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Bu ¢aligmada, Onobrychis argyrea subsp. isaurica’min antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
amacglanmigtir. Bitkisel materyallerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde sadece bir metot ile
calisilmasi yeterli olmadigi igin birden fazla sayida metot kullanilmaktadir. Bu c¢alismada; total
antioksidan kapasite (fosfomolibdat), DPPH (2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil) metodu, ABTS metodu, demir
ve bakir indirgeme giicii metotlar1 (FRAP ve CUPRAC) uygulanmistir. Ayrica bu metotlara ilave olarak
Oziitlerin toplam fenolik ve flavonoid icerikleri de calisilmigtir. Uygulan tiim metotlarda Onobrychis
argyrea subsp. isaurica’nin metanol, etil asetat ve su 6ziitleri kullanilmistir. Onobrychis argyrea subsp.
isaurica’da toplam fenolik ve flavonoid igerik ile toplam antioksidan kapasite genel olarak metanol
Oziitiinde, etil asetat ve su Oziitlerine gore daha yiiksek tespit edilmistir. DPPH, FRAP ve CUPRAC
yonteminde de en yiiksek sonuglar metanol dziitlerinde elde edilmistir. ABTS radikali siipirme ve metal
selatlama kapasitelerinin ¢alisildigi metotlarda ise en yiiksek aktiviteler su oziitlerinde tespit edilmistir.
Calisma sonuglarina bakildiginda; farkli tipteki ¢oziiciilerin kullanilan metotlarin tiiriine gore sonucu
etkiledigi goriilmektedir. Bu ¢alisma bundan sonraki yapilacak ¢aligmalarda ¢oziicii se¢iminde yardimet
olabilecek niteliktedir. Ayrica ¢alisma sonuglar1 degerlendirildiginde; Onobrychis argyrea subsp.
isaurica’nin dogal bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini diistiniilebilir. Tiim bunlar dikkate
alindiginda bu ¢aligma bu tiir iizerine yapilacak diger ¢aligmalara 151k tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Fabaceae, Fenolikler, Onobrychis argyrea
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MS THESIS

EVOLUTION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ONOBRYCHIS ARGYREA
SUBSP. ISAURICA (FABACEAE)

Firat KARADAG

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
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Advisor: Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
2018, 67 Pages

Jury
Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
Prof. Dr. Esra MARTIN
Doc¢. Dr. Gokhan ZENGIN

In this study, it was aimed to determine the antioxidant capacity of Onobrychis argyrea subsp.
isaurica. In determining the antioxidant capacity of plant materials, it is not sufficient to study only one
method, so more than one method is used. In this study; total antioxidant capacity (fosfomolibdat), DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method, ABTS method, iron and copper reduction potency methods
(FRAP and CUPRAC) were applied. In addition to these methods, the total phenolic and flavonoid
contents of the extracts were also studied. Methanol, ethyl acetate and water extracts of Onobrychis
argyrea subsp. isaurica were used in all of the methods applied. Total phenolic and flavonoid content and
total antioxidant capacity of Onobrychis argyrea subsp. isaurica were generally higher in methanol
extract than in ethyl acetate and water extracts. Even in DPPH, FRAP and CUPRAC methods, the highest
results were obtained in methanol extracts. The ABTS radical scavenging and metal chelating capacities
were the highest activities detected in water extracts. According to the study results; it is seen that the
methods used for different types of solvents are influenced by the result. This work will be able to assist
in the selection of solvents in future work. In addition, when the study results are evaluated; Onobrychis
argyrea subsp. isaurica may be used as a natural antioxidant source. When all this is taken into account,
this work will shed light on other work on this species.

Keywords: Antioxidant, Fabaceae, Onobrychis argyrea, Phenolics
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1. GIRIS

Serbest radikaller, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiillerdir ve
oldukca reaktiftirler. Reaktif radikaller bir dizi reaksiyon sonucunda aktif radikallere
dontigerek; doku hasari, organ fonksiyonlarinin bozulmasi ve hasara bagli hiicre
6liimlerine sebep olabilmektedir (Eryilmaz, 2001).

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 sinirlandirmak
i¢cin, biyolojik sistemlerde ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir
(Yildirim, 2003). Bunlar arasinda; serbest radikal olusumunun engellenmesi, oksidan
maddelerin detoksifiye edilmesi, olusan reaktif maddelerin dokulardan uzaklastiriimasi
ve olusan hasarlarin giderilmesi sayilabilir (Akkus, 1995; Cavdar ve ark., 1997;
Yildirim, 2003; Beskaya, 2004).

Metabolizmada endojen kaynakli birgok reaktif oksijen tiirii ve serbest radikaller
olugmaktadir. Bu reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ayn1 zamanda hiicreler arasi
iletisim gorevi de yaparlar. Fakat bunlarin asir1 miktarda olusmas1 oksidatif stres, erken
yaslanma, hiicre fonksiyonlarinin ve biyokimyasal molekiillerin yapilarinin bozulmasi
ile beraber pek ¢ok patolojik rahatsizliklarin olusmasina sebep olur (Nordberg ve Arner,
2001).

Son zamanlarda reaktif oksijen tiirleri’nin (ROS) kanser ve arteroskleroz (damar
sertligi) gibi hastaliklan tetikledigi de kabul edilmistir (Cuendet ve ark., 1997). ROS
hiicrelerde bircok zarar meydana getirebilmektedir, bu zararlar genellikle hiicre
genomunu etkilemektedir. Viicutta oksidatif hasara sebep olan serbest radikaller;
katabolik reaksiyonlar, sagliksiz beslenme, zararli aligkanliklar ve g¢evre kirliliginden
dolay1 olusmakta ve artis gostermektedir. Serbest radikaller ¢esitli hastaliklara ve
yaslanmaya sebebiyet vermektedir. Yaslanan ve hasta durumda olan hiicreler ¢cok daha
fazla miktarda serbest radikal iiretebilmektedir (McCord, 1993). Serbest radikallerin bu
olumsuz etkilerinden korunmak icin antioksidanlara gereksinim vardir. Antioksidanlar
serbest radikalleri nétralize ederek organizmayr birgok hastaliktan korumaktadir
(GOkpnar ve ark., 2006).

Organizmalarda bulunan antioksidan savunma mekanizmalari ROS tiirlerinin
arttig1 durumlarda devreye girerek antioksidan maddeler iiretir ve organizmayi serbest
radikallerin zararli etkilerinden korur (Rice-Evans ve ark., 1997). Antioksidan olan bu
maddeler bitkiler tarafindan sentezlenir. Bitkiler tarafindan sentezlenen bu

metabolitlerin biiylik bir kismi1 fenolik bilesiklerdir ve organizma tarafindan diyetle



alindiginda insan viicudunda da antioksidan &zellikler gosterebilirler (Chaudiere ve
Ferrari-Iliou, 1999). Bu nedenle son yillarda insanlar tarafindan besin kaynakli dogal
antioksidanlarin almmasi1 dzendirilmektedir. Ote yandan antioksidan bilesikleri bolca
iceren bitki ekstraktlarinin (Karagdzler ve ark., 2008) besin endiistrisinde koruyucu
madde olarak kullanilmas1 da son yillarda oldukga sik rastlanan bir uygulamadir.

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak tiizere iki smif halinde bulunurlar.
Bitkilerde bulunan fenoller, azotlu bilesikler, vitamin C ve karotenoidler dogal
antioksidanlardandir ve viicutta serbest radikallerle savasirlar. Sentetik antioksidanlarin
kullanim1 konusunda ise bazi siipheler bulunmaktadir. Bu yiizden arastirmalar dogal
antioksidan kaynagi olabilecek bitkilere yonlendirilmistir (Velioglu ve ark., 1998).

Serbest radikaller yiiksek konsantrasyonlarda niikleik asitler, lipitler ve
proteinlerde hasar meydana gelmesine yol agarlar (Valko ve ark., 2006). Ornegin,
hidroksil radikali DNA ile etkilesmekte ve piirin, pirimidin bazlarmin hasari ile
deoksiriboz iskelette zararlar meydana getirmektedir. Oksidatif stres olarak tanimlanan
bu durumda radikallerin asir1 iiretimi kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, yaglanma gibi
bir¢cok kronik ve dejeneratif hastaligin gelisimine katkida bulunmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

Ozellikle makro molekiiller icerisinde, biinyesinde asir1 doymamis yag asitlerini
iceren lipitler serbest radikallere kars1 en hassas olan molekiil grubudur (Siems ve ark.,
1995). Lipit peroksidasyonun son iiriinii olarak malondialdehit (MDA) meydana
gelmektedir. MDA  memeli hiicrelerinde  mutajenik  ve karsinojenik  etki
gosterebilmektedir.

Serbest radikallerin meydana getirdigi bu zararli etkilerin ortadan kaldirilmasi
icin organizmada bir savunma sistemi gelismistir (Cadenas, 1997). Enzimlerin
olusturdugu bu sistemi siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
katalaz (CAT) meydana getirmektedir. Normal kosullarda bu enzimler ve serbest
radikal tiretimi arasindaki denge saglikli bir yagsamin siirdiiriilmesi agisindan ¢ok biiyiik
Ooneme sahiptir. Ancak dis faktorlerin, 6rnegin; UV 1sinlari, c¢evre kirliligi ve tiitiin
kullanim1 gibi faktorler ile radikal iiretimi antioksidan savunma mekanizmasinin
kapasitesini asarsa bu durumda diyetle antioksidanlarin alimi biiyilk Onem
kazanmaktadir (Valko ve ark., 2007).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin canh
organizmalarda lipit, protein, enzim ve niikleik asitlere hasar vererek; iltihap, kanser,

damar tikanikligi, diyabet, karaciger zedelenmesi, Alzheimer, Parkinson ve koroner



kalp hastaliklar1 gibi birgok hastaligin olusumuna neden olan hiicre veya doku
zedelenmesine sebep olur (Duan ve ark., 2006).

Giliniimiizde artan c¢evresel kirlilik ve sagliksiz beslenme gibi nedenlerden dolay1
kanser ve diyabet tiirli hastaliklar 6nemli derecede artmistir. Bu hastaliklar1 6nleme igin
antioksidanlarin kullanilmasi fikri dikkat ¢ekmektedir. Yapilan birgok calismada
antioksidanlarin insanlarda goriilen yaglilik ve kronik hastaliklara karsi Onleyici ve
iyilestirici etkileri ortaya konulmustur (Ratnam ve ark., 2006). Thomas ve ark. (2010),
antioksidanlarin insan viicudunu oksidatif hasardan korudugunu ve bircok hastalikta
onleyici oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte insanlarda sentezlenen antioksidan
miktar1 smurlidir ve biyolojik sistemin antioksidan kapasitesini astigi durumlarda
oksidatif stres denilen durum ortaya c¢ikmaktadir. Bu sebeplerden dolayr beslenme
yoluyla antioksidanlarin alinmasi bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde 6nem arz etmektedir.
Tiim bunlar dikkate alindiginda bitkilerde bulunan molekiillerin antioksidan
Ozelliklerinin arastirilmasi 6nemli hale gelmistir (Albayrak ve ark., 2010).

Bu nedenlerle, ROS ve RNS tiirlerinin yol agtigi oksidatif stresten insan
viicudunu korumak icin serbest radikal siipiiriicii dogal kaynakli antioksidanlara ilgi
giderek artmaktadir (Gongalves ve ark., 2005).

Fabaceae familyasi i¢inde bulunan bitkiler hayvan ve insan beslenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Fabaceae familyas: bitkileri, hayvanlarin beslenme ve
saghgimnin korunmasinda da 6nemli bir konumda bulunmakta (Foo ve ark., 2000),
insanlarda ise bazi tiirlerin antidiyabetik, antikanserojen, antioksidan, antiinflamatuvar
ozellik gosterdigi, kardiovaskiiler hastaliklarma karsi koruyucu oldugu belirtilmistir
(Baytop, 1988).

Onobrychis argyrea subsp. isaurica Hedge & Hub.- Mor. (korunga),
Angiospermae (kapali tohumlular)’nin Dicoytledonae (iki ¢enekliler) sinifi, Rosales
takiminin Leguminosae (Baklagiller) familyasinin Papilionoidae alt familyasi iginde yer
almaktadir (Yiiksek ve ark., 2002).

Diinyada 160 civarinda Onobrychis (korunga) tiiriiniin oldugu bilinmektedir.
Genis bir adaptasyon kabiliyetine sahip olan yabani korunga tiirleri Baltik Denizi’nden,
Akdeniz, On Asya ve Sibirya’ya kadar uzanan ¢ok genis bir alana yayilmistir. Ozellikle
Anadolu-Iran-Kafkasya iicgeninde yogunlasmis ve ¢esitlenmistir. Bu bdlgelerden
Tiirkiye’de 52 tiirden 27’si (%51.9), iran’da 53 tiirden 32’ si (%60.4) ve Kafkasya da 39
tirden 21’1 (%53.4) endemiktir. Bu veriler dogrultusunda Tiirkiye’nin bu cins

bakimindan 6nemli gen merkezlerinden biri oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Aktoklu, 1995).



Yapilmasi planlanan bu tez calismasinin amaci; lilkemizde yayilis gosteren
Onobrychis argyrea subsp. isaurica nin antioksidan kapasitesinin belirlenmesidir.
Yapilan literatiir taramasina gore, bu tiiriin antioksidan kapasitesi ile ilgili yapilmis olan
bir caligmaya rastlanilmamasi bu tezin 6nemini bir kat daha artirmistir. Giinlimiizde
beslenme, saglik, kozmetik ve ilag hammaddesi alaninda yeni dogal hammadde
kaynaklarinin tespitinin ¢ok Onemli oldugu diisiiniildigiinde, Onobrychis argyrea
subsp. isaurica’nin  dogal antioksidanlarin bir kaynagi olarak  kullanilip

kullanilamayacagi bu tezin ana amaglarindandir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikalleri inceledigimizde atomlarin ya da molekiillerin orbitallerinde
ortaklanmamis elektrona sahip oldugunu goriirliz. Bu ortaklanmamis elektron(lar)
serbest radikalin olduk¢a reaktif ve kararsiz durumda olmasindan sorumludur.
Ortaklanmamis elektron, molekiiliin formiilinde nokta seklindeki bir simge ile (°)
gosterilir (Gruhlke ve Slusarenko, 2012). Serbest radikaller kiigiik molekiillerdir, diisiik
aktivasyon enerjisine sahiptirler ve kisa omiirliidiirler. Boyutlarinin kii¢iik olmasi hiicre
membranlarindan kolaylikla ge¢melerine olanak saglar (Jensen, 2003). Organizmada
meydana gelen serbest radikaller ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
dengenin bozuldugu durumlarda oksidatif stres olusur. Neticede bu dengesizlik
hiicrenin DNA, karbonhidrat, membran lipitleri ve protein yapilar1 gibi en onemli
kisimlarinda oksidatif hasarlara neden olabilir. Bu bakimdan oksidatif stresin olusum
sebeplerinin ve sonuglarinin insan sagligi {izerinde meydana getirdigi olumsuz etkiler
Oonemli bir aragtirma konusu haline gelmistir.

Serbest radikaller organizmada ti¢ farkli mekanizma sonucu olusurlar: bunlardan
ilki kovalent bag tasiyan molekiiliin homolitik yikimi ile olusan serbest radikallerdir.
Ikinci olarak radikal olmayan molekiilden tek elektronun ayrilmasi yahut bir molekiiliin
heterolitik yolla parcalanmasindan sonra kovalent bagi meydana getiren her iKi
elektronun atomlardan sadece birinde kalmasi ile olusur. Son olarak serbest radikaller,
bir molekiile fazladan bir elektron eklenmesiyle olugsmaktadir.

Serbest radikaller pozitif yiklii, negatif yiikli ya da nétr olabilmektedirler.
Organizmalarda en ¢ok elektron aktarimlari ile olusurlar. Meydana gelen bu serbest
radikaller arasinda en 6nemlileri oksijen kaynakli serbest radikallerdir.

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen c¢esitleri endojen ve eksojen kaynaklardan iiretilirler ve
kontrolsiiz diizen altinda makro molekiillerin hasarina neden olurlar. Ancak aerobik
organizmalar bu hasarlar1 engellemek i¢in ¢iftli olusumlar ya da pasiflestirici
mekanizmalar gelistirmislerdir. Ornegin; {irik asit, oksidaz vasitasiyla olusturulan
hidrojen peroksit (H20,), diger enzimler tarafindan (katalaz veya peroksidaz) H,O ve
O,’ye doniistiiriiliir.

Metabolizma islemlerinin normal gidisatinda oksijen molekiilii toplamda dort

tane elektron kabul edebilmektedir. Oksijenin siiperoksit anyona doniismesi i¢in bir



elektron eklenmesi gerekir, iki elektron eklenirse hidrojen peroksit, ii¢ tane elektron
eklendigi durumlarda hidroksil radikali olusur ve su olusmasi icin ise dort elektron
eklenmesi gerekir (Ozdem ve Sadan, 1994; Wickens, 2001). Oksijen metabolizmasi
rtinlerinin azaltilmasi i¢in organizmalarda enzimatik olarak kullanilan enzimler;
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) sayilabilir.
Nonenzimatik olarak ise glutatyon (GSH) ve a-tokoferol gibi molekiiller ile hiicresel
savunma sistemleri kontrol edilebilmektedir (Wohaieb ve Godin, 1987; Wickens, 2001).
2.2.1. Singlet (Tekli) oksijen

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan radikal olmayan
reaktif oksijen molekiilii olarak bilinir. Molekiiler oksijende eslesmemis iki dis
elektronun spinleri aynidir. Ancak farkli yoriingelerde bulunurlar. Molekiiler oksijen
yiiksek enerji ile uyarildiginda bu eslenmemis elektronlardan biri ya kendi spininin tersi
yoniinde hareket eder ya da bulundugu orbitalden baska bir orbitale gecis yapar.
Boylece singlet oksijen ortaya ¢ikar. Singlet oksijende eslesmemis elektronlarin spinleri
birbirine zittir. Singlet oksijenin iki farkli formu bulunmaktadir (Akkus, 1995; Hurst ve
ark., 1997; Perl-Treves ve Perl, 2002). Oksijenin yiiksek enerjili bu formunun
reaktivitesi, molekiiler oksijene gore ¢ok yiiksektir. Singlet oksijen hem serbest radikal
metabolizmasi sonucu meydana gelir hem de serbest radikal reaksiyonlarini baslatabilir.
Radikal olmadig: halde ¢ok reaktif olmasi ve radikal tepkimelerinin baglamasina neden
olmasi sebebiyle radikal siifinda kabul edilir. Biyolojik sistemlerde singlet oksijen;
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, hidrojen peroksitlerin metal iyonlar1 varliginda
vermis olduklar1 reaksiyonlar esnasinda, iyonize radyasyon ile uyarilma sonucu veya
sitokrom P-450 tepkimeleri sirasinda olusabilir. Singlet oksijen, igerdigi enerjiyi
cevreye dalga enerjisi olarak yayip daha diigiikk enerji seviyelerine inerek, tekrar
molekiiler oksijene donebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Akkus, 1995; Stahl ve
Sies, 2002).
2.2.2. Siiperoksit radikali

Organizmada meydana gelen ilk radikal, siiperoksit (O, ) radikalidir. Cevresel
etkenler, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla ¢ok kolay bir sekilde olusur.
Biyolojik sistemlerde oksijen bir tane elektron alip indirgendigi zaman olusan serbest
radikal siiperoksit radikal anyonudur. Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda
elektron transport zincirindeki elektron kacagi sonucu siiperoksit radikali olusur.
Stiperoksidin en biiyiik kaynagi elektron transport zinciridir. Her ne kadar siiperoksit bir

radikal olsa da reaktifligi yliksek degildir (Jialal ve Fuller, 1993; Akkus, 1995).



2.2.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,0;), igeriginde paylasilmamis elektron bulundurmadigi
i¢in radikal 6zellikte degildir. Demir ve bakir varliginda; zararli ve reaktif hidroksil
radikalinin 6nciilii olarak rol oynadigindan reaktif oksijen tiirleri igerisine dahil edilir.
Hidrojen peroksit proteinlerin yapisinda bulunan gruptaki demirle etkileserek reaktif
demir formlarint olusturur. Bu reaktif formdaki demir lipit peroksidasyonunun
baslamasinda etkili olabilir (Cheeseman ve Slater, 1993; Nordberg ve Arner, 2001).
Hidrojen peroksit hiicreler igin toksik olup, ozellikle indirgenmis metal iyonlariyla
reaksiyona girdiginde dnemli serbest radikal hasarina neden olmaktadir (Erenel ve ark.,
1992).
2.2.4. Hidroksil radikali

Oksijen radikalleri igerisinde en reaktif ve en zarar verici etkiye sahip olan tiir,
hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali (OH") olustugu yerde hi¢bir ayrim yapmaksizin
herhangi bir molekiille etkilesebilir. Bunun sebebi hidroksil radikalinin eslenmemis
elektron bulunduran dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanmaktadir. Hemen
etkilesime girdigi icin de uzak mesafelere dagilamaz ve yarilanma omrii ¢ok kisadir
(Kenneth ve Bruce, 1998; Yanbeyi, 1999). Hidroksil radikalinin istenmeyen zararl
etkilerin yaninda, organizmanin normal isleyisi i¢in de tretilmeleri gereklidir. Fagositoz
ve diger birgok enzimatik tepkimenin yapisina katilir (Kiling, 1986). Hidroksil radikali
(OH"), olustugu yerde biiylik hasara neden olur. Hiicrede hemen hemen biitlin yapilarla
reaksiyona girebilir. Fosfolipidler, karbonhidratlar, proteinler, DNA gibi elektronca
zengin bir¢ok molekiil hidroksil radikalinin hedefinde yer alir. Lipit peroksidasyonunu
baglatabilir, lipit peroksidasyonu ise hiicre zarmin gegirgenligini artirabilir. Yapisini
bozarak da hiicre 6liimiine yol agabilir. DNA {izerinde kirilmalara ve mutajenik etkilere
neden olur. Radikal olmayan biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek zincirleme
reaksiyonlar1 baslatabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).
2.2.5. Nitrik oksit radikali

Nitrik oksit (NO), inorganik bir serbest radikaldir. NO, metabolizma igerisinde
bir¢cok gdreve sahiptir. Gegmiste sadece cevre kirliligine sebep olan bir molekiil olarak
kabul edilmistir. Giiniimiizde ise makrofaj ve notrofiller gibi hiicreler tarafindan
sentezlenip metabolik siirece dahil olduklar1 anlagilmistir. NO’nun kan basinci lizerinde
onemli bir etkisi bulunmaktadir. NO, siiperoksit ve gecis metalleriyle reaksiyona girer.
NO, siiperoksit radikali ile birleserek peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit, nitrik okside

gore daha az stabildir. Fakat nitrik oksitten daha toksik 6zellik gosterir. Peroksinitritin



protonlanmasiyla da oldukga etkili olan peroksinitroz asit meydana gelir. NO’nun
ortamda birikmesi, ndronlarda ileri derecede hasarin olugsmasina neden olur. Yagda
¢Oziinebilen nitrik oksit, biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilir. Oldukca basit
bir yapiya sahip olmasina ragmen farkli ve zit etkilere sahiptir. NO, bazi durumlarda bir
antioksidan gibi davranir ve lipit peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Bununla
birlikte siiperoksitle reaksiyona girerek prooksidan olarak davranir. Metabolizmada
nitrik oksit sentaz (NOS) aracilig1 ile iiretilir. Nitrik oksit, giiclii bir damar diiz kas
gevseticisi olarak gorev yapar (Simonian ve Coyle, 1996; Lala ve Chakraborty, 2001).
2.3. Serbest Radikal Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerdeki birgok 6nemli serbest radikal oksijen kaynakli meydana
gelen radikallerdir (Akkus, 1995). Serbest radikal olusmasina neden olan kaynaklar
ikiye ayrilmaktadir. Bunlar; eksojen ve endojen kaynaklardir. Eksojen kaynaklar
arasinda; organik c¢oziiciiler, ilaglar, anestezikler, UV, radyasyon, sagliksiz g¢evre
kosullar1, zararli aligkanliklar, fazla yagli beslenme vb. sayilabilir. Endojen kaynaklar
ise; oksijenli solunum, mitokondrilerdeki elektron tasima zinciri, oksidatif stres,
fagositoz yapan hiicreler, kronik hastaliklar, oksidan enzimler, plazma membrani, agir
egzersizler ve benzeri durumlaridir (Nelson ve Cox, 2004; Giirdol ve Ademoglu, 2006).
2.4. Serbest Radikallerin Etkileri
2.4.1. Serbest radikallerin yararh etkileri

21. yiizyilda, yapilan arastirmalarin ¢ogu, canli organizmalarin serbest
radikallerin  yararli kullanimi 1i¢in bazi mekanizmalar gelistirmis oldugunu
gostermektedir. Ilimli konsantrasyonlarda iiretilen reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot
tiirleri hiicresel yapilarin olgunlagsma siireci i¢in gereklidir, insan sagligi i¢in hayati
Ooneme sahiptir ve bagisiklik sistemi i¢in kalkan olarak hareket edebilir. Notrofiller,
makrofajlar ve monositlerin de dahil oldugu fagositik hiicreler, hastaliklara karsi
viicudun savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak siiperoksit ve nitrik oksit radikali
iireterek patojenlere karsi serbest radikalleri kullanirlar. Bundan baska, viicudun normal
metabolizmas1 sirasinda dogal olarak {iretilen serbest radikallerin bazilari hiicresel
sinyal iletiminde ikincil haberci olarak gorev yapmaktadirlar (Reddy ve ark., 2010).
2.4.2. Serbest radikallerin zararh etkileri

Fizyolojik sartlar altinda serbest radikaller siirekli iretilirler ve hiicresel
fonksiyonlar i¢in gereklidir. Ancak, bu serbest radikallerin tiretilme hizlar ile yikim
hizlar1 arasinda hassas bir denge durumu vardir, bu durum "oksidatif denge" adini1 alir.

Bazen antioksidan savunma mekanizmasinin ortamdan kaldirabileceginden daha ¢ok



serbest radikal meydana gelebilir. Bu durumda ise oksidatif stres olarak adlandirilan
durum ortaya ¢ikar. Oksidatif stres durumunda organizmada denge oksidanlar yoniine
kayarak hiicrede hasarlara yol acabilmektedir. Oksidatif stres kosullarinda biyolojik
sistemlerde serbest radikal miktarlarinda artis olmaktadir ve bu yiizden de bu iiriinlerin
reaksiyon hizlarinda artis meydana gelir. Bu durumdan ise bircok metabolik Sistem
olumsuz etkilenmektedir (Halliwell, 2006).

2.5. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Son yillarda fizyoloji, farmakoloji, gida ve gida endistrisi gibi alanlarda
antioksidanlar iizerine yapilan arastirmalar, antioksidanlarin 6neminin gittik¢e arttigini
gostermektedir. Oyle ki, “antioksidan” ifadesi uluslararas1 alanda kabul edilmis bir
tanim ile smrlandirilmamistir. Gida endiistrisinde antioksidanlar, “kolaylikla okside
olabilen besin maddelerinin oksidasyonu sonucunda, bu maddelerin tatlarinin
acilasmasini, eksimesini ve kokularinin bozulmasini 6nleyebilen, geciktirebilen veya
durdurabilen maddeler” olarak tanimlanmistir (Becker ve ark., 2004). Lipitlerden baska
karbonhidratlar, proteinler ve DNA gibi okside olabilen diger tiim makro molekiilleri de
kapsayan diger bir tanim; Halliwell ve Gutteridge (1995) tarafindan, "yiikseltgenebilir
Ozellikteki bir substratla kiyaslandiginda, diisiik konsantrasyonlarda s6z konusu
substratin oksidasyonunu geciktiren ya da inhibe eden molekiiller" seklinde ifade
edilmistir. Fakat daha sonra bu terim Halliwell (2007) tarafindan "ayn1 substratin hedef
molekiilde olusturdugu oksidatif hasar1 azaltan, geciktiren veya engelleyen maddeler"
seklinde verilmistir. Ayni yil, "dogrudan reaktif oksijen tiirlerini temizleyen ya da
dolayli olarak antioksidan savunma mekanizmasint uyaran veya reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu inhibe eden maddeler" seklinde tanimlanmustir (Khlebnikov ve
ark., 2007).

Antioksidanlar, gida iiriinlerinde Kaliteyi ve besin degerlerini korumak amactyla
sonradan ilave edilebildikleri gibi, besin maddelerinde dogal olarak da bulunurlar.
Bunlar besinlerin tatlarinin acilagsmasini, eksimesini ve kokularinin bozulmasini
geciktiren kimyasal madde gruplaridir. Antioksidanlar genellikle yaglarda meydana
gelen oksijen sebepli otooksidasyonu onlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu islem
sonucunda yaglarin kalitesi ve raf omrii uzatilmaktadir. Antioksidanlar ancak insan
sagligina zarar1 olmadig1 kesinlestikten sonra gidalarda kullanilmalidir (EFSA, 2012).
Piyasada en c¢ok kullanildigr bilinen sentetik antioksidan ¢esitleri; biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer
biitil hidrokinon (TBHQ) dur (Tiirk Gida Kodeksi, 2008).
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Indirgeyici ozellik gdsteren antioksidanlar prooksidan olarak etki edebilirler.
Ortamdaki antioksidan madde konsantrasyonunun artmasi ile oksidasyonun ayni oranda
onlenmesi arasinda dogru orantinin oldugunu diisiinmek yanlstir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda fenolik antioksidanlar, antioksidan 0&zelliklerini yitirirler ve
oksidasyonu hizlandirict etki gosterirler (Laughton ve ark., 1989). Bu etkiye
“prooksidan etki” denir.

Prooksidanlar, ROT’ lar1 olusturarak ya da antioksidan sistemleri inhibe ederek
oksidatif strese neden olan kimyasallardir (Puglia ve Powell, 1984). Prooksidanlarin ve
antioksidanlarin metabolitik yollardaki ve hiicrelerin korunmasindaki hayati rolii hig
siiphe yok ki elzemdir. Ancak, son yillarda bazi aragtirmalardaki birbiri ile ¢elisen
ifadeler, bilim insanlarini daha detayli arastirmaya zorlamustir. Serbest radikaller
prooksidan olarak kabul edilirken, antioksidanlarin da prooksidan etki gosterebilmeleri
sasirticidir  (Carocho ve Ferreira, 2013). Ornegin, C vitamininin yiiksek
konsantrasyonlardaki antioksidan aktivitesinin yaninda, diisiik konsantrasyonlarda
prooksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. C vitamini H,O; gibi oksidan molekiilleri
indirgediginde antioksidan aktiviteye sahiptir (Duarte ve Lunec, 2005; Du ve ark.,
2012), fakat C vitamini metal iyonlarin1 da indirger ve indirgenme ile olusan katyonlar
Fenton reaksiyonu araciligiyla serbest radikal olusturlar.

Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest radikalleri ve ROT’larin meydana
getirdikleri hasarlar1 hiicre iginde (enzimatik) ve hiicre disinda (enzimatik olmayan)
savunma mekanizmasi ile etkisizlestirirler (Tarpey ve ark., 2004). Hiicre i¢i savunma
stiperoksit dismutaz, glutatyon S- transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
katalaz ve sitokrom oksidaz gibi enzimler tarafindan saglanirken, hiicre dis1 savunmasi
ise alblimin, biliriibin, transferrin, seruloplazmin, iirik asit, koenzim Q10 gibi farklh
molekiillerle saglanir (Carocho ve Ferreira, 2013).

Antioksidanlar, radikal olusumunu smirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, ortamdaki radikalleri yok etme, hasarli molekiillerin
tamiri ve temizlenmesi gibi farkli mekanizmalarla etkilerini gosterirler. Bir bagka
deyisle serbest radikallerin noétralize edilmesini saglayarak organizmanin bunlardan
etkilenmesini Onleyen ve Kkendisinin yenilenmesine yardim eden maddelerdir.
Antioksidanlarin etki tipleri 4’e ayrilir (Akkus, 1995):

Toplayic1 (Scavenging) Etki: Serbest radikallere etki ederek onlar1 tutma veya

daha zayif yeni molekiillere doniistiirmeye denir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
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(CAT), peroksidaz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi enzimler; EDTA, fitik asit
gibi metal selatlayicilar1 6rnek olarak verilebilir.

Bastirict (Quencher) Etki: Serbest radikallerle etkileserek onlara bir tane
hidrojen aktarilmasi ve aktivitelerini azaltmaya veya inaktif hale getirme bastirict etki
olarak bilinir. Antioksidan vitaminler (E ve C), flavonoidler, antosiyaninler ve mannitol
ornek olarak verilebilir.

Onarici (Repair) Etki: ROT’larin olusturdugu hasarin onarilmasidir.

Zincir Kirici (Chain Breaking) Etki: Reaktif oksijen tiirlerini kendilerine
baglayarak zincirleme olarak devam eden reaksiyonlarin belirli yerlerden kirilip
radikallerin fonksiyonlarini engelleme islemidir. Hemoglobin, seruloplazmin, biliriibin,
tirik asit ve mineraller 6rnek olarak verilebilir.

2.6. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar i¢in birden fazla sekilde siniflandirma yapmak miimkiindiir.
Endojen (dogal) ve eksojen kaynakli olarak smiflandirilabildikleri gibi, enzimatik ve
non-enzimatik (enzim olmayanlar) olarak da siniflandirilabilirler.

Insanlardaki antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve non-enzimatik olarak
baslica iki ana gruba ayrilir. Enzimatik savunma sistemi de kendi arasinda birincil ve
ikincil; non-enzimatik savunma ise flavonoidler, fenolik asitler, vitaminler,
karotenoidler, mineraller, kofaktorler, non-proteinojen azotlu bilesikler ve organosiilfiir
bilesikleri gibi alt gruplara ayrilabilirler.

2.6.1. Endojen (dogal) antioksidanlar
2.6.1.1. Enzimatik olan antioksidanlar

En bilinen enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz (CAT), selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GSH-PX),
glutatyon-S-transferaz (GST), hidroperoksidaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi,
glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)’dur.

SOD, CAT ve GSH siklusu enzimleri (GSH-Px, GR, G6PD) reaktif oksijen
radikallerini daha az toksik ve zararli metabolitlere ¢eviren antioksidan enzimlerdendir
(Ozdem ve Sadan 1994; Aslan ve ark., 1995). Siiperoksit radikalini detoksifiye eden
enzim ise solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz enzimidir (Akkus,
1995).
2.6.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1) antioksidan savunma sisteminin ilk

basamagini olusturur. SOD (stiperoksit dismutaz) enzimi, siiperoksit (O, ) radikalinin
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hidrojen perokside (H,O,) doniisiimiinii katalizler. Normal metabolik siire¢ boyunca
oksijenin kullanilmasi sonucu yiliksek miktarda siiperoksit radikali olusur. Yiksek
miktardaki stiperoksit radikali hiicre i¢in olduke¢a tehlikelidir. Ancak hiicre i¢i Oy
orant SOD tarafindan belirli bir seviyenin altinda tutulur. Béylece O,  radikalinin
hiicreye zarar vermesi engellenmis olur. Oksijen kullanimi fazla olan dokulardaki SOD
aktivitesi, O, kullanim1 az olan dokulardaki SOD aktivitesine oranla daha yiiksektir.
Hiicre disi SOD aktivitesi ise oldukg¢a diisiik seviyededir (Cakir, 1997; Kaminaka ve
ark., 1999).

SOD enzimi siiperoksit anyonunu (O-) enzimatik olarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiriir.

SOD

20, + 2H" 3y H02+0

Fizyolojik olarak metabolik agamalarda iiretimi olduk¢a fazla olan siiperoksit,
hiicre i¢i aktivitesini diisiik tutarak hiicresel O,- diizeylerinin kontroliinde ve hiicreleri
O,- radikalinin etkilerinden korumada gdrev alir. Spontan olarak da olusabilen bu
reaksiyon SOD katalizorliigiinde yaklagik 4000 kez daha hizli olusur. SOD enzimi
hemen hemen biitiin aerobik organizmalarda bulunan bir metalloenzimdir (Fridovich,
1995; Bast ve ark., 1997; Perl-Treves ve Perl, 2002).

Uc biiyiik SOD tipi bildirilmistir. Cu, Zn ve Mn (bakir, ¢inko ve manganez)
iceren birer enzim Okaryotik hiicrelerde bulunmustur. Cu, Zn igeren enzim
sitoplazmada, Mn igeren enzim ise mitokondride bulunmaktadir (Kahraman, 1998).
2.6.1.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) hidroperoksitlerin indirgenmesini
katalizleyen 6nemli bir sitozolik enzimdir. GSH-Px’in molekiil agirlig1 yaklagik 85.000
daltondur. Sadece sitozolde degil ayn1 zamanda mitokondride de aktivitesi vardir. Fakat
mitokondrideki aktivitesi sitozoldekine gore daha diisiiktiir. Glutatyon peroksidaz, aktif
bolgesinde bulundurdugu selenyum (selenosistein formunda) nedeniyle selenyuma
bagimli GSH-Px olarak adlandirilir. Bu da kisa olarak Se-GSH-Px seklinde belirtilir.
Fakat bazi GSH-Px yapilar1 selenyum bulundurmaz. Selenyum bulundurmayan bu
peroksidaz enziminin de lipit peroksitlere ve hidrojen perokside karsi aktivitesi vardir.
Fakat bu aktivite oldukga diisiiktiir (Gey, 1990; Akkus, 1995).
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GSH-Px
2GSH+ROOH > ROH + GSSG + H20

Glutatyon peroksidaz enzimi hidrojen peroksidin veya organik peroksitlerin
indirgenmesini katalizlerken glutatyonu (GSH) elektron akseptorii olarak kullanir. Bu
reaksiyonlar sonucu yiikseltgenen glutatyon miktari ise sinirlidir. Okside olan glutatyon
(GSSG), glutatyon rediiktaz enzimi vasitasiyla rediikte forma donistiiriilerek tekrar

kullanima hazir hale getirilir.

GR

GSSG + NADPH +H" — 5 NADP+ +2GSH

Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki diisiis hidrojen peroksit konsantrasyonunun
artmasma yol acar. Bu da siddetli hiicre yikimma neden olur. Ozellikle eritrositlerin
hemoliz olmasi ciddi hasara yol acar (Mannervick, 1985; Michiels ve ark., 1994,
Akkus, 1995; Cnubben ve ark., 2001).

Glutatyon peroksidazin yapisinda selenyum bulundurmayan tiirleri glutatyon-S-
transferaz olarak isimlendirilir. Bu grup tyeleri glutatyon ile elektrofilik bilesikler
arasinda konjugasyonu katalizleyen yapilar olarak tanimlanir. Selenyum bagli glutatyon
peroksidazlar bes farkli grup altinda simiflandirilirlar. Biitlin hiicrelerde eksprese edilen
tetramerik yapidaki sitozolik GSH-Px, GSH-Px 1 olarak isimlendirilir. GSH-Px 1 daha
cok eritrositlerde ve bobrekte lokalize olmustur. GSH-Px 2 olarak nitelendirilen bir
diger grup ise insanlarda daha ¢ok karaciger ve gastrointestinal kanalda eksprese edilir
(Akkus, 1995; Cnubben ve ark., 2001).
2.6.1.1.3. Glutatyon -S- transferazlar (GST)

Glutatyon-S-Transferaz (GST), (EC 2.5.1.18) selenyuma bagli olmayan
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi gostererek antioksidan savunmaya katilan
izoenzimlerden olusan bir enzim ailesinden olusur. Dimerik yapili glutatyon-S-
transferazlar, basta aragidonik asidi ve lineolat hidroperoksitler olmak {izere lipit

peroksitlerine kars1 antioksidan aktivite gosterirler (Nelson ve Cox, 2000; Erat, 2002).
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GST
ROOH +2GSH —— GSSG + ROH + H0

Homodimerik ve heterodimerik enzimler olan GST’larin aragtirilan tiim canl
tirlerinde bulunmasi bu enzim ailesinin hayati Oneminin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu enzimler katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir
(Akkus, 1995).

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptir. GST’larin hiicre iginde tasici ve baglayici rollerinin yani sira
detoksifikasyon gorevleri de vardir.

Katalitik olarak; ksenobiyotikleri GSH’daki sisteine ait —SH grubu ile baglar ve
elektrofilik bolgeleri notralize ederek ve iriinlerin suda daha fazla ¢6ziiniir durumda
olmasin1  saglar. Olusan GSH konjugatlar1 bdylece biyolojik sistemlerden
uzaklastirilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Ayrica metabolize edilmeyen
lipofilik-hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglayarak hiicre i¢inde az miktarda ¢oziinebilen
molekiillerin depolanmasi ve tasinmasinda gorev alirlar (Akkus, 1995).
2.6.1.1.4. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) biitiin aerobik hiicrelerin hemen hepsinde bulunur.
Ozellikle eritrosit ve karacigerde yiiksek konsantrasyonda mevcuttur. Katalaz
enziminde dort adet hem grubu bulunur ve bir hemoproteindir. Ayrica her alt birim
NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda gérev almaktadir. Katalaz enziminin
(CAT) gorevi, hidrojen peroksidi (H2O;) oksijen ve suya pargalamaktir. Boylece
H,0O,’in ortamda birikmesi ve c¢ok tehlikeli bir radikal olan hidroksil radikalinin
olusmasi 6nlenmis olur (Michiels ve ark., 1994; Akkus, 1995; Nicholls ve ark., 2000).

Hiicre i¢cinde daha ¢ok peroksizomlarda lokalize olmus durumdadir. Ayrica
sitoplazma, mitokondri ve endoplazmik retikulumda da aktivite gostermektedir
(Lardinnois, 1995; Akkus, 1995). Yapisinda bulundurdugu demir sayesinde H,O, nin

suya doniistiiriilmesinden sorumlu bir enzimdir.

Katalaz
2H-20, sy 2H0 + O,
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Insan eritrositlerinde &nemli miktarda katalaz bulunmasina ragmen, hidrojen
peroksidin buradan uzaklastirilmasindaki temel mekanizmanin NADPH, glutatyon
rediiktaz / peroksidaz yolu oldugu diisiiniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989).
2.6.1.1.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (E.C.1.8.1.7) ilk olarak 1951°de tanimlanmastir.
GR enzimi, H,O, ve diger organik haldeki peroksitler indirgenirken glutatyon
peroksidaz enzimi aracilifiyla yiikseltgenen glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmesi
icin gerekli reaksiyonu katalizler. Bu islemler sonucunda canlida bulunan simirh
sayidaki glutatyon (GSH) molekiilii tekrardan kullanilabilir hale doniismiis olur. Tim
bu reaksiyonlarin meydana gelebilmesi i¢cin NADPH’a ihtiyac vardir. Thtiya¢ duyulan
NADPH pentoz fosfat metabolik yolundan saglanir. Burada glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzimi ile glutatyon rediiktaz enziminin aralarindaki iligki ortaya
¢ikar. G6PD enziminin ¢alismamasi, NADPH iiretimini; NADPH miktarinin azalmasi
glutatyon rediiktazin islerligini; GR aktivitesinin diismesi de GSH olusumunu etkiler
(Akkus, 1995; Ciftei ve ark., 2001; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

GR
GSSG + NADPH+H* ——» NADP"+2GSH

Yiiksek GSH ve diisik GSSG diizeyleri 6nemlidir, ¢iinkii yliksek GSSG
diizeyleri protein siilfidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik
glutatyon-protein siilfidrilleri olusturur. Gerekli GSH-GSSG oranlari GR ve G6PD
enzimleri tarafindan devam ettirilir. NADPH’in G6PD ile iiretimi de oksijen hasarinin
tamirinde gerekli biyosentetik siire¢lerde 6nemli olabilir (Erenel ve ark., 1992). GR
aktivitesi, NADPH kullanilarak GSSG’nin GSH’a indirgenmesi sirasinda NADPH’1n
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi ile belirlenir. Glutatyon rediiktaz
enzimi hiicre ici GSH/GSSG oranin yiikselterek 6zellikle eritrositleri hemolizden korur
(Akkus, 1995; Mullineaux ve ark., 1996; Lamotte ve ark., 2000; Keha ve Kiifrevioglu,
2004, Biilbiil ve Erat, 2008).
2.6.1.2. Enzimatik olmayan (Nonenzimatik) antioksidanlar

Nonenzimatik antioksidanlardan endojen olanlar: glutatyon, sistein, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, biliriibin, metiyonin, {irat,

laktoferrin, albiimin, eksojen antioksidan olanlardan vitaminler: a-tokoferol (vitamin E),
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[-karoten-retinol (vitamin A), askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat), minerallerden
ise selenyum, bakir, ¢inko, polifenoller ve flavonoidleri sayabiliriz.

CAT ve GSH-Px gibi enzimler oldukc¢a reaktif hidroksil tiirlerinin hasar
olusturan etkilerine karsi, sadece siirl bir koruma saglayabilirler. Bununla birlikte bir
seri diislik molekiil agirliklt serbest radikal temizleyiciler (antioksidanlar) direkt
reaksiyona girerek onlar1 daha az zararli ve daha stabil tiirevlerine doniistiirebilirler
(Erenel ve ark., 1992).

Enzimatik olmayan karakterdeki redoks reaksiyonlarinda serbest radikal
olusumu ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Serbest bir radikalin meydana gelebilmesi
icin, iki bagi olan bir molekiiliin bir tek bagmin baska bir molekiiliin etkisi ile
yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi gerekmektedir (Thurnham, 1990).

Enzimatik olmayan yapidaki bu maddeler, GSH, iirik asit, taurin ve yiiksek
molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus ve albiimindir (Ozdem ve Sadan, 1994).
Diger nonenzimatik antioksidanlar, melatonin, seruloplazmin, transferin, laktoferrin,
miyoglobin ve hemoglobindir (Akkus, 1995).
2.6.1.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH tripeptit yapisinda olan, glutamik asit, sisteinler ve glisin aminoasitlerinden
olusan bilesiktir. Biyolojik sistemlerde 6nemi yiiksek antioksidanlardan olan GSH,
hiicrelerde peroksit ve serbest radikaller ile etkilesime girerek onlar1 oksidatif hasara
kars1 korumaktadir. Proteinlerin —SH gruplarinin rediikte durumda kalmasim
saglayarak, protein ve enzimlerin inaktivasyonuna engel olur. Bu gorevleriyle beraber
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin membranlardan gegisini de
saglar (Akkus, 1995).

Indirgenmis glutatyon reaktif ksenobiyotiklere karsi hiicresel membran
yapilarint korumaya istirak ettigi bilinen Onemli hiicresel redoks tepkimelerinde
potansiyel biyolojik madde olarak gorev alir. Bu onemli fonksiyonlari bize devamli
azalan GSH konsantrasyonunun yaslanma prosesleri ve neoplastik hastaliklarda
kolaylastiric faktor olabilecegini gostermistir (Laganiere ve Yu, 1989).
2.6.1.2.2. Melatonin

Giugli antioksidanlardan olan melatonin, en kuvvetli radikal olarak bilinen
hidroksil radikalinin etkisini azaltir. Bu nedenle giiniimiizde bilinen en kuvvetli
antioksidanlardan biridir. Melatoninin 6nemli diger bir 6zelligi ise lipofilik 6zellikte
olmasidir. Bu yiizden hiicrenin tiim organellerine ve g¢ekirdegine ulasabilir, kan-beyin

bariyerini asabilir 6zelliktedir. Tiim bu nedenlerden dolay1 genis bir alanda antioksidan
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aktivitesini  sergileyebilir. Melatoninin diger bir 0Ozelligi ise yiiksek dozda
kullanildiginda bile herhangi bir toksisitesinin olmamasidir. Melatoninin hiicre
cekirdegine kolayca girebilmesi ve DNA’y1 serbest radikallerin zararli etkilerinden
koruyabilmesi 6zelliginden dolay1 diger antioksidanlardan daha {istiin bir niteliktedir.
Yasin ilerlemesi ile paralel olarak melatonin {iretim miktar1 azalmaktadir bu durumun
da yaslanma ve yasliliga baghh hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ©6nemli oldugu
diistiniilmektedir (Akkus, 1995).

2.6.2. Eksojen antioksidanlar

2.6.2.1. Vitamin eksojen antioksidanlar

2.6.2.1.1. Vitamin C (Askorbik Asit, AA)

Suda ¢dziinen bir vitamin olan L-askorbik asit, bitkilerin yaprak kisimlarinda
ozellikle kloroplastlarinda yaygin olarak bulunur (Cadenas ve Packer, 2002). Bircok
hayvanda karaciger ve bdbrek hiicrelerinde glikozdan sentezlenebilmektedir. insanda
ise gerekli enzim bulunmadigindan C vitamini sentezlenemez. insanlar bu vitamini
beslenme yoluyla almaktadirlar (Gilirdol ve Ademoglu, 2006).

Yesil sebze ve meyvede ayrica turunggillerde C vitamini bolca bulunmaktadir. C
vitaminini en ¢ok ihtiva eden meyveler; domates, frenk {iziimii, turunggiller, ananas ve
cilektir. Sebze olarak ise; yer elmasi, maydanoz, kuru sogan, karnabahar, lahana,
1spanak, biber ve tere zengin C vitamini kaynaklaridir (Cadenas ve Packer, 2002).

Organizmadaki pek cok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici olarak is
yapan L-askorbik asit, alt1 karbonlu bir ketolakton yapisina sahiptir ve iki adet
kolaylikla iyonize olabilen hidroksil grubu i¢ermektedir. L-askorbik asit, bu sayede
birbirini takip eden iki basamakta birer elektron yiikseltgenerek, kolaylikla askorbat
radikaline (Asce-) ve dehidroaskorbik aside (DHA) oksitlenir. Giiglii bir indirgeyici
oldugu icin kuvvetli bir antioksidan da olan C vitamini bir¢ok serbest radikalle
reaksiyona girerek bunlar1 yok eder. C vitaminin farkl tiirdeki yaglar1 ve yag iceren
diger besin maddelerini oksidasyona karst korudugu bilinmektedir. C vitamini,
antioksidan etkisinin yani sira oksidan etkiler de sergileyebilir. Bazi metabolik
ozelliklerinden dolay1 askorbik asit; serbest radikal reaksiyonlarinda islev géren dnemli
bir katalist ya da bir prooksidan olarak degerlendirilebilmektedir (Paolini ve ark., 1999).
2.6.2.1.2. Vitamin E (o Tokoferol)

E vitamini etkisi gosteren sekiz bilesik bilinmektedir. Bunlar i¢inde en aktif olup
en bol bulunani a-tokoferoldur. Tokoferollar antioksidan olarak bilinirler (Keha ve
Kiifrevioglu, 2004).
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Bu vitamin, lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu bir serbest radikal temizleyici
olarak davranir. Lipitte ¢0ziiniir dogasi, hiicre zarlarinin fosfolipit tabakasi ve kan
lipoproteinleri igerisinde yogunlagsmasina izin vermektedir. Her bir E vitamini molekiili
iki oksidasyon zincirini durdurur. Cilinkii vitamin E radikali zincirin devami i¢in ¢ok az
reaktiftir. Vitamin E, askorbik asit tarafindan rejenere edilebilmektedir (Erenel ve ark.,
1992).
2.6.2.1.3. Karotenoidler (p-karoten)

Karotenoidler, yagda ¢oziinen bilesiklerdir ve bitkilerde renk pigmentleri olarak
dogal halde bulunurlar. Karotenoidlerin suda ¢oziiniirliigii oldukca zayif olup, sar1 ve
koyu yesil renklidirler. Sebze ve meyvelerde bulunurlar ve ¢ogunlukla bulunduklari
bitkilerin karakteristik rengini verirler. Kayisinin, kavunun, havucun sari-turuncu rengi
karotenoidlerden kaynaklanir (Durmaz, 2002).

B-karoten ve diger bazi karotenoidler, A vitamini 6nciilii maddelerdir. B-karoten
karoten dioksigenaz enziminin yardimiyla A vitaminine doniisiir. Viicutta B-karotenin A
vitaminine donilistimii ihtiyaca baglidir. Yani viicudun ihtiyaci kadar A vitamini iiretilir
ve geriye kalanlar karotenoid olarak islev goriir (Durmaz, 2002).

Vitamin A, peroksil radikalleri ile onlar lipit peroksidasyonunu baslatip
hidroperoksitlerin iiretimini yaymadan 6nce birlesir ve bdylece zincir kirici antioksidan
olarak islev goriir. Retinol etkili bir peroksil radikali siipiiriiciisiidiir (Vince, 1999).
2.6.3. Sentetik antioksidanlar

Bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen yaglari, oksidasyona karsi korumak igin
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), TBHQ (ter-biitil
hidrokinon), propil gallat (PG) ve oktil gallat (OG) benzerleri sentetik yapidaki
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte yapilan
arastirmalarda, sentetik yapidaki bazi antioksidanlarin toksik ve karsinojenik olmak
tizere saglik tistiine bazi riskler tasidigi bildirilmektedir (Bouaziz ve ark., 2010).
2.6.3.1. Biitillenmis hidroksianisol

BHA iki izomerinin karisimi halinde bulunur. Bunlar, % 90 oraninda 3-tert-
biitil-4-hidroksianisol ve %10 oraninda 4-tert-biitil-4-hidroksianisol'den ibarettir (EFSA,
2011). Hem bitki kokenli hem de hayvansal yaglarda kolayca ¢6ziinen, suda
¢ozlinmeyen, etkili sentetik yapili antioksidanlardandr.

BHA, kat1 ve sivi yaglar, yag iceren gidalar, gida kaplama malzemeleri, bal
mumlar1 ve ugucu yag iceren gidalarda, islenmis kabuklu {iriinler, baharat ve ¢esnilerde

kullanilmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi, 2008).
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2.6.3.2. Biitillenmis hidroksitoluen

BHT (2,6-di-tert-biitil-p-kresol) bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢oziiniir, suda
¢oziinmez. Beyaz, kristalize toz halindedir.

Gida endiistrisinde en yaygin kullanilan sentetik antioksidanlardan birisidir.
Balik iirlinleri, ambalaj malzemeleri, parafin ve mineral yaglarda kullanildig1 gibi kek
karigimlari, hububat bazli gerezler, toz ¢orba ve et sulari, kat1 ve sivi kizartma yaglari
(zeytinyag1 ve pirina yagi hari¢) gibi Uriinlerde de kullanilir (Tirk Gida Kodeksi,
2008).
2.6.3.3. Tersiyer biitil hidrokinon

IUPAC ismi; 2-(1,1-Dimetiletil)-1,4-benzendiol olan TBHQ, oldukga gii¢lii bir
antioksidandir. Gida olarak tiiketilen doymamus bitkisel yaglarda ve hayvansal yaglarda
koruyucu olarak kullanilir.

Hem Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) hem de ABD Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan gidalarda kullaniminin giivenli oldugu bildirilmistir. FDA
tarafindan gidalardaki kullanimi besinin yag igeriginin % 0.02'si ile siirlandirilmigtir
(EFSA, 2004).
2.6.3.4. Propil galat

Propil gallat (propil 3,4,5-trihidroksibenzoat) beyaz ve kokusuz toz halde
bulunan bir maddedir. Yiyeceklerin, yaglarin ve medikal preparatlarin tazeligini, besin
degerini, aromasini ve rengini korumak ve dengelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
antioksidandir. Etanolda yiiksek oranda ¢Oziiniirken, suda az ¢oziinlir. Yapilan
calismalar sonucu propil gallatin mide-bagirsak yolunda absorplandigi belirlenmistir
(Zurita ve ark., 2007).
2.6.3.5. Nordihidroguayeretik asit

Nordihidroguayeretik asit (NDGA) agirlikca % 0.001-0.01 arasinda degisen
oranlarinda cilt bakim sistemlerinde kullanilan giiclii bir antioksidandir. Yapilan
caligmalarda, UV 1sinlarina maruz kalma sonucunda olusan keratozise karsi, serbest
radikal siipiiriici ve koruyucu bir ajan olarak etki ettigi bildirilmistir (Sreekumar ve
ark., 2006). Ayrica, erkek fareler lizerinde yapilan bir arastirmada NDGA'nin hem
antioksidan hem de antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Strong ve ark.,
2008).

2.7. Antioksidan Etki Tipleri
Serbest radikal ve ROS’larin meydana gelmesini ve bunlardan kaynaklanan

hasarlar1 Onlemek i¢in organizmalarda c¢ok sayida savunma mekanizmalari
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bulunmaktadir. Bu mekanizmalara “antioksidan savunma sistemleri” ya da kisa olarak
"antioksidanlar” denilmektedir. Antioksidanlar etki tiplerini; radikalleri toplayici etki
reaksiyonlar1, radikalleri bastirici etki reaksiyonlari, radikal zararmi onarict etki
reaksiyonlar1 ve zincir kirict etki reaksiyonlar1 olarak dort sekilde gosterir (Harris,
1992).

Serbest oksijen radikallerinin tutulup daha zayif bir formdaki molekiile
cevrilmesi islemine toplayict etki denilmektedir. Antioksidan yapidaki enzimler,
trakeobrongiyal mukus ve diger bazi kiiciik yapidaki molekiiller bu sekilde etkili olurlar.
Bastirict etki de ise; serbest radikallere hidrojen bagi aktararak etkisiz hale getirilir.
Vitamin ve flavonoidler bu gruba dahildir. Serbest radikal molekiillerini kendine
baglayarak zincirlerinin kirilip islevlerinin engellenmesi etkisine, zincir kirici etki
denmektedir. Seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller bu sekilde zincir kirici etki
gosterirler (Akkus, 1995). Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarlarin onarilmasindaki
etkilerine de onarici etki adi verilir.

2.8. Oksidatif Stres

Elektron veya elektronlarin, bir atom veya molekiilden ayrilarak bagka bir atom
veya molekiile gecmesini saglayan kimyasal tepkimeye oksidasyon ya da ylikseltgenme
denir. Yikseltgenme potansiyeli digerine gore daha diisiik olan ise indirgenmis olur.
Organizmada ve besinlerdeki yaglar, proteinler, karbonhidratlar ve diger organik
komponentler oksidasyona maruz kalabilmekte ve biyolojik sistemler igin zararl
metabolitler olan reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusabilmektedir (Papas, 1996).

Organizmada meydana gelen serbest radikaller, hiicrenin savunma sistemi
tarafindan ortadan kaldirilir. Bu savunma sistemine antioksidanlar adi verilir. Serbest
radikallerin olusmasi ile antioksidan savunma mekanizmasi bir denge halindedir. Yani
serbest radikallerin meydana gelme hizi ile ortamdan temizlenme hizlari birbirine esittir.
Bu duruma oksidatif denge denir. Oksidatif denge var oldugu siirece, metabolizma
serbest radikallerden etkilenmemektedir. Fakat bazi durumlarda antioksidanlarin
savunma kapasitesini asan serbest radikal olusumu s6z konusu olabilir. Cesitli endojen
ve eksojen faktorlerin etkisiyle artan radikal olusumu veya azalan antioksidan
savunmasi, var olan oksidatif dengeyi bozar. Antioksidan savunma sisteminin yetersiz
kalmas1 ve serbest radikallerin yiiksek miktarlara ulagsmasi sonucu olusan bu duruma
oksidatif stres denir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Antioksidan savunma sistemine ragmen, serbest radikallerin hiicrelere degisik

diizeyde zarar vermesi kagmilmazdir. Siddetli oksidatif stres, hiicrede hasara ve hiicre
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Olimiine yol agar. Oksidatif stresin verecegi zarar, stresin siddetine, etkilenen
molekiiliin tiiriine, antioksidan savunmanin kapasitesine gore degismektedir (Akkus,
1995).

Oksidatif stres; proteinler, membran lipitleri, DNA gibi 6nemli birimlerde hasara
sebep olur. Ozellikle DNA iizerinde niikleik asitleri hasara ugratmakta ve kansere sebep
olabilmektedir. Diisiik seviyedeki oksidatif stresin etkileri ¢cok uzun bir siire¢ sonucunda
ortaya ¢ikarken (yaslanma vb.), yiiksek siddetteki oksidatif stresin etkileri kisa siirede
ve ciddi hastaliklar olarak gozlemlenir. Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu
oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasar1 sebebiyle bir¢ok kronik hastaligin ortaya
ciktig1 belirtilmektedir. Bu hastaliklarin bazilar1 ateroskleroz, gebelik preeklampsisi,
diabetes mellitus, akut renal yetmezlik, KOAH, karsinogenezis, parkinson, down
sendromu, iskemi-reperfiizyon injiirisi olarak sayilabilir (Bowler ve Crapo, 2002; Keha
ve Kiifrevioglu, 2004; Keser, 2005).

2.9. Polifenolik Bilesikler

Polifenoller, fitokimyasallarin en genis smiflarindan biridir (Tsao, 2010).
Bitkiler aleminde olduk¢a genis capta yer almaktadirlar. Polifenollerin antioksidan
aktivitelerini, kimyasal yapilarindaki hidroksil gruplar1 belirler. Bu nedenle de giicli
antioksidanlardir. Bitkisel kokenli polifenolik bilesikler, hidrojen atomu vericisi, singlet
oksijen siipiiriicii ve indirgeyici gibi bir¢ok fonksiyona sahiptir. Diger bazi polifenoller
de antioksidan ozelliklerini metal iyonlarini selatlayabilme o6zelliginden alirlar.
Polifenolik bir bilesigi antioksidan olarak tanimlayabilmemiz i¢in iki ana 6zellige sahip
olmasi gerekmektedir (Cadenas ve Packer, 2002). Bunlar; ilk olarak yiikseltgenebilen
substratlara gore diisiik miktarlarda bulunduklarinda, otooksidasyonu veya serbest
radikal merkezli oksidasyonu geciktirebilmeli veya 6nleyebilmelidir. ikici olarak ise;
giderme islemi sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte
kararli olmalidir.

Polifenolik antioksidanlar (PPH), peroksi radikaline (ROO¢) hizli bir sekilde
hidrojen atomu vererek, bu radikali alkil hidroperoksit (ROOH) yapisina doniistiiriirler.

Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder.

ROO-+PPH »  ROOH+PP-

Besin fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler)

olmak tizere ii¢ sinifa ayrilir:



22

2.9.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerin ortak bilesenleridir. Cesitli bitkilerin kok, govde, yaprak,
tohum ve meyvelerinden su ana kadar 8000'den fazla polifenolik bilesik izole edilmis
olup, bunun 4000'den fazlasini flavonoidler olusturmaktadir (Harborne, 1986; Friedli,
2011).

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarindan olusan benzo-y-piran tiirevleri olup,
bitki fenollerinin en genis smifin1 olustururlar. Flavonoidlerin temel yapisinda 15
karbonlu flavan ¢ekirdegi bulunur. Flavonoidlerin molekiil yapilari, aromatik A
halkasina birlesik halde bulunan heterosiklik C halkasi ve bu C halkasma 2, 3 veya 4
pozisyonundan bagli ikinci aromatik B halkasindan olusur. Burada bulunan halkalara
baglanabilen farkli fenolik hidroksil gruplar1 buradaki yapilarin antioksidan
aktivitesinden sorumludur. Farkli tiirdeki bitkilerde veya aymi bitkinin degisik
kisimlarinda bulunan flavonoidlerde biiyiik yapisal farkliliklar vardir.

Diyetteki flavonoidlerin ¢ogu dogada O-glukozidleri seklinde bulunur. Bu
glukozidik birimler ise genellikle glikozdan ibarettir. Ancak, glukoramnoz, ramnoz,
galaktoz, lignin ve arabinoz gibi 6rnekleri de vardir.

Flavonoidlerin yapisindaki aromatik A ve B halkalarina baglanan cesitli fenolik
hidroksil gruplar1 (fenolik hidroksiller) flavonoidlerin antioksidan aktivite gdstermesini
saglarlar. Aromatik halkalardaki fenolik hidroksil gruplarinin farkli sekilde
baglanmalart sonucunda flavonoidler, indirgeyici 6zellik, hidrojen vericisi, metal
selatlayici, singlet oksijeni bastirici, siliperoksit radikali giderici olarak hareket
edebilirler. Bu sayede de lipit peroksidasyonunun engellenmesi, reaktif oksijen
cesitlerini ihtiva eden diger siiregleri azaltma ozellikleri bulunmaktadir. Flavonoidler
ayrica, antioksidan enzimleri aktive ederler, a-tokoferolden tokoferoksil radikalinin
olusumunu azaltirlar (Prochazkova ve ark., 2011).

Son yillarda yapilan arastirmalar, flavonoidlerin biyolojik aktivitelerinin daha
net anlasilmasini saglamistir. Antioksidanlar, insan sagligina olumlu etkilerini; serbest
radikalleri ortamdan uzaklastirarak ve antiinflamatuvar etki gostererek ayrica gesitli
enzimleri daha aktif hale getirerek ya da spesifik reseptorler ile etkileserek gosterirler.
Flavonoidler, ayrica antiviral, antitrombotik, antialerjik ve vazodilator etkiler de
gostermektedir, ayrica bakir ve demir benzeri metal iyonlar1 selatlayabilirler.
Flavonoidlerin ateroskleroz, tromboz ve karsinojenez olaylarinda énemli etkisi oldugu

diisiiniilen LDL peroksidasyonunu 6nledigi de literatiirde belirtilmektedir (Kahraman ve
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ark., 2002; Booyse ve ark., 2007). Kalp ve damar hastaliklarinda 6nleyici ve kansere
kars1 koruma 6zelligine de sahiptirler (Kim ve ark., 2008).

Baslica flavonoid gruplar1 sunlardir: flavonoller, flavonlar, flavononlar,
antosiyaninler ve izoflavonoidler ve antosiyanidinler (flavilyum katyonlar1),
proantosiyanidinler,  biflavonoidler ve oligomerik  flavonoidler, izoflavonlar
(izoflavonoidler), kalkonlar ve auronlar (Friedli, 2011).

2.9.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler, sinnamik asit ve benzoik asidin hidroksi tiirevleri olmak tizere iki
ana gruba ayrilir. Hidroksibenzoik asitler fenilmetan yapisina sahip, bitki kaynakli
besinlerde genellikle iz miktarda bulunan fenolik asitlerdir. Hidroksisinnamik asitler ise
fenilpropan yapisindan olusurlar. Genel olarak; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
ve o-kumarik asitler olarak daha yaygindir (Balasundram ve ark.,, 2006).
Hidroksisinnamik asitler dogada diger forma gore daha fazla bulunurlar. Bitki
yapilarinda serbest, esterlesmis ya da glukozidleri halinde bulunan fenolik maddelerin
% 30’u, fenolik asit yapisinda gidalar ile alinir (Rossi, 2003; Terpinc ve ark., 2011).
Fenolik asitler, sahip olduklar1 hidroksi ve metoksi gruplarinin konumu ve tiiriine gére
degisik isimler alirlar (Cadenas ve Packer, 2002).

Fenolik asitlerin, yapisinda bulunan aromatik halkaya baglanan hidroksil
gruplarinin sayisina ve konumlarina gore kararlilifi ve antioksidan aktivitesi farkli
olmaktadir. Aslinda H atomu vererek antioksidan aktivite gostermelerine ragmen,
elektron vererek de bu aktivitelerini gosterebilmektedirler. Gliniimiizde yapilan
arastirmalarda fenolik asitlerin, metal selatlama, hidroksi, peroksil, peroksinitrit ve
stiperoksit anyon radikallerini siipiirmede etkili oldugu tespit edilmistir (Krimmel ve
ark., 2010; Terpinc ve ark., 2011).

2.9.3. Fenolik polimerler (Tanenler)

Fenolik polimer diger bir deyisle tanen veya proantosiyanidin, molekiil
agirliklan yiiksek olan bilesikler olup flavonoidlerin oligomer veya polimer halleridir.
Bitkilerin sekonder metabolitleri olup, bu bitkileri zararlilardan korumaya yardim
ederler (Aydin ve Ustiin, 2007). Fenolik polimerlerin en ¢ok; ¢ileklerde, elmalarda,
narda, lziimde ve saraplarda, iiziim c¢ekirdeklerinde, kakao, ¢ay, tar¢in ve ginkgo
biloba'da bulundugu bilinmektedir. Renkleri koyu ve tatlar1 buruk yapida bir maddedir.
Proantosiyanidin igerigi yliksek gida ya da gida takviyelerini kisa/uzun siireli
kullananlarda ateroskleroz, bazi kanser tiirleri ve enflamasyonun goriilme oranlarinin

azaldig bildirilmistir (Cadenas ve Packer, 2002; Beecher, 2004).
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2.10. Fabaceae Familyasi ile Tlgili Yapilan Bazi Antioksidan Calismalar

Fabaceae familyasi ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalara bakacak olursak; Godevac
ve ark. (2008), Sirbistan ve Montenengro’da 9 Fabaceae tiirii lizerinde yaptiklari bir
calismada, arastirdiklar1 bitki tiirlerinin test edilen tiim yontemlerde giiclii antioksidan
kapasite sergiledigini bildirmiglerdir.

Pastor-Cavada ve ark. (2009), 15 vahsi Lathyrus tiiriinde tohum polifenollerinin
antioksidan aktivitesini arastirdigi ¢alismalarinda bu fenoliklerin, ticari nohut, bakla
veya soya fasulyesinden c¢ikarilan esdeger fenoliklere kiyasla iki kattan fazla
antioksidan oldugunu belirtmistir. Bu antioksidan aktivite, ticari nohut, bakla veya soya
ile ayn1 miktarda ekstrakte edilen unlarda gézlemlenenin iki kat1 gozlenmistir. Sonuglar,
incelenen Lathyrus tiirlerinin, soya, nohut veya bakla gibi yaygin olarak tiiketilen
baklagillerin fenoliklerinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik
bilesiklerden zengin olduklarini1 gostermektedir.

Chanda ve ark. (2010), Fabaceae familyasina ait 6 tiir tizerinde yaptig1 tohum ve
meyve kabugunun antioksidan ve antibakteriyel etkileri ile ilgili ¢aligmalarinda alt1
bitkinin tiimiiniin meyve kabugunun tohumlardan daha fazla fenolik bilesik igerdigini
bildirmistir. Ayrica Cajanus indica Spr.’nin meyve kabugu 6zleri yiiksek antioksidan
ozellik gostermistir ve Cajanus indica'nin meyve kabugunun potansiyel bir
antibakteriyel ve antioksidan kaynagi olabilecegi belirtilmistir.

Orhan ve ark. (2011), iki endemik Genista tiirii ile (Genista vuralii A. Duran &
H. Dural ve Genista sandrasica Hartwig & Strid) yaptiklari g¢alismada hidrolize
ekstraktlarin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklarini belirlemislerdir;
ayrica Genista vuralii’nin, Genista sandrasica'ya oranla toplam fenolik ve flavonoid
madde ihtivasi yoniinden daha zengin durumda oldugu tespit edilmistir.

Gamal-Eldeen ve ark. (2004), Vicia sativa L. lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada,
farkli radikallere karsi (DPPH, siiperoksit anyon ve peroksil) V. sativa 6ziitiintin giiglii
bir antioksidan ve inhibitor aktivite gosterdigi bildirmistir.

Zengin ve ark. (2015), Hedysarum varium Willd., Onobrychis hypargyrea Boiss.
ve Vicia truncatula Fisch. ex M.Bieb. iizerinde yaptiklar1 bir ¢caligmada, bu bitkilerin
antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu ve ayrica invitro kolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz
ve a-glukosidaz'a kars1 inhibisyon potansiyeline sahip olduklarin1 gostermislerdir.

Karakoca ve ark. (2013), Onobrychis armena Boiss. & A.Huet’nin fenolik
bilesikleri, biyolojik ve antioksidan aktivitelerini inceledikleri bir arastirmada, bitkinin

cicek ve kok oziitlerinin dogal antimikrobiyal ve antioksidanlarin potansiyel bir kaynagi
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olabilecegini ve gida endiistrisinde, ilag kesfinde, klinik ve gida kimyasinda insan ve
balik patojenlerine kars1 antimikrobiyal ajanlara karsi dogal bir kaynak olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Hayet ve ark. (2008), Tunus'ta yetisen Retama raetam (Forssk.) Webb &
Berthel. ile yaptiklari bir caligmada bitkinin etil asetat, kloroform ve metanol
ekstraktlarinin; DPPH ve amonyum tiosiyanat yontemleriyle etkili antioksidan aktivite
gosterdigini belirtmislerdir.

Sharma ve ark. (2011), hint geleneksel tibbinda yaygin olarak kullanilan
Bauhinia variegata L. (Fabaceae) kabugunun metanol ekstrakti ve fraksiyonlarmin
antioksidan ve DNA koruyucu etkinlik agisindan degerlendirdigi ¢alismalarinda; B.
variegata'nin fito bilesenlerinin cesitli serbest radikallerle miicadele etme potansiyeline
sahip oldugunu ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duydugunu bildirmislerdir.

Butkute ve ark. (2016), ¢ok yillik baklagiller iizerinde yaptiklart bir ¢alismada;
genel olarak test edilmis ¢ok yillik baklagil tohumlari ve bitki parcalarinin zengin
mineral ve biyoaktif maddelere sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Trifolium
pratense L., Trifolium medium L., Onobrychis viciifolia Scop. ve Astragalus cicer L.’in
toplam fenolik ve antioksidanlarin degerli bir kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Erbil ve ark. (2015), Fabaceae ailesine (Vicia villosa Roth, Trifolium
ochroleucum Rostk. & Schmidt ve Onobrychis altissima Grossh.) ait bazi bitkilerin
antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. Yapilan bu ¢alismada bitkilerin
metanolik ekstraktlar1 test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Ayrica arastirmacilar hayvan yemleri olarak kullanilan Vicia villosa,
Trifolium ochroleucum ve Onobrychis altissima'nin glutatyon (GSH), toplam
antioksidan kapasitesi (TAC) ve toplam fenolik igerik seviyelerini farkli oranda
bulundugunu belirtmislerdir.

Beladi ve ark. (2011), Onobrychis viciifolia’”da  “kursun ve bakirin
fitoremediasyonunda antioksidan enzimlerin rolii” ile ilgili ¢alismalarinda; kursun ve
bakir miktar arttik¢a antioksidan savunmada gorevli olan siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin aktiviteleri ve
fonksiyonlarinda da 6nemli bir artig goriildiigiinii bildirmislerdir.

2.11. Fabaceae Familyasi ve Onobrychis Cinsi

Fabaceae (Leguminosae: Baklagiller), ¢igekli bitki simifinin en biiyiik {igiincii
familyasidir. Fabaceae familyasi tiim diinyada 269 cinse ait 5100 tiir ile genis yayilis
gosteren familyalardandir (Mabberley, 1997). Bu familyanin Tiirkiye florasinda, 69 adet
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cinsi ve 1000’den fazla tiirii bulunmaktadir (Davis ve ark., 1988; Se¢gmen ve ark., 1989).
Fabaceae familyasinin biyogesitliliginin yaninda insan ve hayvan beslenmesi, siis ve
tibbi Ozellige sahip cesitli tiirleri biinyesinde bulundurmasi bakimindan da oldukga
onemlidir. Bu familyanin énemli bir cinsi olan Onobrychis diinyada 342, Tiirkiye’de ise
42 tiirle temsil edilmektedir (Aktoklu, 1995, Aver ve ark., 2010). Onobrychis cinsi ilk
defa Miller tarafindan isimlendirilmistir. Bundan daha 6ncesinde ise; Linne (1753) bu
cinsin tiirlerini Hedysarum cinsi i¢inde ele almistir. Daha sonra ise bu tiirler Onobrychis
cinsi igerisine dahil edilmistir.

Onobrychis cinsi tek yillik veya ¢ok yillik otsu yapida olmakla birlikte, nadiren
de dikenli yar1 ¢alilardir. Genellikle tabanda odunlagmig veya kalin toprakalti
govdelidir. Govdesi genellikle kivrik ve belirgin agik yesil ¢izgili ve basit tiiylii ya da
tilystizdiir. Stipiilleri (kulakgiklar) serbest veya birlesik olup, genellikle tabandakiler
uzun sapli, tisttekiler ise kisa sapli veya nadiren sapsizdir (Akgelik, 2009).

Onobrychis, zorlu iklim kosullarina uyum saglayan bir yem bitkisi oldugu igin
kire¢ iceren ve suyun az bulundugu topraklarda yetistirilebilecek bir bitkidir. Bu
durumdaki verimsiz ve susuz topraklarin degerlendirilmesinde ve ekim ndbetinde
kullanilabilir. Toprak iyilestirilmesinde 6nemli bir yeri olan soguga direncli bir bitkidir
(El¢i, 2005; Tan ve Sancak, 2009). Tiim bunlara ek olarak; bal 6zii ve polen bakimindan

verimli oldugundan aricilikta 6nemli bir konumdadir (Dubbs, 1968).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamlan Onobrychis argyrea subsp. isaurica Taksonu

Bu tez calismasinda kullanilan Onobrychis argyrea subsp. isaurica Tiirkiye
florasi i¢in endemik bir tiirdiir. Proje kapsaminda kullanilan Onobrychis argyrea subsp.
isaurica 2015 yilinda Konya-Hadim’den toplanmis olup (37° 03° 06’ Kuzey, 32° 29’
27’ Bati) Prof. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan taksonomik olarak teshis
edilmistir.

3.2. Bitkisel Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Onobrychis argyrea subsp. isaurica Konya-Hadim’den toplanilmis ve gélgede
kurutulmustur. Kurutulan Orneklerin toprak tistii kisimlar1 degirmende toz haline
getirilmistir. Ornekler sokslet aparatinda 6-8 saat boyunca metanol ekstraksiyonuna
tabii tutulmustur. Daha sonra ekstrakt Whatman mavi band filtre kagidinda siiziilmiis ve
¢oziiciiyli uzaklastirmak igin 40 °C’de evapore edilmistir. Elde edilen kuru maddelerden
antioksidan kapasite tayin testleri i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda etil asetat, su ve
metanolik ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Bitkisel materyalin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde tek bir metot
bitkinin antioksidan kapasitesini tlimiiyle yansitmayacagi ig¢in g¢esitli metotlar
kullamilmistir. Bu metotlar olarak literatiirlerde en sik Kkarsilasilanlardan: total
antioksidan kapasitesi, DPPH metodu, ABTS metodu, demir ve bakir indirgeme giicii
metotlar1 uygulanmigtir. Bu metotlara ilaveten ekstraktin toplam flavonoid ve fenolik
icerikleri de hesaplanmustir.

3.3. Antioksidan Kapasite Tayin Testleri
3.3.1. Toplam antioksidan komponentlerin belirlenmesi
3.3.1.1. Toplam fenolik madde tayini

Bitki oziitlerinin konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bitkisel
Oziitlerden 250 pl ayri deney tiiplerine alindi. Daha sonra her bir tiipe 1ml Folin-
Ciocalteu reaktifi (1:9 oraninda seyreltilmis) ilave edildi. Ardindan her bir tiipe 750 pl
%1’lik Nap,COj3 cozeltisinden eklendi. Karisimlar oda sicakliginda karanlikta 2 saat
bekletildikten sonra 765 nm’de absorbanslar1 dlgiildii. Tiim antioksidan kapasite tayin
testlerinde spektrofotometrik Olctimler Shimadzu UV-1800 spektrofotometre cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Ayni iglemler standart olarak kullanilan gallik asit i¢in de
tekrarlandi. Bitkilerin fenolik madde igerigi gallik asit es degeri (mg GAE/g) olarak
verildi (Slinkard ve Singleton, 1977).
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3.3.1.2. Toplam flavonoid madde tayini
Bitki oziitlerindeki toplam flavonoid igerik spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Buna gore %?2’lik AlICl3’iin metanolik ¢ozeltisinden 1 ml alinarak ayni hacimde ve 2
mg/ml konsantrasyondaki bitki ekstrakti ile karigtirildi. 10 dakika bekledikten sonra 415
nm’de karigimin kore karst absorbansi belirlendi. Ayni islemler standart flavonoid olan
rutin i¢in de yapilarak rutine ait kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sonugta ekstraktlarin toplam
flavonoid madde igerikleri rutin es deger (mg RE/g) olarak verildi (Berk ve ark., 2013).
3.3.2. Serbest radikal siipiirme aktivitesinin belirlenmesi
3.3.2.1. DPPH radikal siipiirme aktivitesinin belirlenmesi

Bitkisel oziitlerin DPPH radikali siipiirme aktivitesi Sarikiirk¢ii (2011)’e gore
yapildi. Metanolik DPPH ¢ozeltisi 9%0.004’liikk olacak sekilde hazirlandi. Bitkisel
Oziitlerin 1 ml’si hazirlanan DPPH ¢d6zeltisinin 4 ml’si ile karistirildi. Tiipler agizlari
kapatilip kuvvetlice karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar 517 nm’de okundu. Bitkisel 6ziitlerin DPPH
radikali siipiirme yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Inhibisyon (%) = [(Akontro—Asmek)/Akontrol] X 100

Burada; Axontrol KOntroliin absorbanst ve Agmek Ornegin absorbansini ifade
etmektedir. Ayni islemler troloks i¢inde yapildi ve bitkisel 6ziitlerin DPPH radikalini
stiplirme aktiviteleri troloks es deger olarak verildi (mgTEs/g).
3.3.2.2. ABTS katyon radikal siipiirme aktivitesi

Bu metotta ABTS™ radikal katyonu, 7.4 mM ABTS soliisyonu ile 2.45 mM
potasyum persiilfatin reaksiyona girmesi ile direk olarak iiretildi. Elde edilen bu karisim
12-16 saat karanlikta bekletilerek, aktif radikal olusturmasi saglandi. Deneyden 6nce
ABTS soliisyonunun 734 nm’de absorbansi 0.700+0.02 olacak sekilde metanol ile
seyreltildi. Bitkisel o6ziitlerden 1 ml alind1 ve 2 ml ABTS soliisyonu ile karistirildi.
Tiipler agizlarn1 kapali bir bicimde oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
orneklerin absorbanslar1 734 nm’de okundu (Re ve ark., 1999). Bitkisel oziitlerin ABTS
katyon radikalini siipiirme yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Inhibisyon (%) = [(AkontroAsmek)/Axontrot] X 100

Burada; Aontrol kontroliin absorbanst ve Agmex Ornegin absorbansini ifade
etmektedir. Ayni islemler troloks i¢inde yapildi ve bitkisel 6ziitlerin ABTS katyon

radikalini sliplirme aktiviteleri troloks es deger olarak verildi (mgTEs/g).



29

3.3.3. indirgeme giiciiniin belirlenmesine yonelik testler
3.3.3.1. FRAP testi

FRAP testinin uygulanmasinda Oncelikle FRAP reaktifi hazirlandi. FRAP
reaktifi, 0.3 M, pH 3.6 asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl3z’in 10:1:1
oraninda karistirilmasi ile hazirlandi. Bitkisel Oziitlerin 0.1 ml’si hazirlanan FRAP
reaktifinin 2 ml’si ile karigtirildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Karisimlarin absorbanslari 593 nm’de okundu. Testin sonuglar1 troloks esdeger olarak
degerlendirildi (mgTE/g) (Benzie ve Strain, 1996).
3.3.3.2. CUPRALC testi

Bu test i¢in Oncelikle asagida belirtilen ¢ozeltiler hazirland.

10 mM Cu(II) kloriir ¢6zeltisi: CuCl,.2H,0’den 0.4262 g tartilarak su ile 250
ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7). NH4Ac’dan 19.27 g tartilarak su ile 250
ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Neokuproin  ¢ozeltisi: 7.5 mM, Neokuproin (2,9 dimethyl 1-10
phenantroline)’den 0.039 g tartilarak %96’lik etil alkolle 25 ml’ye tamamlanarak
hazirland.

Metotta bitkisel oOziitlerden 0.5 ml alindi ve her bir deney tiiptine 1 ml
CuCl,.2H,0, 1 ml amonyum asetat ile 1 ml neokuproin ¢ozeltileri eklendi. Tiipler
agizlar1 kapalir bir bigimde oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda absorbanslart 450 nm’de okundu. Testin sonuclari troloks esdeger (mgTE/g)
olarak yorumlandi (Apak ve ark., 2006).

3.3.4. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi
3.3.4.1. Fosfomolibdat testi

Metotta kullanilacak reaktif ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlandu:

0.6 M H,S0, ¢ozeltisi: 0.83175 ml H,SO4 alinir ve 24.18825 ml saf su iizerine
sizdirilarak ilave edildi.

28 mM NayHPO4.12H,0 ¢ozeltisi: 0.025 gr Na;HPO,4.12H,0 tartilip hacmi saf
su ile 25 ml’ye tamamlandi.

4 mM Amonyum molibdat ¢ozeltisi: 0.123585 gr amonyum molibdat tartilip
hacmi saf su ile 25 ml’ye tamamlandi.

Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltiler bir meziirde karistirilarak reaktif ¢ozeltisi
hazirlandi. 2 mg/ml konsantrasyonunda bitkisel ¢ozeltilerden 0.3 ml bir tiipe alind1 ve

bunun iizerine reaktif ¢ozeltisinden 3 ml eklendi. Tiipler kuvvetlice karistirilip 95 °C’de
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90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltilerin absorbanst 695 nm’de
okundu. Ayni iglemler standart antioksidan olarak kullanilan troloks i¢in de yapildi.
Antioksidan aktivite troloks esdegeri (mgTE/g) olarak hesaplandi (Prieto ve ark., 1999).
3.3.5. Metal selatlama aktivitesi

Orneklerin Fe?* iyonlarimi selatlama kapasiteleri Dinis ve ark. (1994) yontemine
gore belirlendi. Icerisinde 2 ml bitkisel 6ziit (2 mg/ml) bulunan deney tiiplerine 2 mM
0.05 ml FeCl;, ¢ozeltisi ilave edildi. Tepkime 0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesiyle baslatildi.
Tipler karistirildiktan sonra oda sicaklifinda 10 dakika inkiibasyona birakildi ve daha
sonra 562 nm’de absorbans Olglimii yapildi. Ayni islemler selatlayici ajan olan EDTA
icinde yapildi. Ferrozin-Fe** olusum inhibisyonu (%) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi ve deney sonuglar1t EDTA es deger olarak degerlendirildi (mg EDTA/g).

Metal selatlama kapasitesi (%) = [(Akontro—Asmek)/Akontrot] X 100
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Kapasite Metotlarina Ait Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda Onobrychis argyrea subsp. isaurica nin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Onobrychis argyrea subsp. isaurica nin etil
asetat, metanol ve su Oziitlerinin antioksidan kapasiteleri arastirilmistir. Buna ilave
olarak toplam igerdikleri fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 da belirlenmistir.
4.1.1. Toplam fenolik ve flavonoid icerigi

Fenolik bilesikler; saglik lizerine olan olumlu etkileri ve sahip olduklar1 énemli
biyolojik aktiviteleri nedeniyle bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmistir. Bitkilerin toplam
fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in yapilan caligmalar giinden giine artmaktadir.
Bitkimizin toplam fenolik icerigini belirlemek i¢in basit ve sik¢a kullanilan Folin
metodu kullanilmistir. Folin metodunda bitkilerdeki fenolik maddelerin miktar1 standart
bir fenolik maddenin kullanilmasi ve elde edilen sonucun onun es degeri olarak
verilmesi esasina dayanir. Bu ¢aligmamizdaki Folin yonteminde standart olarak gallik
asit kullanildi. Onobrychis argyrea subsp. isaurica’nin etil asetat, metanol ve su
oziitlerinin toplam fenolik, flavonoid igerikleri ve toplam antioksidan kapasiteleri Tablo

1.’de verilmistir.

Tablo 1. Onobrychis argyrea subsp. isaurica nin toplam fenolik, flavonoid igerikleri ve toplam
antioksidan kapasiteleri

Oziitler Toplam fenolik Toplam flavonoid Toplam
icerik (mgGAE/g icerik (mgRE/g antioksidan
oOziit) Oziit) kapasite
(mmolTE/g 6ziit)
Etil asetat 76.83£0.56° 32.56+0.24 2.04+0.11
Metanol 78.09+2.17 41.57+0.17 2.11+0.19
Su 76.06+0.39 22.70+0.17 1.63+0.08

“Ortalama+Standart Sapma. GAE: Gallik asit esdegeri; RE: Rutin esdegeri; TE: Troloks esdegeri

Sonuglara bakildiginda o6ziitlerin fenolik igeriklerinin birbirine oldukca yakin
oldugu goriilmektedir. Calismamizdan ¢ikan sonuglara gore; fenolik i¢erik bakimindan
en zengin 0ziit metanol ozitidir (Sekil 1.). Metanol 6ziitiinde 78.09 mgGAE/g fenolik
bilesik bulunmustur. Metanol 6ziitiinden sonra fenolik i¢erik miktarmni etil asetat (76.83

mgGAE/g) ve su 0ziitii (76.06 mgGAE/g) takip etmektedir.
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Toplam fenolik igerik (mgGAE/g o6ziit)
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Sekil 1. Onobrychis argyrea subsp. isaurica dziitlerinin toplam fenolik igerigi

Karatas (2013), Onobrychis armena’da toplam fenolik madde miktarini
arastirdigl calismasinda; Oziitler arasinda fenolik icerigi en fazla metanol 6ziitiinde
gozlemlemistir. Metanol 6ziitiinde 62.199 mgGAE/g fenolik madde bulmustur. Metanol
Oziitlinii icerik bakimindan su ve etil asetatin takip ettigini bildirmistir. Godevac ve ark.
(2008)’de Fabaceae familyasina ait dokuz tiir {izerinde yaptiklar1 ¢alismada; Onobrychis
scardica (Griseb.) Halacsy’nin toplam fenolik madde miktarim1 115.23mg GAE/g
olarak bulmuslardir ki bu miktar Onobrychis argyrea subsp. isauricanin igerdigi
fenolik madde miktarindan daha fazladir. Bununla birlikte yine ayni c¢alismada;
Astragalus glycyphyllos L. (44.6 mgGAE/g) ve Coronilla emerus L. (38 mgGAE/Q)
ozitleri ise Onobrychis argyrea subsp. isaurica’dan daha diisiik fenolik madde igerigine
sahiplerdir. Ayn1 ¢aligmada en yiiksek fenolik igerik Lathyrus binatus Pancic, 6ziitiinde
180.88 mgGAE/g olarak rapor edilmistir. Karakoca ve ark. (2013), Onobrychis
armena’nin fenolik bilesikleri, biyolojik ve antioksidan aktivitelerini inceledikleri bir
aragtirmada, toplam fenolik igerigi ¢icek ve kok metanol oziitlerinde sirasiyla 87.32 mg
GAE/g ve 128.23 mg GAE/g olarak bulmuslardir. Butkute ve ark. (2016), ¢cok yillik
baklagiller iizerinde yaptiklari bir g¢alismada, Trifolium cinsinin ve Onobrychis
viciifolia'nin bitki pargalarinin, Astragalus ve Medicago tiirlerinden daha fazla fenolik
igerdigini bildirmislerdir. Onobrychis hypargyrea’nin fenolik igeriginin arastirildigi bir
baska calismada ise etil asetat oziitiinde; 83.25 mg GAE/g, metanol 6ziitiinde; 73.20 mg
GAE/g, su oziitiinde ise; 69.38 mg GAE/g fenolik icerik tespit edilmistir (Zengin ve
ark., 2015). Fabaceae familyasina ait Genista vuralii ve Genista sandrasica’nin

antioksidan ozellikleri lizerine yapilan bir ¢alismada da Genista tiirlerinin fenolik
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igeriklerinin (G. vuralii: 212.24 mgGAE/g; G. sandrasica: 166.94 mgGAE/g) oldukca
yiiksek oldugu belirtilmistir (Orhan ve ark., 2011).

Fenolik bilesiklerin en genis ve 6nemli grubunu olusturan flavonoidlerin toplam
icerigi rutin esdegeri olarak verilmistir. Flavonoid igerik olarak en zengin 6ziit 41.57
mgRE/g icerik ile metanol oziitiidiir. Bunu etil asetat (32.56 mgRE/g) ve su o6ziitii
(22.70 mgRE/g) takip etmektedir (Tablo 1., Sekil 2.).

Toplam flavonoid igerik (mgRE/g
oziit)
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Sekil 2. Onaobrychis argyrea subsp. isaurica 6ziitlerinin toplam flavonoid igerigi

Sharma ve ark. (2011) hint geleneksel tibbinda yaygin olarak kullanilan
Bauhinia variegata (Fabaceae) kabugunun metanol oziitii ile yaptiklart galigmada
flavonoid miktarini metanol oziitiinde 937.5 mg RE/g olarak bulmuslardir. Hayet ve
ark. (2008) Tunus'ta yetisen Retama raetam iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada bitkinin
etil asetat ve metanol ekstraktlarinin flavonoid igerigini siras1 ile 53.81mg CAE/g ve
4158 mg CAE/g olarak bildirmislerdir. Karakoca ve ark. (2013) Onobrychis
armena’nin fenolik bilesikleri, biyolojik ve antioksidan aktivitelerini inceledikleri bir
arastirmada, bitkinin ¢iceklerinden elde edilen metanol 6ziitlerinde flavonoid miktarini
23.92 mg QE/g, koklerinden elde edilen metanol 6ziitlerinde ise; 2.26 mg QE/g olarak
bulmuslardir. Zengin ve ark. (2015) bazi Fabaceae tiirleri (Hedysarum varium,
Onobrychis hypargyrea, Vicia truncatula) iizerinde yaptiklart bir ¢alismada,
Onobrychis hypargyrea nin toplam flavonoid igerigini; metanol oziitiinde, 27.00 mg
RE/g, su oziitiinde 25.20 mg RE/g ve etil asetat oziitiinde ise; 9.92 mg RE/g, olarak

bildirilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen verilere gore; Onobrychis argyrea subsp.
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isaurica nin toplam flavonoid igerigi metanaol ve etil asetat 6ziitlerinde Onobrychis
hypargyrea’dan daha fazladir.
4.1.2. Toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat testi)

Onobrychis argyrea subsp. isaurica’nin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde fosfomolibdat testi kullanilmistir (Tablo 1.). Fosfomolibdat testi,
antioksidan  kapasitesinin  belirlenmesinde  uygulanan  testlerden en yaygin
kullanilanlardan birisidir. Fosfomolibdat testi, asidik ortamda antioksidan bilesiklerin
Mo(VI)’yi, Mo(V)’e indirgemesine ve ortaya c¢ikan fosfat/Mo(V) bilesiginin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimiine dayanir. Bu metot ile sonug¢ verirken; antioksidan
aktivitesini bildigimiz bir maddeye gore esdegeri olarak verilir. Genel olarak bilinen
standart antioksidan madde olarak troloks ya da askorbik asidi kullanilir. Bu ¢alismada
fosfomolibdat aktivitesi troloks esdeger olarak degerlendirilmistir. Etil asetat, metanol
ve su Oziitlerinden en yiiksek aktivite; 2.11 mmolTE/g ile metanol 6ziitiidiir. Bunu sirasi
ile etil asetat; 2.04 mmolTE/g ve su oziitii; 1.63 mmolTE/g olarak takip etmektedir
(Tablo 1., Sekil 3.).

Toplam antioksidan kapasite
(mmolTE/g o6ziit)
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Sekil 3. Onobrychis argyrea subsp. isaurica 6ziitlerinin toplam antioksidan kapasitesi

Ince ve ark. (2012) Onobrychis viciifolia bitkisinin antioksidan etkinligini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda; fosfomolibdat metodu ile antioksidan kapasitesini
(askorbik asit esdegeri olarak); aseton oziitiinde 1918.78+18.70umol/g 6ziit, metanol
oziitinde 1739.50+17.11 umol/g 6ziit, etil asetat oziitlinde 1375.63+8.13 umol/g 6ziit,

su Oziitinde ise; 521.854+5.33 umol/g 6ziit olarak bulmuslardir. Sonug¢ olarak bu
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arastiricilar tarafindan fosfomolibdat testi igin, ¢alisilan Oziitlerde antioksidan
kapasiteler aseton> metanol > etil asetat > su 0ziitii seklinde tespit edilmistir. Bu tez
caligmasinda aseton Ozitii kullanilmamis ve yukaridaki sonuglara benzer sekilde
antioksidan kapasiteler metanol > etil asetat > su 6ziitli seklinde bulunmustur.
4.1.3. ABTS ve DPPH giderme etkinligi

ABTS ve DPPH radikalleri nispeten kararli yapilardir. Bu nedenle antioksidan
testlerde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu tez ¢alismasinda Onobrychis argyrea
subsp. isaurica oOziitlerinin serbest radikal giderim/siipiiriim aktiviteleri DPPH ve ABTS
radikalleri kullanilarak belirlenmistir. Kararli bir radikal olan DPPH, antioksidan
kapasite tayininde en sik kullanilan radikaldir. Antioksidanlarla reaksiyona giren DPPH
elektron alir ve renk acilmasi gerceklesir ve bu nedenle absorbansta diisme meydana
gelir. EKlenen madde DPPH c¢ozeltisinin renginin agilmasini saglarsa absorbans degeri
diisiik olarak olgtliir ve diisiik olarak tespit edilen absorbans ise aktivitenin yiiksek

oldugu anlamina gelir. Sonuglar Tablo 2.’de verilmistir.

Tablo 2. Onobrychis argyrea subsp. isaurica 6ziitlerinin DPPH ve ABTS radikali siipiirme

etkinligi
Oziitler DPPH radikal siipiirme | ABTS radikal siipiirme aktivitesi
aktivitesi (mgTE/g 6ziit) | (mgTE/g 6ziit)
Etil asetat 81.81+£0.76" 429.35+2.38
Metanol 126.51+0.21 522.95+0.43
Su 116.89+0.87 543.93+0.50

"Ortalama+Standart Sapma. TE: Troloks esdegeri

Calisilan Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitleri DPPH radikal siipiirme
etkinligi acisindan degerlendirildiginde; en kuvvetli etki metanol oziitiinde (126.51
mgTE/g) tespit edilmistir. Bunu sirasi ile su (116.89 mgTE/g) ve etil asetat (81.81
mgTE/g) oziitleri takip etmektedir (Sekil 4.).
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Sekil 4. Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin DPPH aktivitesi

Aliyazicioglu ve ark. (2017), Onobrychis oxyodonta Boiss. metanolik 6ziitiinii
DPPH yontemiyle inceledigi ¢alismalarinda; ICsy degeri 1.333+0.0026 mg/mL olarak
bulmuslardir. Standart olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
karsilagtirildiginda ICso degerinin BHT ye gore daha yiiksek ¢iktigini tespit etmiglerdir.
Temizer ve ark. (2017), Onobrychis Mill. polenlerinin antioksidan aktivitesini
inceledikleri bir ¢aligmalarinda numunenin ve standardin DPPH serbest radikal siiplirme
aktivitesi SCsp (nug/mL) olarak; BHA (8.77 + 0.29) < Onobrychis, Pollen (10.55 + 0.57)
<alfa tocopherol (11.42 + 0.74) bulmuslardir. Karamian ve Asadbegy (2016), iran
bolgesinde bulunan ii¢ Onobrychis tiirii lizerinde yaptiklari ¢aligmalarinda; oziitlerin
DPPH siipiirme aktivitelerini ise; O. viciifolia (ICsp; 0.113 £ 0.002 mg / ml)> O.
sosnowskyi Grossh. (ICsp; 0.121 £ 0.005 mg / ml) > O. melanotricha Boiss. (ICsp; 0.129
+ 0.001 mg / ml)> askorbik asit (ICs0;0.143 = 0.007 mg / ml) olarak tespit edilmistir.
Godevac ve ark. (2008), Onobrychis scardica’nin metanol 6ziitinde DPPH aktivitesini
52.3142.13 ICsp (ug/ml) olarak bulmuslardir. Karakoca ve ark. (2013), Onobrychis
armena’nin ¢igek ve kok oziitlerindeki antioksidan kapasitenin belirlenmesine yonelik
calismalarinda DPPH yoOnteminde ¢igcek, metanol ve etanol ekstraktlari, sirasiyla, %
94.21 (ICsp 669.23 pg / mL) ve% 45.15 (ICso> 1000 pg / mL) en yiikksek DPPH
aktivitelerini gostermistir. Kok oziitlerinde ise metanol ve etanol ekstraktlar sirasiyla %
91.14 (ICsp 515.52 pg / mL) ve % 87.89 (ICsp 950.32 pg / mL) en yiiksek DPPH
temizleme aktivitelerini gdstermistir. Ince ve ark. (2012) O. viciifolia bitkisinin hava

kisimlarindaki DPPH aktivitesini inceledikleri ¢aligmalarinda; metanol ekstraktinin su
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ekstraktina kiyasla daha yiiksek radikal siipiirme 0Ozelligine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bu tez ¢calismasinda da benzer sekilde, DPPH testinde metanol 6ziitliniin
diger oziitlere kiyasla en fazla antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. Zengin
ve ark. (2015), Onobrychis hypargyrea’nin antioksidan Ozelliklerini inceledikleri
calismalarinda; DPPH aktivitesini etil asetat Oziitiinde; 0.31 = 0.003 1Cso (mg/mL)
metanol Oziitiinde; 0.29 + 0.002 1Csp (mg/mL) su oziitlinde ise; 0.27 + 0.001 1Cs
(mg/mL) olarak bulmuslardir.

Bu tez ¢alismasinda, ABTS radikali slipiirme bakimindan incelenen oziitlerde ise
en kuvvetli etki su 6ziitiinde (543.93 mgTE/g) gozlenmistir. Bunu sirast ile metanol

Oziitli (522.95 mgTE/g) ve etil asetat 6ziitii (429.35 mgTE/g) takip etmektedir (Sekil 5.).
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Sekil 5. Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin ABTS aktivitesi

DPPH ve ABTS radikali siipiirme bakimindan en diisiik 6ziit her iki yontemde
de etil asetat 6ziitii olmustur. Godevac ve ark. (2008) Onobrychis scardica’nin metanol
oziitinde ABTS aktivitesini 17.39+0.40 ICs (png/ml) olarak tespit etmislerdir. Zengin ve
ark. (2015), Onobrychis hypargyrea’nin antioksidan ozelliklerini inceledikleri
caligmalarinda; ABTS radikali siiplirme aktivitesini; metanol 6ziitiinde; 1.27 + 0.007
ICs0 (Mg/mL), su oziitiinde; 1.22 &+ 0.014 ICsp (Mmg/mL), etil asetat oziitiinde ise; 1.20 +
0.007 ICso (mg/mL) olarak bulmuslardir.

4.1.4. Demir ve bakir indirgeme giicii
Indirgeme giicii veya potansiyeli antioksidan kapasitenin en Onemli

belirteclerinden biridir. Bu potansiyel antioksidan aktivitesi arastirilan bilesikler veya
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oziitlerin elektron verme yetenegini gostermektedir. Bu indirgeme giicli, fenolik
yapidaki antioksidan maddelerin 6nemli bir mekanizmasidir. Bu amagla bu ¢aligmada,
indirgeme giiciiniin tespit edilmesi amaciyla; FRAP ve CUPRAC testleri kullanilmistir.
Sonuglar asagida Tablo 3.’de gosterilmektedir.

Tablo 3. Onobrychis argyrea subsp. isaurica 6ziitlerinin FRAP, CUPRAC ve metal selatlama

i} aktiviteleri
Oziitler CUPRAC (mgTE/g 6ziit) FRAP (mgTE/g 6ziit) Metal selatlama aktivitesi
(mgEDTAE/g 6ziit)
Etil asetat 276.27+5.44" 179.19+£3.51 10.54+0.38
Metanol 311.36+5.17 200.70+2.33 7.75+0.11
Su 216.06+0.87 187.45+2.57 19.41+0.08

"Ortalama+Standart Sapma. TE: Troloks esdegeri; EDTAE: EDTA esdegeri.

Bakir indirgeme giiciiniin tespit edilmesi amaciyla kullanilan CUPRAC metodu;
bakir(Il)-neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu(ll)-Nc) kullanilarak
polifenolik  bilesiklerin  antioksidan  kapasitelerinin ~ tayini i¢in  gelistirilen
spektrofotometrik bir yontemdir, antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)- neokuproin
kompleksinin renkli Cu(l)-Nc¢ selatina indirgenmesi ve bu selatin maksimum 15131
sogurdugu 450 nm’de absorbans degerlerinin dlgiilmesi esasina dayanmaktadir (Apak
ve ark., 2004; Ozyiirek ve ark., 2011). CUPRAC yéntemi bakir(Il) iyonu indirgeme
kapasitesi cinsinden oncelikle gida maddelerinde bulunan polifenoller, C ve E vitamini
gibi antioksidanlarin tayininde daha sonra ise insan serumunda TAC belirlenmesinde,
hidroksil radikal siipiiriicii maddeler iizerinde kullanilmistir (Apak ve ark., 2005;
Bektasoglu ve ark., 2008). Daha sonra proteinlerin, kolay yiikseltgenebilen baz1 amino
asit gruplarinin, Ozellikle tiyol igeren proteinlerin de TAC {izerine katkisinin
belirlenmesi amaciyla modifiye edilmistir (Demirci Ceki¢ ve ark., 2009). Demir
indirgeme giicliniin tespiti i¢in kullanilan FRAP yonteminde ise, demir (III)
tripridiltriazin (Fe** -TPTZ) kompleksi antioksidan vasitasiyla diisiik pH ortaminda
demir (11) tripridiltriazin (Fe?* -TPTZ) kompleksine indirgenir. Meydana gelen Fe®" -
TPTZ kompleksinin rengi kuvvetli mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. Diisiik pH (pH:3,6)’larda demirin indirgenmesi demirli tripridiltriazin
kompleksinin olugsmasina neden olur (Benzie ve Strain, 1996; Kara, 2011).

Bu c¢alismada Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin CUPRAC

sonuglarma bakildiginda en yiiksek aktivite metanol 6ziitiinde 311.36 mgTE/g olarak
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tespit edilmistir. Bunu sirasi ile etil asetat 276.27 mgTE/g ve su 06ziitii 216.06 mgTE/g
takip etmektedir (Sekil 6.).

CUPRAC (mgTE/g oziit)
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Sekil 6. Onobrychis argyrea subsp. isaurica 6ziitlerinin CUPRAC aktivitesi

Zengin ve ark. (2015), Onobrychis hypargyrea’nin antioksidan ozelliklerini
inceledikleri ¢alismalarinda; CUPRAC sonuglarini; metanol o6ziitiinde; 0.89 + 0.056
ECso (mg/mL), etil asetat oziitiinde; 0.81 + 0.021 ECso (mg/mL), su oziitiinde ise; 0.80 +
0.011 ECsp (mg/mL) olarak bulmuslardir. Karakoca ve ark. (2013), Onobrychis
armena’nin cicek ve kok oziitlerinde antioksidan kapasitenin belirlenmesine yonelik
yaptiklar1 ¢alismalarinda, bu tez ¢alismasindaki sonuglara benzer sekilde CUPRAC
aktivitesini metanol 6ziitiinde su 6ziitiine kiyasla daha yiiksek tespit etmistir.

FRAP test sonuglarina bakildiginda; 200.70 mgTE/g ile en yiiksek sonug
metanol Oziitiinde bulunmustur. Bunu su 6ziitii 187.45 mgTE/g ve etil asetat 6ziitii

179.19 mgTE/qg takip etmektedir (Sekil 7.).
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Sekil 7. Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin FRAP aktivitesi

Aliyazicioglu ve ark. (2017), Onobrychis oxyodonta metanolik 6ziitiiniin FRAP
degerini 323+5.773 uM Troloks/g 6ziit olarak bulmuslardir. Karakoca ve ark. (2013),
Onobrychis armena’nin ¢icek ve kok oOziitlerinde antioksidan kapasitenin
belirlenmesine  yonelik ¢alismalarinda FRAP  yonteminde 1000 pg / mL
konsantrasyonda en gii¢lii aktiviteyi, metanol kok ekstraktinda (A700nm 0.84) tespit
ederken, su cicek oziitlinde ise (A700nm 0.08), en diisiik aktivite tespit edilmistir.
Onobrychis armena’nin kok dziitiiniin, ¢i¢ek oziitlinden daha iyi demir iyonu indirgeme
kabiliyetine sahip oldugunu belirtmislerdir. O. armena’nin ¢igek Oziitlerinde FRAP
aktivitesi metanol > diklormetan > etanol > su > hekzan seklinde, kok 6ziitlerinde ise
metanol > diklormetan > etanol> hekzan > su seklinde belirlenmistir. Bu tez
calismasinda da, g¢alisilan Oziitlerde FRAP aktivitesi metanol Oziitiinde su Oziitiine
kiyasla daha yiiksek seviyede tespit edilmistir. Zengin ve ark. (2015), Onobrychis
hypargyrea’nin antioksidan ozelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda; FRAP test
sonuglarini; metanol 6ziitiinde; 0.39 + 0.003 ECso (mg/mL), su 6ziitiinde; 0.37 = 0.004
ECso (mg/mL), etil asetat 6ziitiinde ise; 0.34 + 0.005 ECsg (mg/mL) olarak bulmuslardir.
Bu tez calismasinda da benzer sekilde metanol Oziitlerinin FRAP aktivitesin diger
oziitlere kiyasla daha ytiksek oldugu tespit edilmistir.

4.1.5. Metal selatlama aktivitesi

Metal selatlama aktivitesinin 6nemli olmasinin nedeni; lipit peroksidasyonuna

neden olan metalleri tutuklamasidir (Duh ve ark., 1999). Fenton kimyasindan da

bilindigi ilizere antioksidan aktivite agcisindan OHe radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden
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olan Fe** ve Cu* gibi metallerin tutulmasinda énemli bir rolii vardir. Bu sebeplerden
dolay1, selat yapabilme oOzelliginde olan bilesikler organizmada gecis metallerini
baglayarak, radikal olusmasini engeller. Bu etkilerinden dolayr serbest radikallerin
meydana getirdikleri zararlarin 6nlenmesinde islev goriirler. Calismamiz kapsaminda
degerlendirilen Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin metal selatlama
kapasiteleri ferrozin metodu kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 3.).

Test sonuglarina gore en yiiksek aktivite 19.41 mgEDTAE/gQ ile su 6ziitiinde
tespit edilmistir. Etil asetat Oziitiinde 10.54 mgEDTAE/g, metanol 6ziitiinde ise 7.75
MgEDTAE/g olarak bulunmustur (Sekil 8.).

Metal selatlama aktivitesi
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Sekil 8. Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin metal selatlama aktivitesi

Temizer ve ark. (2017), Onobrychis Mill. polenlerinin antioksidan aktivitesini
inceledikleri ¢aligmalarinda metal selatlama aktivitesini Dinis metoduyla incelemisler
ve; 100 pg / mL konsantrasyonda Orneklem standartlarinin metal selat aktivitelerinin
Onobrychis polen (% 89.43 + 1.74)>a-tocopherol (% 82.97 + 0.41)> BHA (% 76.36 +
1.39) oldugu bulmuslardir. Karamian ve Asadbegy (2016), iran bolgesinde bulunan ii¢
Onobrychis tiirii (O. viciifolia, O. melanotria, O. sosnovskyi) tizerinde yaptiklar
calismalarinda; arastirilan tiim metanol Gziitlerin Fe? iyonlarini selatlama aktivitesinin
oldugunu gérmiislerdir. Oziitlerin metal selatlama 6zelligi kontsantrasyona (0.2 ila 0.1
mg / ml) bagl olarak arttig1 tespit edilmistir. O. viciifolia metal selatlama aktivitesi ile
sentetik bir antioksidan olan askorbik asit arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. O.

melanotria'dan ve O. sosnovskyi’den elde edilen 6ziitler, O. viciifolia'ya kiyasla 6nemli
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Olgiide daha fazla selatlama aktivitesi gostermistir. Zengin ve ark. (2015), Onobrychis
hypargyrea’nin antioksidan Ozelliklerini inceledikleri ¢aligmalarinda; metal selatlama
aktivitesini metanol 6ziitiinde; 47.27 + 1.255 1Csp (mg/mL) su Oziitiinde ise; 16.79 +

0.456 1Cs5p (mg/mL) olarak bulmuslardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu ¢alismada Onobrychis argyrea subsp. isaurica’nin metanol, su ve etil asetat
oOziitlerinin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik ve flavonoid igerikleri arastirilmistir.

Antioksidan kapasite belirleme calismalarinda tek bir yontem kullanilmast
antioksidan kapasitenin dogru bir sekilde degerlendirilmesinde yeterli olmamaktadir. Bu
nedenle antioksidan kapasitenin  belirlenmesinde birden fazla test sistemi
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmamizda; toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
fosfomolibdat testi ve metal selatlama aktivitesinin degerlendirilmesi kullanilmistir.
Oziitlerinin serbest radikal giderim/siipiiriim aktiviteleri ise; DPPH ve ABTS radikalleri
kullanilarak belirlenmistir. Indirgeme giicii veya potansiyeli antioksidan kapasitenin en
onemli belirteclerinden biridir. Caligmamizda indirgeme giiciiniin tayininde ise; FRAP
ve CUPRAC testleri uygulanmistir. Ayrica her bir 6ziitiin toplam fenolik ve flavonoid
icerikleri belirlenmistir. Ciinkii fenolik bilesikler bitkilerde antioksidan kapasiteyi
etkileyen en 6nemli fitokimyasal gruptur.

Onobrychis argyrea subsp. isaurica’da toplam fenolik ve flavonoid igerik ile
toplam antioksidan kapasite genel olarak metanol 6ziitliinde, etil asetat ve su Oziitlerine
gore daha yliksek tespit edilmistir. Toplam antioksidan kapasitesini arastirdigimiz
fosfomolibdat testi sonuglarina bakildiginda en yiliksek aktivite metanol Oziitiinde
gozlenmistir; bunu etil asetat ve su oziitii takip etmektedir. Calismamizda 6ziitlerin
serbest radikal giderim/silipiiriim aktiviteleri DPPH ve ABTS radikalleri kullanilarak
belirlenmistir. DPPH ydnteminde en kuvvetli etki metanol 6ziitiinde gézlemlenmistir.
ABTS radikali siipiirme bakimindan incelenen o6ziitlerde ise en kuvvetli etki su
oziitinde gozlemlenmistir. Bu ¢alismamizda Onobrychis argyrea subsp. isaurica’nin
indirgeme giiciinii tespit etmek amaciyla FRAP ve CUPRAC testleri kullanilmustir.
FRAP yonteminde en yiliksek sonu¢ metanol 6ziitiinde bulunmustur; bunu sirasi ile su
ve etil asetat 0ziitii takip etmektedir. CUPRAC sonuglarina bakildiginda ise; en yiiksek
aktivite metanol 6ziitiinde tespit edilmistir, bunu sirasi ile etil asetat ve su Oziitii takip
etmektedir. Onobrychis argyrea subsp. isaurica oziitlerinin metal selatlama kapasiteleri
ferrozin metodu kullanilarak degerlendirilmistir ve en yiiksek aktivite su Oziitiinde tespit

edilmistir, bunu sirasi ile etil asetat ve metanol 6ziitleri takip etmektedir.
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5.2. Oneriler

Viicutta oksijen kullanimi sonucunda meydana gelen atik {irlin olan serbest
radikaller; biyolojik sistemlerin isleyisini bozan etki gdstermektedir. Ozellikle DNA
hasarlar1t meydana getirmesi ve hiicre zarlarina zarar verici 6zellikler gostermektedirler.
Siirekli bir sekilde serbest radikal tiirlerinin etkisi altinda olan biyolojik sistemlerin
yenilenebilmesi icin antioksidan molekiiller gereklidir. Bazi antioksidan tiirlerini viicut
kendisi tretmektedir ancak diger bir kisminin ise dogadan besinler yoluyla alinmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde sentetik bilesiklerin insan sagligi tizerindeki kaygilarindan
otiiric dogal bilesikler daha da 6nemli bir konuma gelmislerdir. Dogal bilesiklerin bu
onemli durumundan dolay: yeni, dogal ve giivenli kaynaklarin bulunmasi i¢in yapilan
calismalar artmistir. Ayrica bitkilerden yeni ve potansiyel dogal bilesiklerin
kaynaklarinin belirlenmesi ¢alismalari oldukga hiz kazanmistir. Onobrychis argyrea
subsp. isaurica’nin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bu tez ¢alismasindan elde
edilen sonuglar dikkate alindiginda bu tiiriin Oziitlerinin dogal antioksidanlarin bir
kaynag1 olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte Onobrychis argyrea
subsp. isaurica oziitlerinin biyolojik aktivitelerinin tam olarak belirlenmesi i¢in daha
genis  calismalarin  yapilmasi1  gerekmektedir.  Calismamizi  bu  acidan
degerlendirdigimizde, bu tiir tiizerine yapilabilecek diger arastirmalara yardimci

olabilecegi disiintilmektedir.



45

KAYNAKLAR

Akgelik, E., 2009, Bazi yabani korunga (Onobrychis sp.) tiirlerinin kromozom
sayilarinin tespit ve karyotip analizi, Yiiksek lisans tezi, Ankara Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Akkus, 1., 1995, Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri, Mimoza yayinlar,
Kuzucular ofset, Konya.

Aktoklu, E., 1995, Tirkiye’de yetisen Onobrychis Miller. (Fabaceae) tiirlerinin
revizyonu, Doktora Tezi, /nénii Universitesi, Malatya.

Albayrak, S., Sagdig, O., Aksoy, A., 2010, Bitkisel {iriinlerin ve g1da19r1n antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemler. Erciyes Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Dergisi, 26 (4), 401-409.

Aliyazicioglu, R., Akkaya, S., Korkmaz, N., Sener, S.0., Badem, M., Ozgen, U., Alpay-
Karaoglu, S., 2017, Onobrychis Oxyodonta’nin toprakiistii kisminda antioksidan,

antimikrobiyal ve tirozinaz inhibitor aktivitesi. F.U. Sag. Bil. Tip Derg., 31 (1),
25-31.

Apak, R., Gii¢lii, K., Ozyiirek, M., Esin Karademir, S., Ercag, E., 2006, The cupricion
reducing antioxidant capacity and polyphenolic content of some
herbalteas, International Journal of Food Sciences and Nutrition, 57, 292-304.

Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., Karademir, S.E. ve Altun M., 2005, Total
antioxidant capacity assay of human serum using copper(ll)- neocuproine as
chromogenic oxidant: the CUPRAC method, Free Radical Research, 39, 949-961.

Apak, R., Giiglii, K., Ozyiirek, M., Karademir, S.E., 2004, Novel total antioxidant index
for dietary polyphenols and vitamins C and E, using their cupric ion reducing
capability n the presence of neocuproine: CUPRAC method, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 52, 7970-7981.

Aslan, R., Sekeroglu, R., Bayiroglu, F., 1995, Serbest radikal t[irleriniq membran lipit
peroksidasyonuna etkileri ve hiicresel antioksidan savunma, YYU Sag. Bil. Ens.
Derg., 2, 137-142.

Avci, S., Cogii, S., Sancak, C., Ozcan, S., 2010, Heliobrychis seksiyonuna ait baz
korunga (onobrychis sp.) tiirleri iizerinde morfolojik arastirmalar, Merkez
Arastirma Enstitiisii Dergisi, 19 (1-2), 11-16.

Aydm, S. S, Ustiin, F.,_ 2007, Tanenler 1: Kimyasal yapilari, farmakolojik etkileri,
analiz yontemleri, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 33, 21-31.

Balasundram, N., Sundram, K., Samman, S., 2006, Phenolic compounds in plants and
agri industrial by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential uses,
Food Chemistry, 99, 191-203.

Bast, A., Haenen, G.M., Cees, J.A.D. 1997, Oxidants and antioxidants: state of the art.,
The American Journal of Medicine, 91(3C), 3-13.



46

Baytop, A., 1988, Istanbul eczacilik fakiiltesi herbaryumundaki tiirkiye bitkileri,
[stanbul, s. 60-61.

Becker, E. M., Nissen, L. S., Skibsted, L. H., 2004, Antioxidant evaluation protocols:
food quality or health effects, European Food Research and Technology, 219,
561-571.

Beecher, G. R., 2004, Proanthocyanidins: biological activities associated with human
health, Pharmaceutical Biology, 42, 2-20.

Bektasoglu, B., Ozyiirek, M., Giiclii, K., Apak, R., 2008, Hydroxyl radical detection
with a salicylate probe using modified CUPRAC spectrophotometry and HPLC,
Talanta, 77, 90-97.

Beladi M., Habibi D., Kashani A., Paknejad F., Nooralvandi T., 2011, Phytoremediation
of lead and copper by sainfoin (Onobrychis vicifolia): Role of antioxidant
enzymes and biochemical biomarkers, American-Eurasian J. Agric. & Environ.
Sci, 10 (3), 440-449.

Benzie, I. F. F. and Strain, J. J., 1996, The ferric reducing ability of plasma (frap) as a
measure of ‘‘antioxidant power’’: the frap assay, Analytical Biochemistry, 239,
70-76.

Berk, S., Tepe, B., Arslan, S., Sarikurkcu, C., 2013, Screening of the antioxidant,
antimicrobial and DNA damage protection potentials of the aqueous extract of
asplenium ceterach DC, African Journal of Biotechnology, 10(44), 8902-8908.

Beskaya, A., 2004, Broylerlerde dogal ve sentetik antioksidanlarin bazi iz elementler
lizerine etkisi, Ankara Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi,
Ankara.

Booyse, F. M., Pan, W., Grenett, H. E., Parks, D. A., Darley-Usmar, V. M., Bradley,
K. M., Tabengwa, E. M., 2007, Mechanism by which alcohol and wine
polyphenols affect coronary heart disease risk, Annals of Epidemiology, 17, S24-
S31.

Bouaziz, M., Feki, 1., Ayadi, M., Jemali, H., Sayadi, S., 2010, Stability of refined olive
oil and olive-pomace oil added by phenolic compounds from olive leaves,
European Journal of Lipid Science and Technology, 112, 894-905.

Bowler R.P, Crapo J.D., 2002, Oxidative stres in allergic respiratory diseases, J. Allergy
Clin Immunol., 110(3), 349-356.

Butkuté B., Lemeziené N., Dagilyt¢ A., Cesevicien¢ J., Benetis R., Mikalitiniené J.,
Rodovi¢ius H., 2016, Mineral element and total phenolic composition and
antioxidant capacity of seeds and aerial plant parts of perennial legumes.
Communications in soil science and plant analysis, 47, 36-45.

Biilbiil, M. ve Erat, M., 2008, Investigation of the effects of some sulfonamide derivates
on the activities of glucose-6-phosphogluconate dehydrogenase, 6-
phosphogluconate dehydrogenase and glutathione reductase from human
erythrocytes, JEIMC., 23(3), 418-423.



47

Cadenas, E., 1997, Basic mechanisms of antioxidant activity, Biofactors, 6, 391-397.

Cadenas, E. ve Packer, L., 2002, Handbook of Antioxidants, Revised and Expanded,
an Ed., Marcel Dekker, New York-Basel, 0-8247-0547-5.

Carocho, M. ve Ferreira, I. C. F. R., 2013, A review on antioxidants, prooxidants and
related controversy: Natural and synthetic compounds, screening and analysis
methodologies and future perspectives, Food and Chemical Toxicology, 51, 15-
25.

Chanda S., Dudhatra S., Kaneria M., 2010, Antioxidative and antibacterial effects of
seeds and fruitrind of nutraceutical plants belonging to the Fabaceae family.
Food&Function, 1, 308-315.

Chaudiere, J., Ferrari-lliou, R., 1999, Intracellular antioxidants: From chemical to
biochemical mechanisms, Food and Chemical Toxicology, 37, 949-962.

Cheeseman, KH. ve Slater, TF., 1993, An introduction to radical biochemistry, Br. Med.
Bull., 49, 481-493.

Cnubben, N.H.P., Rietjens, I.M.C.M., Wortelboer, H., Zanden, J., Bladeren, P.J., 2001,
The inter play of glutathione-related processes in antioxidant defense,
Envorimental Toxicology and Pharmacology, 10, 141-152.

Cuendet, M., Hostettmann, K., Potterat, O., Dyatmiko, W., 1997, Iridoid glucosides
with free radical scavenging properties from Fagraea blumei, Helvetica Chimica,
Acta, 4, 1144 — 1152.

Cakir, M., 1997, Aspirin ve vitamin E (a-Tokoferol)’nin farelerde (Mus musculus)
karaciger total sliperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerine etkileri Yiiksek Lisans
tezi, Ondokuz Mayis Univ., Fen Bil. Ens., Samsun.

Cavdar, C., Sifil, A. ve Camsari, T., 1997, Reaktif oksijen partikiilleri ve antioksidan
savunma, Tiirk Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon, 3-4, 92-95.

Ciftci, M., Ozmen, 1., Biiyiikokuroglu, M.E., Pence, S., Kiifrevioglu, O.1., 2001, Effects
of metamizol and magnesium sulfate on enzyme activity of glucose 6-phosphate
dehydrogenase from human erythrocyte in vitro and rat erythrocyte in vivo,
Clinical Biochemistry, 34, 297-302.

Davis, P.H., Mill, R.R., Tan, K., 1988, Flora of Turkey and the East Aegean Islands,
vol. 10 (Suppl. 1), Edinburgh University Press, Edinburgh.

Demirci Cekig, S., Sozgen Baskan, K., Tiitem, E., Apak, R., 2009, Modified cupric
reducing antioxidant capacities of thiol-containing proteins in admixture with
polyphenols, Talanta, 79, 344-351.

Dinis, T.C.P., Madeira, V.M.C., Almeida, L.M., 1994, Action of phenolic derivatives
(acetaminophen, salicylate, and 5-aminosalicylate) as inhibitors of membrane
lipid-peroxidation and as peroxyl radical scavengers, Arch. Biochem. Biophys.
315, 161-169.



48

Du, J., Cullen, J. J., Buettner, G. R., 2012, Ascorbic acid: chemistry, biology and the
treatment of the cancer, Biochimica et Biophysica Acta, 1826, 443-457.

Duan, X.J., Zhang, W.W., Li, X.M., Wang, B.G., 2006, Evaluation of antioxidant
property of extract and fractions obtained from a red alga, Polysiphonia urceolata,
Food Chem., 95, 37-43.

Duarte, T. L. ve Lunec, J., 2005, Review: When is an antioxidant not an antioxidant? A
review of novel actions and reactions of vitamin C, Free Radical Research, 39,
671- 686.

Dubbs A.L. 1968, Sainfoin as a honey crop, Sainfoin symposium, Montana State
University, December 12-13. Bozeman, Montana.

Duh, P.D., Tu, Y.Y., Yen, G.C, 1999, Antioxidant activity of harng jyur
(Cheysatheumum morifolium Ramat), Lebnesm-Wiss Technol, 32, 269-277.

Durmaz, G., 2002, Kayisi meyvesinin ve kavrulmus kayisi ¢ekirdeginin antioksidan
ozellikleri, Yiiksek lisans tezi, Inonii Uni., Fen Bil. Ens., Malatya.

EFSA, 2004, Opinion of the scientific panel on food additives, flavourings, processing
aids and materials in contact with food on a request from the commission related
to tertiary-butylhyroquinone (TBHQ), Europian Food Safety Authority Journal,
84, 1-50.

EFSA, 2011, Panel on food additives and nutrient sources added to food (ANS);
Scientific opinion on the re-evaluation of butylated hydroxyanisole — BHA (E
320) as a food additive, Europian Food Safety Authority Journal, 9, 2392. doi:
10.2903/j.efsa.2011.2392.

EFSA, 2012, Panel on food additives and nutrient sources added to food (ANS);
Scientific opinion on the re-evaluation of butylated hydroxytoluene — BHT (E
321) as a food additive, Europian Food Safety Authority Journal, 10, 2588. doi:
10.2903/j.efsa.2012.2588.

Elgi S. 2005, Baklagil ve bugdaygil yem bitkileri, Tarim ve Kéyisleri Bakanligi yayini,
486s.

Erat, M., 2002, Insan ve sigir eritrosit glutatyon rediiktaz enziminin saflastirilmasi, bazi
ilag ve kimyasal maddelerin inhibisyon veya aktivasyon etkilerinin arastiriimasi,
Doktora tezi, A.U., Fen Bil. Ens., Erzurum.

Erbil, N., Diizgiiner, V., Kahya, C. D., Alan, Y., 2015, Antimicrobial and antioxidant
effects of some turkish fodder plants belongs to fabaceae family (Vicia villosa,
Trifolium ochroleucum and Onobrychis altissima). Oriental Journal of Chemistry,
31, 1263-1268.

Erenel, G., Erbas, D., Aricioglu, A., 1992, Serbest radikaller ve antioksidan sistemler.
Gazi Tip Derg., 3. 243-250.



49

Eryilmaz, B., 2001, Capsicum annuum (L.) Solanaceae meyvelerinin antioksidan
aktivite agisindan degerlendirilmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Univ. 102 s,
Ankara.

Foo, L., Lu, Y., Molan, A,, L., Woodfield, D., R., McNabb, W., C., 2000, The phenols
and prodelphinidins of white clover flowers, Phytochemistry, 54, 539-548.

Friedli, G. L., 2011, Flavonoids [online], http://www.friedli.com/herbs/phytochem/
flavonoids.html [Ziyaret Tarihi: 18 Kasim 2012].

Fridovich 1., 1995, Superoxide radical and superoxide dismutases, Annu Rev.
Biochem., 64, 97-112.

Gaetani, G.F., Galiano, S., Canepa, L., Ferraris, A.M., Kirkman, H.N., 1989, Catalase
and glutathione peroxidase are equally active in detoxification of hydrogen
peroxide in human erythrocytes, Blood, 73 (1), 334-3309.

Gamal-Eldeen A. M., Kawashty S. A., lbrahim L. F., Shabana M. M., EI- Negoumy S.
I., 2004, Evaluation of antioxidant, anti-inflammatory, and antinociceptive
properties of aerial parts of Vicia sativa and its flavonoids, Journal of Natural
Remedies, 4, 81-96.

Gey, K. F., 1990, Lipids, lipoproteins and antioxidants, Biochemical Society
Transactions, 18, 1041-1045.

Godevac D., Zdunic G., Savikin K., Vajs V., Menkovic N. 2008, Antioxidant activity of
nine Fabaceae species growing in Serbia and Montenegro, Fitoterapia, 79, 185-
187.

Gongalves, C., Dinis, T., Batista, M.T., 2005, Antioxidant properties of
proanthocyanidins of Uncaria tomentosa bark decoction: a mechanism for
antiinflammatory activity, Phytochemistry, 66, 89-98.

Gokpinar, S., Koray, T., Akcigek, E., Goksan, T., Durmaz, Y., 2006, Algal
antioksidanlar, E.U.Journal of Fisheries &Aquatic Sciences, 23, 85-89.

Gruhlke, M. C. H., Slusarenko, A. J., 2012, The biology of reactive sulfur species
(RSS), Plant Physiology and Biochemistry, 59, 98-107.

Giirdol, F., Ademoglu, E., 2006, Biyokimya, Birinci Baski, Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul, 975-420-462-4.

Halliwell, B., Gutteridge, M.C., 1990, Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: An overview, Methods in Enzmology, 186, 1-85.

Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C., 1995, The definition and measurement of
antioxidants in biological systems, Free Radical Biology and Medicine, 18, 125—
126.

Halliwell, B., Gutteridge, M.C., 1999, Free radicals in biology and medicine, Third
Edition, Oxford University Pres. Inc., New York, 936.


http://www.friedli.com/herbs/phytochem/%20flavonoids.html
http://www.friedli.com/herbs/phytochem/%20flavonoids.html

50

Halliwell, B., 2006, Reactive species and antioxidants, redox biology is a fundamental
theme of aerobic life, Plant Physiology, 141, 312-322.

Halliwell, B., 2007, Biochemistry of oxidative stress, Biochemical Society Transactions,
35, 1147-1150.

Harborne, J. B., 1986, In: Cody, V., Middleton, E., Harborne, J. B., Alan, R.,(eds),
Plant flavonoids in biology and medicine, Liss, New York.

Harris, E.D., 1992, Regulation of antioxidant enzymes. FASEB J., 6, 2675-2683.

Hayet E., Maha M., Samia A., Mata M., Gros P., Raida H., Ali MM., Mohammed AS.,
Gutmann L., Mighri Z., Mahjoub A. 2008, Antimicrobial, antioxidant, and
antiviral activities of Retama raetam (Forssk.) Webb flowers growing in Tunisia,
World J Microbiol Biotechnol, 24, 2933-2940.

Hurst, R., Bao, Y., Jemth, P., Mannervick, B., Williamson, G., 1997, Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase activity of rat class theta glutathione
transferase T2-2, Biochem. Soc. Trans., 25, 559-561.

Ince, S, Ekici, H, Yurdakok, B., 2012, Determination of in vitro antioxidant activity of
the sainfoin (Onobrychis viciifolia) extracts, Ank. Univ. Vet. Fak. Derg., 59, 23-
217.

Jensen, S. J. K., 2003, Oxidative stress and free radicals, Journal of Molecular Structure
(Theochem), 666667, 387—-392.

Jialal, I., Fuller, C. J., 1993, Oxidized LDL and Antioxidants, Clin. Cardiol., 16(4), 16-
19.

Kahraman, T., 1998, Elektrik alanin rat eritrosit ve dokularindaki antioksidan
enzim (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz) aktiviteleri, lipit peroksidasyon
ve glutatyon seviyelerine etkisi (doktora tezi), Y.Y.U Sag. Bil. Ens., Van.

Kahraman, A., Serteser, M., Koken, T., 2002, Flavonoidler, Kocatepe Tip Dergisi, 3, 1-
8.

Kaminaka, H., Morita, S., Tokumoto, M., Yokuyama, H., Masumara, T., Tanaka, K.,
1999, Molecular cloning and characterization of cDNA for an iron- superoxide
dismutase in rice (Oryza sativa L.), Biosci. Biotechnol. Biochem., 63, 302-308.

Kara, N., 2011, Serumda toplam antioksidan kapasitenin modifiye cuprac (bakir(i1)
indirgeme esasli antioksidan kapasite) metoduyla belirlenmesi, Yiiksek lisans tezi,
I U. Fen Bilimleri Enstitiisii.

Karagozler, A.A., Erdag, B., Emek, Y.C., Uygun, D.A., 2008, Antioxidant activity and
proline content of leaf extracts from Dorystoechas hastata, Food Chemistry, 111,
400- 407.

Karakoca K., Asan-Oziisaglam M., Cakmak Y. S., Teksen M., 2013, Phenolic
compounds, biological and antioxidant activities of Onobrychis armena Boiss. &
Huet flower and root extracts, Chiang Mai J. Sci., 42(2), 376-392.



o1

Karamian R, Asadbegy M., 2016, Antioxidant activity, total phenolic and flavonoid
contents of three Onobrychis species from Iran, Pharm Sci., 22, 112-119.

Karatas, $., 2013, Onobrychis armena Boiss. & Huet (Fabaceae) ‘nin antioksidan
ozellikleri ile ugucu ve sabit yag bilesiminin arastirilmasi, Selcuk Universitesi,
Yiiksek lisans tezi, Konya.

Keha, E. ve Kiifrevioglu, O.1., 2004, Biyokimya, Aktif yayinevi, Erzurum.

Kenneth, B.B., Bruce, N.A., 1998, The free radical theory of aging matures, Physiol
Reviews, 78(2), 547-581.

Keser, G., 2005, Nasturtium officinale R. Br.’de Kursunun strese bagli enzimlerin
aktivitelerine, gelismeye, mineral ve klorofil ierigine etkileri, Doktora tezi. C.U.,
Fen Bil. Ens., Adana.

Khlebnikov, A. I., Schepetkin, I. A., Domina, N. G., Kirpotina, L. N., Quinn, M. T,
2007, Improved quantitative structure—activity relationship models to predict
antioxidant activity of flavonoids in chemical, enzymatic, and cellular systems,
Bioorganic and Medicinal Chemistry, 15, 1749-1770.

Kiling, K., 1986, Oxygen radicals: Their production, function and toxic effects,
Biyokimya Dergisi, 9(3), 59-76.

Kim, D., Lee, J. T., Lee, I. K., Ha, J.,, 2008, Comperative anticancer effects of
flavonoids and diazepam in cultured cancer cells, Biological and Pharmaceutical
Bulletin, 31, 255-259.

Krimmel, B., Swoboda, F., Solar, S., Reznicek, G., 2010, OH-radical induced
degradation of hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids and formation of
aromatic products — A gamma radiolysis study, Radiation Physics and Chemistry,
79, 1247-1254.

Laganiere, S., Yu, B.P., 1989, Effect of chronic food restriction in ageing rats Il. liver
cytosolic antioxidants and related enzymes, Mech of Age and Develop, 48, 221-
230.

Lala, P.K., Chakraborty, C., 2001, Role of nitric oxydine in carcinogenesis and tumour
progression, The Lancet Oncology, 2, 149-156.

Lamotte, F., Vianey-Liuaud, N., Duviau, M.P., Korehel, K., 2000, Glutathione
reductase in wheat grain, 1. Isolation and characterization, J. Agric. Food Chem.,
48, 4978-4983.

Lardinnois, O.M., 1995, Reactions of bovine liver catalase with superoxide radicals and
hydrogen peroxide, Free Radic. Res., 22, 251-274.

Laughton, M. J., Halliwell, B., Evans, P. J., Hoult, J. R. S., 1989, Antioxidant and pro-
oxidant actions of the plant phenolics quercetin, gossypol and myricetin,
Biochemical Pharmacology, 38, 2859-2865.

Mabberley D.J., 1997, The plant book, Cambridge University Press, London, UK.



52

Mannervick, B., 1985, Glutathione peroxidase, Methods Enzymol., 113:490-495.

McCord, J.M., 1993, Human disease, free radicals and the oxidant/antioxidant balance,
Clin. Biochem., 26 (5), 351-357.

Michiels, C., Raes, M., Toussaint, O., Remacle, J., 1994, Importance of Se-glutathione
peroxidase, catalase, and Cu/Zn-SOD for cell survival against oxidative stress,
Free Radic. Biol. Med., 17(3), 235-248.

Mullineaux, P., Enard, C., Hellens, R., Creissen, G., 1996, Characterization of
glutathione reductase gene and its genetic locus from pea (Pisum sativum L.).
Planta, 200, 186-194.

Nelson, D.L., Cox, M.M., 2000, Lehninger Principles of Biochemistry, 3rd ed., Worth
Publishers, USA. 743.

Nelson, D. L. ve Cox, M. M., 2004, Lehninger Principles of Biochemistry, 4th Ed.,
W.H. Freeman and Company, New York, 978-0716743392.

Nicholls, P., Fita, I., Loewen, P.C., 2000, Enzymology and Structure of Catalases,
Advances in Inorganic Chemistry, 51, 51-106.

Nordberg, J., Arner, E.S., 2001, Reactive oxygen species, antioxidants, and the
mammalian thioredoxin system, Free Radical Biology and Medicine, 31(11),
1287-1312.

Orhan 1., Tosun F., Tamer U., Duran A., Alan B., Kok A.F., 2011, Quantification of
genistein and daidzein in two endemic Genista species and their antioxidant
activity, Journal of the Serbian Chemical Society, 76(1), 35-42.

Ozdem, S. ve Sadan, G., 1994, Serbest oksijen radikallerinin olusum ve klinik agidan
onemi, 4 U, Tip Fak. Derg., 11 (1), 63-71.

Ozyiirek, M., Giiglii, K., Apak, R., 2011, The main and modified CUPRAC methods of
antioxidant measurement, Trends in Analytical Chemistry, 30 (4), 652-664.

Paolini, M., Pozetti, L., Pedulli, G. F., Marchesi, E., 1999, The nature of prooxidant
activity of vitamin C, Life Sciences, 64, 273-278.

Papas, A.M. 1996, Determinants of antioxidant status in humans, Lipids, (31), 77-82.

Pastor-Cavado E., Juan R., Pastor J.E., Alaiz M., Viogque., 2009, Antioxidant activity of
seed polyphenols in fifteen wild Lathyrus species from South Spain, LWT, 42,
705-700.

Perl-Treves, R., Perl, A., 2002, Molecular Oxygen and Its Reactive Derivates,
Oxidative Stres in Plants, Taylor & Francis Inc., London, 1-31.

Prieto, P., Pineda, M., Aguilar, M., 1999, Spectrophotometric quantitation of
antioxidant capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex:
specific application to the determination of vitamin E, Analytical Biochemistry,
269, 337-341.



53

Prochazkova, D., Bousova, I., Wilhelmova, N., 2011, Antioxidant and prooxidant
properties of flavonoids, Fitoterapia, 82, 513-523.

Puglia, C. D., Powell, S. R., 1984, Inhibition of cellular antioxidants: a possible
mechanism of toxic cell injury, Environmental Health Perspectives, 57, 307-11.

Ratnam, V.D, Ankola, D.D., Bhardwaj, D.K., Sahana, M.N.V., Ravi, K., 2006, Role of
antioxidants in prophylaxis and therapy: A pharmaceutical perspective. Journal of
Control Release 113, 189-207.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., 1999,
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay, Free Radical Biology And Medicine, 26, 1231-1237, (1999).

Reddy, S. V., Suchitra, M. M., Reddy, Y. M., Reddy, P. E., 2010, Beneficial and
detrimental actions of free radicals: a review, Journal of Global Pharma
Technology, 2, 3-11.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J., Paganga, G., 1997, Antioxidant properties of phenolic
compounds, Trends in Plant Science, 2, 152-159.

Rossi, R. J., 2003, Phenolic acids in foods: an overview of analytical methodology,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 2866-2887.

Sarikurkcu, C., 2011, Antioxidant activities of solvent extracts from endemic Cyclamen
mirabile Hildebr. Tubersand leaves, African Journal of Biotechnology, 10(5),
831-839.

Secmen, O., Gemici, Y., Leblebici, E., Gork, G., Bekat, L., 1989, Tohumlu bitkiler
sistematigi, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Kitaplar Serisi, 116.

Sharma N., Bhardwaj R., Kumar S., Kaur S., 2011, Evaluation of Bauhinia variegata L.
bark fractions for in vitro antioxidant potential and protective effect aganist H,O,-
induced oxidative damageto pBR322 DNA, African Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 5(12), 1494-1500.

Siems, W.G., Grune, T., Esterbauer, H., 1995, 4-Hydroxynonenal formation during
ischemia and reperfusion of rat small-intestine, Life Sciences, 57, 785-789.

Simonian, N,A., Coyle, J, T., 1996, Oxidative stress in neurodejenerative diseases,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 36, 83-106.

Slinkard, K., Singleton, V. L., 1997, Total phenolanalysis: automation and comparison
with manual methods, American Journal of Enology and Viticulture, 28, 49-55,
(1977).

Sreekumar, P., Brian, C., Steven, B., 2006, Nordihydroguaiaretic acid (NDGA): A
powerful antioxidant and anti-inflammatory ingredient for skin care applications,
Flavour and Fragnace Journal, 34, 61-64.

Stahl, W., Sies, H., 2002, Introduction: Reactive oxygen species, Research
Monographs, 7, 1-2.



54

Strong, R., Miller, R. A., Astle, C. M., Floyd, R. A., Flurkey, K., Hensley, K. L., Javors,
M. A., Leeuwenburgh, C., Nelson, J. F., Ongini, E., Nadon, N. L., Warner,
H. R., Harrison, D. E., 2008, Nordihydroguaiaretic acid and aspirin increase
lifespan of genetically heterogeneous male mice, Aging Cell, 7, 641-650.

Tan M., Sancak C. 2009, Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) Yem Bitkileri Cilt 2, R.
Avcioglu, R. Hatipoglu, Y. Karadag (editorler), Sayfa, 337-352, Tarim ve Koy
Isleri Bakanhigi, Tarimsal Uretim ve Gelistirme Genel Miidiirliigii Yayinlari,
[zmir.

Tarpey, M. M., Wink, D. A., Grisham, M. B., 2004, Methods for detection of reactive
metabolites of reactive oxygen and nitrogen: in vitro and in vivo considerations,
American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative
Physiology, 286, R431-R444.

Temizer, 1.K., Giider, A., Turkmen, Z., Celemli, O.G., 2017, Gas chromatograpy and
mass spectrometry analysis, chemical contents and antioxidant properties of
Onobrychis spp. (Fabaceae) polen collected by honeybees, Fresenius
Environmental Bultein, 26-No. 1a/, 962-968.

Terpinc, P., Polak, T., gegatin, N., Hanzlowsy, A., Ulrich, N., P., Abramovic, H.,
2011, Antioxidant properties of 4-vinyl derivatives of hydroxycinnamic acids,
Food Chemistry, 128, 62-69.

Thomas, R.H., Bernards, M.A., Drake, E.E., Guglielmo G.C., 2010, Changes in the
antioxidant activities of seven herb and spice-based marinating sauces after
cooking, Journal of Food Composite and Analysis, 23, 244-252.

Thurnham, D.l., 1990, Antioxidants and prooxidants in malnourished populations,
Proceedings Nutr. Society, 49, 247-259.

Tsao, R., 2010, Chemistry and biochemistry of dietary polyphenols, Nutrients, 2, 1231-
1246.

Tirk Gida Kodeksi, 2008, Renklendiriciler ve tatlanduricilar disindaki gida katk:
maddeleri tebliginde degisiklik yapilmasi hakkinda teblig, Teblig No:2008/69,
http://www.gkgm.gov.tr/mevzuat/kodeks/2008-22.html [Ziyaret Tarihi: 16 Kasim
2012].

Valko, M., Rhodes, C.J., Moncol, J., Izakovic, M., Mazur, M., 2006, Free radicals,
metals and antioxidants in oxidative stres-induced cancer, Chemico-Biological.
Interactions, 160, 1-40.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncola, J., Cronin, M.D., Mazur, M., Telser, J., 2007, Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease,
Review, The International Journal of Biochemistry& Cell Biology, 39, 44-84.

Velioglu, Y.S., Mazza, G., Gao, L., Oomah, B.D., 1998, Antioxidant activity and total
phenolics in selected fruits, vegetables and grain products, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 46, 4113-4117.


http://www.gkgm.gov.tr/mevzuat/kodeks/2008-22.html

55

Vince, P., 1999, Antioxidant potential of vitamin a and carotenoids and their revelence
to heart disease, Free Radical Biology & Medicine, 26, 746-761.

Wickens, A.P., 2001, Ageing and free radical theory, Respiration Physiology, 128, 379-
391.

Wohaieb, S.A., Godin, D.V., 1987, Starvation related alterations in free radical tissue
defense mechanisms in rats, Diabetes, 36, 169-173.

Yanbeyi, S., 1999, Aspirin ve antioksidant buthylated hydroxyanisole’iin tavsanlarda
eritrosit total katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri
lizerine etkileri, Doktora tezi, Ondokuz Mayis Univ.

Yildirim, A., 2003, Intakt ve adrenalektomili sicanlarmn eritrosit ve mide dokularinda
oksidan ve antioksidan parametrelerin arastirilmasi, Atatiirk Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, Erzurum.

Yiiksek, T., Sariyildiz, T., Tifek¢ioglu, A. ve Kalay, H. Z., 2002, Korunga (Onobrychis
viciiafolia Scop.) bitkisinin Glimiishane tarim ve hayvanciligi ag¢isindan

irdelenmesi, Giimiishane ve yoresinin kalkinmasi sempozyumu, Bildiriler Kitabi,
Cilt 2, 616-626, 23-25 Ekim, Giimiishane.

Zengin, G., Guler, G.O., Aktumsek, A., Ceylan, R., Nancy Picot, C. M., and
Mahomoodally M. F., 2015, Enzyme inhibitory properties, antioxidant activities,
and phytochemical profile of three medicinal plants from Turkey, Advances in
Pharmacological Sciences, Article ID 410675, 8 pages.

Zurita, J.L., Jos, A., Peso, A., Salguero, M., Lopez-Artiguez, M., Repetto, G., 2007,
Ecotoxicological effects of the antioxidant additive propyl gallate in five aquatic
systems, Water Research, 41, 2599 — 2611.



OZGECMIS
KIiSISEL BiLGILER
Adi Soyadi . Firat KARADAG
Uyrugu . T.C
Dogum Yeri ve Tarihi : Tarsus 21.04.1989
Telefon : 05530937379
Faks :
e-mail . firatkaradagfirat@gmail.com
EGITIM
Derece Ady, Tlge, 11 Bitirme Y1l
Lise - Tarsus Saglik Meslek Lisesi, Tarsus, Mersin 2007
Universite - Selguk Universitesi, Biyoloji Boliimii, Konya 2013
Yiiksek Lisans : Necmettin Erbakan Universitesi, Konya
Doktora
IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorevi
2009 Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyolog

UZMANLIK ALANI
YABANCI DiLLER
BELIRTMEK iSTEGINIZ DiGER OZELLIKLER

YAYINLAR

56



