraktlar a-tokoferolden yiiksek aktivite gdstermis olup, BHA
ve BHT ye yakindir. Ancak standart antioksidanlarda konsantrasyon artmasiyla ters orantili

olarak aktivite diismektedir.
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Sekil 6.8 Ekstrelerin hidrojen peroksiti siiplirme aktivitesi

6.13 Hidroksil radikali siipiirme aktivitesi

Hidroksil radikali oldukca reaktif ve metabolizma igin son derece zararhidir. Hidroksil
radikalini siiplirme aktivitesini ekstraktlardan en yiiksek su ekstraktinda goérmiis olup, diisiik
konsantrasyonda bunu takiben aseton, metanol ve etanol goriilmektedir. Konsantrasyon
arttikga siralama degismekte ve yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru swralama soyle

olmaktadir; su, etanol, metanol ve aseton.

Standart antioksidanlarla karsilastirildiginda ise diisiik konsantrasyonda yine su ekstraktinin
en yiksek aktiviteyi gosterdigini ve bunu aseton, o-tokoferol, askorbik asit, BHT,
metanol=BHA ve etanol seklinde siralandigini, ancak konsantrasyonun artmasiyla
siralamanin degistigini ve yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru; su, BHA, etanol= a-

tokoferol, BHT, metanol= aseton=askorbik asit seklinde oldugunu gormekteyiz.
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Sekil 6.9 Ekstrelerin hidroksil radikalini temizleme aktivitesi

6.14 DMPD" radikali siipiirme aktivitesi

DMPD radikalini siipiirmede ekstraktlardan en 1y1 aktiviteyi su ekstraktinda, bunu takiben
metanol, etanol ve aseton ekstraktlarim1 gérmekteyiz. Konsantrasyonun artmasi aktiviteyi de
dogru orantili sekilde arttirmistir. Standart antioksidanlarla karsilastirildiginda su ekstraktinin
aktivitesi BHA’ya yakindir. Askorbik asitin aktivitest %98 olup, tiim Ornekler
karsilastirildiginda ytliksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru siralanma su sekildedir;

askorbik asit, troloks, BHA, su, metanol, etanol ve aseton.
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Sekil 6.10 Ekstrelerin DMPD radikalini temizleme aktivitesi
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7. TARTISMA

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyen, serbest radikallerle reaksiyona
girerek oto-oksidasyon veya peroksidasyonun ilerlemesini ve zarar vermesini Onleyen
kimyasal maddelerdir. Serbest radikaller, dis yoriingelerinde ciftlenmemis elektronlara sahip,
yiiklii veya yliksiiz, atomsal ya da molekiiler yapilardr. Ciftlenmemis yapilarindan dolay1
oldukga reaktif ve zararh bilesiklerdir. Antioksidanlar serbest radikallerin zararlarimi etkisiz
hale getiren savunma mekanizmalaridir. Serbest radikaller metabolik olaylar sirasinda
olustugu gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olugsmaktadir. Bu dis etkenler, sigara dumani, hava
kirliligi, endiistri atiklari, UV 1sinlari, radyasyon ilaglar ve g¢esitli kimyasallardir. Cevreden
alman toksik maddeler hiicrede serbest radikal iiretimini arttirirlar. Kendileri radikal iiretir ya
da radikallerin ortadan kaldirilmasimi saglayan antioksidan aktiviteyi azaltirlar. Organizmada
serbest radikallerin zararli etkilerinin en Onemlileri; DNA tahribati, niikleotid yapilt ko-
enzimlerin yikimyi, tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmin bozulmasi, protein ve
lipidlerde kovalent baglarin bozulmasi, enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki
degisiklikler, mukopolisakkaritlerin yikimi, proteinlerin tahrip olmasi, lipid peroksidasyonu
ile hiicre zar1 yapist ve fonksiyonunun degisimi, zar proteinlerinin tahribi, tasima
sistemlerinin bozulmasi, steroid ve yas pigmentilerinin birikimi, kollajen ve elastin gibi uzun
omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinin bozularak kapilerdeki aterofibrotik
degisikliklerin olugmasi sayilabilir. Antioksidanlar organizma tarafindan sentezlenir veya
besinlerle alinabilir. Antioksidanlar bakimindan zengin gidalar, kalp hastaliklari, cesitli kanser
tipleri, Parkinson ve Alzheimer ve iltihapl hastaliklarin yanisira yaslanma ile olusan tiim

hiicresel sorunlarin 6nlenmesinde etkin rol oynamaktadir.

Radikal temizleme ve zincir reaksiyonlar1 durdurma 6zelligine sahip olarak iiretilen sentetik
antioksidanlar ozellikle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. BHA, BHT gibi
sentetik antioksidanlar 20. yiizyilin baslarindan beri kullanilmaktadir. Ancak yiiksek
dozlarimm toksik oldugu ve kansere yol acabilecegini gosteren caligmalar sonucunda bu
antioksidanlarin kullanimmna smirlamalar getirilmistir. Bu durum dogal antioksidanlara
verilen Onemi artmistir. Bitkilerin sekonder metabolizma {iriinleri olarak sentezlenen
molekiiller mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere kars1 koruyucu

ozellikler tasirlar. Ozellikle renkli meyva ve sebzeler, bitkiler yiiksek oranda igerdikleri
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flavonoidler, antosiyaninler ve fenolik bilesikler nedeniyle oldukca iyi birer dogal antioksidan

kaynagi olarak ilgi ¢cekmektedirler.

Bu calismada halk ilact olarak kullanilan Asphodelus aestivus Brot. (¢iris otu) bitkisinin
toprak Ustii kisimlar1 olan yapraklarindan, farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerde farkli
antioksidan aktivite testleri ¢alisilarak bitkinin antioksidan aktivitesi incelenmistir. Bu ¢aligma
cirig otu bitkisinin antioksidan aktivite yoniinden incelendigi ilk ¢aligmadir. Literatiirde bu
bitki ile yapilan bu tiirde bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismada elde edilen sonuglara gore
bitki, yliksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Bitkinin aseton ekstresi yiiksek oranda flavonoid
karotenoid ve klorofil icermektedir. Su ekstresi ise bitkilerde fenolik bilesiklerin sentezi ile
yakin iligkili olan prolini yiiksek oranda bulundurmaktadir. Aseton ve su ekstresinin
indirgeme giicii yiiksek olup aseton ekstresi dogal antioksidan olan a-tokoferoliin indirgeme
giiciine yakin sonu¢ vermistir. Bulunan deger, Portulaca oleraceae (semizotu) nun indirgeme
giiciinden daha ytiksektir (Peksel vd., 2006). Bitkinin metal selatlama kapasitesi metanol ve
su ekstreleri i¢cin olduk¢a yiiksektir. Toplam antioksidan yakalama aktivitesi i¢in metanol,
etanol ve su ekstreleri sentetik antioksidanlar olan BHA ve BHT’ye yakm sonuglar
sergilemistir. Ekstrelerin tiimii ABTS radikaline kars1 %50’ye varan inhibisyon gdstermistir.
Farkl bitkiler i¢in benzer sonuglar literatiirde mevcuttur (Yen vd. 2006). NO radikali iizerine
etki yine ekstrelerin tiimiinde gozlenmistir. Etanol, metanol ve su ekstreleri hidrojen peroksit
iizerinde BHA ve BHT’den daha fazla etkilidir. Bu sonug¢ benzer raporlar bildirilmistir
(Kumaran ve Karunakaran, 2007; Ku ve Mun, 2008). Su ekstresi hidroksil radikali
giderilmesinde dogal ve sentetik antioksidanlardan daha gii¢liidiir. Ayrica DMPD ve DPPH
radikallerinin siipiiriilmesinde de su ekstresi en ¢ok etkiye sahiptir. Etanol ekstresi ise

stiperoksit radikaline kars1t BHA’dan daha 1yi sonug¢ vermistir.

Calismadan elde edilen biitlin bu sonuclara gore; Asphodelus aestivus Brot. yapraklar1 farkl
polaritede bilesenler iceren her bir ekstre ile gii¢lii antioksidan aktivite gostermistir. Bitkiden
hazirlanan ekstreler sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilecek potansiyel bir bitkidir.
Bitkinin farkli kisimlar1 da antioksidan aktivite yoniinden incelenmeli ve sentetik ve dogal
antioksidanlar ile karsilastirilmalidir. Ayrica her bir ekstrenin icerdigi bilesikler belirlenerek

antioksidan aktiviteden sorumlu olanlar belirlenmelidir.
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