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Ozet

Bu ¢alismada Elazig’dan toplanan Morus alba’ nmin antioksidan ve antiradikal kapasitesi incelendi. Bitkinin
yapraklar1 ve meyveleri golgede kurutularak ayri ayri su ve etanol ekstreleri hazirlandi. Ekstreler soksilet cihazi
ile yapildi. Bu ekstrelerin antioksidan ve antiradikal testleri, toplam antioksidan kapasite, indirgeme giicii
kapasitesi, metal selatlama aktivitesi, DPPH" serbest radikali giderme aktivitesi, ABTS™" radikali giderme
aktivitesi, siiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi ve FRAP testi gibi farkli
antioksidan metotlar ve ek olarak toplam fenolik bilesik miktar1 tayini kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ayr
ayri belirlendi. Elde edilen sonuglara bakildiginda dutun yapraklarinin ve meyvelerinin iyi bir serbest radikal
gidericisi oldugu ve dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Morus alba, antioksidan kapasite, antiradikal.

Determination of the Antioxidant Capacities of Extracts Fruit and
Leave of Morus alba

Abstract

In this study Morus alba investigated the antioxidant and antiradical capacity that it was collected from Elazig.
Leaves and fruits of plants dried in shade, water and ethanol extracts were prepared separately . The extracts
were made with Soxhlet apparatus. These extracts, antioxidant and antiradical tests, different antioxidant
methods such as total antioxidant capacity, reducing power capacity, metal chelating activity, DPPHe free radical
scavenging activity, ABTSe+ radical scavenging activity, superoxide anion radicals scavenging activity,
H202scavenging activity and FRAP test and in addition to by using the amount of the total phenolic compounds
determined separately at different concentrations. Looking at the results obtained, leaves and the fruits of
mulberry found as a good free radical scavenging and was used as a natural antioxidant.

Keyword: Morus alba, antioxidantcapacity, antiradical.

1. Giris disiiriici, ates disiiriicli, terletici ozellige
sahiptir. Taze yapraklar kanamalar durdurmak
Antioksidan madde bakimindan zengin olan  igin kullanilabilir. Meyveleri bas donmesi, kulak
sebze ve meyvelerin tiiketilmesi reaktif oksijen  c¢inlamasi,  uykusuzluk,  bobrek  iltihabi,
tirlerinin neden oldugu doku hasarmma bagli  hipertansiyon, sinir zayifligi, saglarin erken
hastaliklardan insanlari korumaktadir [1]. Diger  beyazlamasi tedavilerinde, gdvdesi romatizma
taraftan iglenmis gidalarin bozunmasim 6nledigi  agrilari, spazm tedavisinde, kok kabuklar1 astim,
ve raf Omriini uzatti§i i¢in  sentetik  akciger iltihabi, Oksiiriikk, bronsit, O6dem,
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak  hipertansiyon tedavisinde kullanilabilir [3,4,5].
kullanilmaktadir. Bunun yaninda kok kabuklar: tansiyon diisiiriicii
Tiirkiye’de dut agaglar1 sayis1 bakimindan  olarak kullanilir. Ayrica dut agacinin  kok
Erzincan ilk sirada yer alirken bu ili swrasiyla  kabuklari, yapraklar1 ve meyveleri seker hastalig
Elazig, Ankara, Malatya ve Tunceli izlemektedir  tedavisinde kullanilir [6].
[2]. Ak Dut yapraklari antibakteriyel, kan
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Yine dut meyvesi romatoid artrit
(romatizmal eklem iltihabi) de dahil olmak iizere
cesitli iltihabi durumlarin tedavisinde geleneksel
olarak kullanilmaktadir. Kim ve arkadaglarinin
[7] yaptiklan  ¢alismada,  carrageenanla
olusturulan deneysel artritde, dut meyvesi 0ziitii
uygulamasi iltihap parametreleri ile romatoid
faktorlerde Onemli bir azalma belirlenmistir.
Dutun antidiyabetik etkileri ise ¢ok daha iyi
calisilmistir [8]. Dut yapraklari, alfa glikozidaz
denilen barsak enzimlerini inhibe ettikleri igin
hipoglisemik etki gosterirler. Bu enzimlerin
gorevi sukroz, maltoz ve laktoz gibi disakaritleri
(cifte sekerleri) glikoz, fruktoz ve galaktoz gibi
monosakaritlere parcalayarak onlarin barsaktan
kana gecisini saglamaktir. Baskilanan enzim
aktivitesi ile enzimlerin kana gegisi engellenmis
olur. Japon arastiricilarin ratlarda yaptiklar1 bu
calismalarda, hayvanlar1 karbonhidrat¢ca zengin
yemekle beslemeden evvel dut yapragi oziiti
yedirmenin normal postprandial (yemek sonrasi)
kan sekeri diizeyinde onemli bir diislise yol
actig1 gosterilmistir [9].

Bu g¢alismada M. alba’nin toplam
antioksidan kapasite, indirgeme giicli kapasitesi,
metal selatlama aktivitesi, FRAP testi, H,O,
giderme aktivitesi gibi farkli yOntemlerle
antioksidan kapasitesinin incelenmesi ve DPPH"
serbest radikali giderme aktivitesi, ABTS™
radikali giderme aktivitesi, siliperoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi gibi antiradikal
aktivite belirleme testleriyle serbest radikallere
karsi nasil bir temizleyici etki gosterdiginin
belirlenmesi amag¢lanmuistir.

2. Materyal ve Metot

Bu ¢aligmada ilk olarak M. alba (MA)
bitkileri, Elaz1g’dan arazi ¢aligmalariyla topland:
ve yaprak, ham meyve ve meyvelerinin su ve
etanol ekstreleri elde edilerek, bu ekstrelerin
toplam antioksidan aktiviteleri 9 farkli metotla
belirlendi. Toplam antioksidan aktivite belirleme
testleri UV-Vis Spektrofotometresi kullanilarak
yapildi.

2.1. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri
tiyosiyanat metoduna gore belirlendi [10].
Numunelerin 500 nm deki absorbanslar1 kore
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kars1 okundu. Inkiibasyona kontroliin maksimum
absorbansa ulastig1 noktadan sonra son verildi.

Kontrol absorbansinin maksimuma ulastig
zamanda ekstrelerin peroksidasyonu inhibe etme
yiizdeleri asagidaki esitlik  yardimiyla
hesaplandi.

I = Inhibisyon, A, = Kontroliin Absorbans
Degeri, Ac = Numunenin Absorbans Degeri
Bu yontemde peroksit olusumunu SCN
saglamaktadir. Kontrol absorbansinin
maksimuma ulastigt anda spektrofotometrik
Olcime son verildi ve hesaplama islemine
gecilerek ekstrelerin total antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir [10].

2.2. indirgeme Kuvveti Tayini

Indirgeme giicii tayini, Oyaizu metoduna
gore yapildt [11]. Stok ¢ozeltiler igin etanol
ekstreleri 10 mL etanolda; 10 mg su ekstreleri ise
10 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi. 0, 50, 100,
250 pg/uL stok cozeltiler alinarak cam tiiplere
aktarildi ve hacimler saf su ile 1 mL’ye
tamamlandi. Bu yontemde Fe"*’iin ne kadarinin
Fe*?’ye doniistiigii 700 nm’de spektrofotometrik
olarak olgiilebilir. Bu metotta Fe™ kaynag
olarak FeCl; kullanilir. 700 nm dalga boyundaki
yiiksek absorbans ortamdaki Fe**’nin fazlaligim
gostermektedir [10].

2.3. Serbest Radikal Giderme

Aktivitesi

(DPPH")

Serbest radikal giderme, Blois metoduna
(1958) gore kiiclik bir modifikasyonla yapildi.
Serbest radikal olarak DPPH" kullanildi ve 1
mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Numune olarak total
antioksidan aktivite ve indirgeme kuvvetlerinde
kullanilan 1mg/mL yogunlugundaki stok ¢ozelti
kullanildi. Numuneler etanoldan olusan kore
karsit 517 nm de absorbanslar1 6l¢iildii. Azalan
absorbans, geriye kalan DPPH™ ¢ozeltisi
miktarim1  serbest radikal giderme aktivitesini
verir [12].

24. Siiperoksit =~ Radikalleri  Giderme
Aktivitesi

Ekstrelerin stiperoksit radikallerinin
olusmasindaki etkisi nitroblue tetrazolium
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(NBT)’nin indirgeme iirlinlerinin
spektrofotometrik olarak o6l¢iimii  Nishimiki
metoduna (1972) gore belirlendi. Reaksiyon
karisiminda ekstre numunesinin eksik oldugu
kore kars1 560 nm de absorbansi okundu. Azalan
absorbans, artan siiperoksit radikalleri giderme
aktivitesini gosterir.

2.5. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Ekstrelerin  hidrojen  peroksit giderme
aktiviteleri Ruch ve arkadaslarinin belirledikleri
metoda gore yapildi [13]. Bunun i¢in pH’1 7.4
olan fosfat tamponunda 40 mM’lik hidrojen
peroksit ¢oOzeltisi hazirlandi. H,0,
konsantrasyonu  spektrofotometrik  olarak,
H,O,’nin 230 nm de absorbans gdstermesiyle
belirlendi.

Giderilen % H,O, giderme aktivitesi
asagidaki denklemden hesaplanir:

% 1 = [(Ao-Ad)/Ao] X 100

I = Inhibisyon, A, = Kontroliin Absorbans
Degeri, A = Numunenin Absorbans Degeri

2.6. Metal Selatlama Aktivitesi

Ekstrelerin metal selatlama aktiviteleri,
Dinis ve arkadaslarinin belirledikleri metoda
gore yapildi [14]. Sonuglar 562 nm de absorbansi
ferrozin hari¢ geriye kalan c¢ozeltiden olusan
kore karst kaydedildi. Kontrol olarak ekstre
numunesi hari¢ geriye kalan ¢ozelti kullanildi.

Tutuklanan metalin yiizdesi su formiille
hesaplanabilir:

%Selatlama Aktivitesi = [(Aq-Ac)/Ao]x 100
I = Inhibisyon, A, = Kontroliin Absorbans
Degeri, A; = Numunenin Absorbans Degeri

2.7. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktari,
Folin-Ciocalteu reaktifi ile Singleton ve
arkadaglarinin metoduna gore belirlendi [15].
Standart fenolik bilesik olarak pirokatekol ve
quercetin kullamldi. Once standart grafik ¢izmek
amaciyla 25 mg pirokatekol ve 25 mg quercetin
ayr1 ayr1 25 mL saf suda ¢oziilerek stok ¢ozelti
hazirlandi. Numunelerin absorbanst 760 nm de
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saf suya karsit okundu. Bu islemler 3’er defa
yapildi. Kontrol i¢in numune yerine saf su
kullanilarak hazirlandi. Numunelerin absorbans
degerlerine karsilik gelen pirokatekol miktarlari:
Absorbans=0,00209xMikrogram
Pirokatekol+0.00466standart  grafik denklemi
kullanilarak tespit edildi ve sonuglar pirokatekol
ekivalent seklinde ifade edildi. Quercetin icin de:
Absorbans=0.0005xMikrogram
Quercetinstandart grafik denklemi yardimiyla
belirlendi ve sonuglar quercetin ekivalent
seklinde ifade edildi.

2.8. FRAP Testi

Bu test Benzie ve Strain’ in metoduna gore
yapildi. Orneklerin absorbansi 593 nm’de alindi.
Kor olarak FRAP reaktifi, kontrol olarak da
icinde bitki ekstresinin eksik oldugu c¢ozelti
karigimi  kullanildi.  Elde edilen sonuglar
asagidaki grafikte gosterilmistir [16]. Ortamda
ne kadar Fe™ in Fe™ye doniistigi yani
ortamdaki Fe*®  konsantrasyonu asagidaki
standart grafikten hesaplanmistir. Bunun igin
100-1000 10° M arasinda hazirlanmis Fe*
cozeltilerinin absorbanslar1 alinarak kaydedilmis
ve bu standart grafik ¢izilmistir (Sekil 1.1).

Fe" Standart Grafi
04
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Sekil 1.1. FRAP testi i¢in hazirlanan standart
grafik

2.9. ABTS™ Yok Edici Testi

ABTS" (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-
stilfonik asit)diamonyum tuzu) yok edici testi Yu
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ve ark., (2002) metodunun modifiye edilmesiyle
gerceklestirildi. ABTS™™ metodu, 2,2’-azino-
bis(etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum
tuzu gibi bir azino-bilesigin ortamdan yok
edilmesi, yani bir bagka deyisle inhibisyonuna
dayanan bir antioksidan kapasite belirleme
yontemidir [17].

2.45 mM K,S,0g ve 7 mM ABTS ¢ozeltileri
1:1 oraninda karistirilarak oda sicakliginda ve
karanlikta 16 saat inkiibasyona birakildi.
Hazirlanan bu ABTS™ radikal ¢ozeltisinin 734
nm’de  absorbansi  almarak  1.660+0.02
absorbansmma ulasilana kadar etil alkolle
seyreltildi. Bu absorbans kontrol absorbansi
olarak kullanildi. Daha sonra bu radikal
cozeltisinden deney tiiplerine 4 mL birakildi. Bu
tiiplerin iizerine 100 pL bitki ekstrelerinden
eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
inkiibasyona birakildi. Bu silirenin sonunda
orneklerin absorbansi 734 nm’de PBS (Fosfat
Tamponu, pH=7.4)’den olusan kore karsi
kaydedildi. Azalan absorbans ortamdan yok
edilen ABTS™ radikallerinin miktarini verir.

2.10. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 yazilim
programi kullanildi. Kontrol grubu ile deneysel
gruplar arasindaki karsilastirma varyans analizi
(ANOVA) ve LSD testleri kullanilarak yapildi.
Sonuglar mean + SE olarak verildi. Kontrol ve
diger gruplar arasindaki farkliliklarda p<0.05,
p<0.01 ve p<0.001 degerleri kullanildi.

3. Sonuglar

3.1. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Ile
Tlgili Sonuclar

Deneylerde kullanilan materyallerin total
antioksidan aktiviteleri “tiyosiyanat metoduna”
gore belirlendi. Bu metot, linoleik asit
emiilsiyonunda oksidasyon sonucu olusan
peroksidin spektrofotometrik olarak 500 nm’de
Olciilmesi esasina dayanir. Yiiksek absorbans,
peroksidasyon sonucu olusan peroksit miktarinin
fazlaligini gostermektedir. Antioksidan
aktiviteler her bir ekstrenin 100 pg miktarlarinin
icinde bulundugu c¢ozeltilerin  absorbanslari
olgiilerek belirlendi (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. M. alba’ nin su ve etanol ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerinin ayn1 sekil {izerinde
gosterilmesi ve dogal bir antioksidan olan a-
tokoferol ile karsilastirilmast

Yukaridaki sekilde gorildigi (Sekil 1.2)
gibi biitiin ekstrelerden, 110. saat itibariyle en iyi
antioksidan aktiviteyi gosteren ekstre M. alba
Yaprak Etanol ekstresi oldugu bulunmustur.En
diisiikk peroksidasyonu inhibe etme yiizdesi ise
M. alba meyve etanol ekstreside goriilmiistiir.

3.2. indirgeme Kuvveti Tayini ile Tlgili
Sonuglar

Calismada kullanilan biitiin  ekstrelerin
indirgeme kuvveti Oyaizu metoduna (1986)
gore, Fe"’iin Fe'®ye doniisimiine gore yapildi.
Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme kapasitesi, o
bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin
onemli bir indikatorii olarak bilinir [18].
Antioksidan bilesiklerin aktiviteleri, radikalik
zincir reaksiyonlarin1i dnleme, metal iyonlarini
selatlama, peroksit olusumunu engelleme,
radikal giderme veya indirgeme kuvveti gibi
temel antioksidatif ozelliklerden
kaynaklanmaktadir [19,20].

Ekstrelerin indirgeme kapasiteleri, total
antioksidan aktivitede oldugu gibi ekstrenin
miktarma bagl olarak artmaktadir. indirgeme
kuvveti her bir ekstreden 50, 100, 250, 500
ug’larinin iginde bulundugu test ¢ozeltilerinin
700 nm’de absorbanslar1 6lgiilerek belirlenmistir

(Sekil 1.3). M. alba’nin su ve etanol
ekstrelerinde en yiiksek indirgeme Kuvveti
yapraklarda gozlenmistir. Indirgeme
kuvvetlerinin ~ karsilagtirmasi  i¢in  biitlin

ekstrelerin indirgeme kuvvetleri aymi sekilde
Olgiilmiistiir.
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Sekil 1.3. M. alba’nin ekstrelerinin indirgeme
kuvvetleri

3.3. Serbest Radikal (DPPH’) Giderme
Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Sonuclar

DPPH"  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  bir
serbest radikaldir ve bir elektron veya bir
hidrojen radikali ile etkileserek stabil bir
diamanyetik bir molekiil olma egilimindedir
[12,20]. DPPH’ radikalleri miktarindaki meydana
gelen azalma, 517 nm’de spektrofotometrik
olarak tayin edilebilmektedir. Bu ylizden DPPH’
radikali, antioksidan aktivite tayininde siklikla
kullanilir. Ortamda bulunan radikal giderici veya
sondiiriici antiradikal tiirlerin (AH), varlifinda
koyu menekse renginde olan DPPH" radikalleri
sekilde de goriildiigii gibi acik sar1 renkli olan
indirgenmis DPPH  formuna  (DPPH-H)
doniigsmektedir. Bu indirgenmis formdaki DPPH
ise 517 nm’de maksimum  absorbans
gostermektedir.

DPPH’ radikallerinin giderilmesi aktivitesi
de konsantrasyon ile ekstre miktar1 ile dogru
orantili olarak artmaktadir (Sekil 1.4). En yiiksek
DPPH’ radikallerinin giderilme aktivitesi M. alba
yaprak etanol ekstresinde gozlenmistir.
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Sekil 1.4. M. alba’nin ekstrelerinin DPPH
radikali giderme aktivitesi

3.4. Siiper_oksit Radikali Giderme Aktivitesi
Tayini Ile Ilgili Sonuclar

PMS/NADH-NBT sisteminde, PMS/NADH
cifti tarafindan meydana getirilen siiperoksit
anyonlarinin NBT’yi indirgeme reaksiyonlarina
dayanmaktadir. indirgenmis NBT iiriinii ise 560
nm’de maksimum aktivite gdstermektedir.
Reaksiyon karigiminda 560 nm’deki absorbans
azalmasi, siiperoksit anyonlarmnin giderildigini
ve dolayisiyla antioksidan aktiviteyi
gostermektedir. Tablo 1.1°de goriildiigi gibi en
yiiksek siiperoksit anyonu radikali giderme
aktivitesi M. alba Ham Meyvelerinin su
ekstresinde gozlenirken, en diigiik stiperoksit
anyonu radikali giderme aktivitesi M. alba
Meyve Etanol ekstresinde gozlenmistir.

Tablo 1.1. Bitki ekstrelerinin 100 pg’nin %
siperoksit radikali giderme aktiviteleri

Numunenin Ad1 % Inhibisyon
BHA 94.8

M. alba Ham Meyve Su 90.6

M. alba Meyve Su 89.3

M. alba Yaprak Su 89.3
BHT 82.6

M. alba Ham Meyve Etanol 74.8

M. alba Yaprak Etanol 69
a-Tokoferol 59.6

M. alba Meyve Etanol 405
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3.5. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi
Tayini ile Tlgili Sonuglar

Ekstrelerin H,O, giderme aktiviteleri Ruch
ve ark. [13] metoduna gore yapildi. H,0,,
kendisi cok reaktif bir {iriin olmamasina ragmen
zaman zaman hiicrelerin toksisitesine sebep
olabilmekte ve hiicrelerde hidroksil
radikallerinin  artmasin1  saglamaktadir [21].
Ozellikle Fe'? ve Cu® gibi metal iyonlarinin
varliginda kolayca OH e dontisebilmektedir. Bu
yiizden hiicre ve gida sistemlerinde H,0,’nin
giderilmesi O, kadar 6nemlidir. Ciinkii gida
sistemlerinde H,O,’nin en 6nemli diger kaynagi
O, ’dir. SOD enzimi tarafindan O,  kolayca
H,0,’ doniistiiriilebilir.

H,0, + Fe”” — Fe™ + OH + OH

@ A

g 100

]

° 80 -

) -

25 60 -

X 3

° g 40 -

.5

s

= 20 A

=

e 0 -

i=i Ekstreler
BMorus Yaprak Su OMorus Yaprak Etanol
OMorus Ham Meyve Su B Morus Ham Meyve Etanol
@ Morus Meyve Su @ Morus Meyve Etanol
DAlfa tokoferol OBHA
OBHT

Sekil 1.5. Bitki ekstraktlarinin ve standart antioksidan
maddelerin 100 pg/ml konsantrasyonunda H,0,
giderme aktivitesi yiizdeleri

Ekstrelerin H,0, giderme aktiviteleri, total
antioksidan aktivite, indirgeme kuvveti, serbest
radikal giderme aktiviteleri ve diger antioksidan
aktivitelerde oldugu gibi ekstrenin dozuna bagl
olarak artmaktadir.

Ekstrelerinin H,O, giderme aktivitesi, her
bir ekstreden 100 pg’larmin ig¢inde bulundugu
test ¢oOzeltilerinin 230 nm’deki absorbanslari
Olciilerek  belirlenmigtir  (Sekil 1.5). Biitlin
ekstrelerde en yiiksek H,O, giderme aktiviteleri
M. alba’ nin meyve etanol ekstrelerinde
gozlenmistir.

3.6. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini Tle Tlgili
Sonuglar

aktivitesi
olan

Metal selatlama
peroksidasyonuna  sebep

lipit
metalleri
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tutukladigindan dolayr onemlidir [22]. Fenton
kimyasinda da goriildiigii gibi antioksidan
kapasite ac¢isindan OH’ radikallerinin olusmasina
sebep olan Fe™ ve Cu" gibi metallerin
tutuklanmasinda son derece 6nemlidir.Sekil 1.6’
da gorildigii gibi en yiksek metal selatlama
aktivitesi M. alba vyaprak su ekstresinde
bulunurken, en diisik metal gelatlama
aktivitesini M. alba’ nin ham meyve su ekstresi
gostermektedir.
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Sekil 1.6.M. alba ekstrelerinin metal selatlama
aktiviteleri

3.7. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini ile
Ilgili Sonuclar

Bulunan absorbans degerleri standart
grafikten elde edilen y=mx+n denkleminde
yerine koyularak ekstrelerin 1000 pg larindaki
toplam fenolik bilesik miktarlar1 belirlenmistir.
Ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik
miktarlar1 i¢in Olgiilen absorbanslari, standart
grafiklerde elde edilen esitliklerde yerlerine
konularak pirokatekol ekivalent ve kuercetin
ekivalenti olarak hesaplanmigtir ve sonuglar
Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2. 1000 ug ekstrelerin fenolik bilesik
miktarlarinin pirokatekol ekivalent ve kuersetin
ekivalent olarak degerlendirmesi

Bitki Ekstreleri (1000 pg) | Kuercetin | Pirokatekol
Kontrol 68.6 184
M. alba Yaprak Su 80 205
M. alba Yaprak Etanol 73 193
M. alba Ham Meyve Su 70.6 202
M. alba Ham Meyve Etanol | 69.6 186
M. alba Meyve Su 70.2 209
M. alba Meyve Etanol 70 190
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Elde ettigimiz sonuglara gore en yiiksek
fenolik bilesik miktarlari  Tablo 1.2° de
goriildiigl tizere kuercetin bakimindan M. alba
yapraklarmin  su  ekstresinde, pirokatekol
bakimindan ise M. alba’min meyvelerinin su
ekstresinde gozlenmistir.

3.8. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) Testi ile ilgili Sonuclar

Bir 6rnegin veya ekstrenin Fe™ indirgeme
yeteneginin Olgiilmesi basit ve ¢ok yaygin bir
yontem olup FRAP testi adi verilmistir ve
antioksidan kapasitenin dl¢iilmesi icin kullanilan
yontemlerden biridir. Fe*® iyonlarmm disiik pH
degerlerinde Fe'”’ye indirgenmesi, renkli Fe**-
tripridil triazin kompleksinin olugmasina neden
olmaktadir. FRAP degerleri, bilinen
konsantrasyonlarda Fe*? igeren karisimlarin
ekstrelerle 593 nm’de  absorbanslarinin
karsilastirilmasiyla gozlenebilinir.  Ekstrelerin
absorbanslar1 alinarak standart grafik yardimiyla
ekstrelerin ne kadar Fe™i indirgedigi ve
ortamda ne kadar Fe*? olustugu hesaplanmistir
[16].

Sekil 1.7°da goriildiigii gibi Fe*ii en fazla
doniistiirme aktivitesi M. alba 'min yaprak etanol
ekstresinde, en diisiik sonuglar ise M. alba ham
meyve su ve meyve etanol ekstresinde
gozlenmistir.

1,2
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Sekil 1.7. 100 pg’lik bitki ekstrelerinin FRAP
testi sonuglari
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3.9.ABTS™ Yok Edici Testi fle Tlgili Sonuglar

ABTS™ metodu, 2,2’-azino-
bis(etilbenztiazolin-6-stilfonik asit) diamonyum
tuzu gibi bir bilesigin ortamdan yok edilmesi,
yani bir bagka deyisle inhibisyonuna dayanan bir
antioksidan kapasite belirleme yoOntemidir.
Ortamdaki ABTS™ radikalleri bitki ekstresi
ilavesinin ardindan belli bir yiizdede yok
edilmektedir. Elde ettigimiz sonuglara gore en
yiikksek ABTS™ radikali yok etme kapasitesi
Sekil 1.8 de goriildigi gibi M. alba meyve
etanol ekstresinde; en diisiik sonuclar ise M. alba
meyve su ekstresinde gozlenmistir.

2
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Sekil 1.8. Bitki ekstrelerinin ABTS™ yok edici
testi sonuglari

4. Tartisma

Antioksidan bilesiklerin aktiviteleri,
radikalik zincir reaksiyonlarini 6nleme, metal
iyonlarin1  gelatlama,  peroksit  olusumunu
engelleme, radikal giderme veya indirgeme
kuvveti gibi temel antioksidatif ozelliklerden
kaynaklanmaktadir.

Antioksidan aktivite ile ilgili ¢alisma
cercevesinde M. alba (dut) meyve, ham meyve
ve yapraklarininsu ve etanol ekstrelerinin
antioksidan ve antiradikal o6zellikleri ile ilgili
yaptigimiz bu ¢alismada toplam antioksidan
kapasite, indirgeme gilici kapasitesi, metal
selatlama aktivitesi, DPPH’ serbest radikali
giderme aktivitesi, ABTS™ radikali giderme
aktivitesi, siiperoksit anyon radikalleri giderme
aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi ile FRAP testi



Semra TURKOGLU, Sait CELIK, Serhat KESER, Ismail TURKOGLU, Okkes YILMAZ

gibi farkli antioksidan metotlar ve ek olarak
toplam fenolik bilesik miktar tayini kullanilarak
farkli konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Ekstrelerin  degisik metotlarla yapilan
antioksidan tayinleri arasinda iligki bulunabilir.
Ornegin bir bilesigin sahip oldugu indirgeme
kuvveti o Dbilesigin antioksidan aktivite
sergilemesinde 6nemli bir etken olabilir [18].
Ancak antioksidan karakter degisik yollar ve
mekanizmalar ~ ile  yiiriiyebilir.  Ornegin,
oksidasyon gecis metalleri tarafindan
hizlandirildig: bir sistemde, antioksidan bilesigin
indirgeme kuvveti, antioksidan dzellik
bakimindan ¢ok oOnemli olmayabilir. Bir
ekstrenin  veya  bilesigin  sadece  metal
baglayabilme o6zelliginin olmasi bile boyle bir
sistemde oksidasyon hizin1 yavaglatacaktir.
Metal selatlayici ajanlara sahip bir ekstre veya
bilesigin antioksidan karakteri, onun indirgeme
kuvveti veya sahip oldugu hidroksil gruplarindan
ziyade ortamda bulunan metalleri uzaklagtirma
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Oksidasyonun
singlet  oksijen  tarafindan  indiiklendigi
sistemlerde ise etkili antioksidanlar singlet
oksijeni bertaraf edebilen bilesiklerdir. Buna
ornek olarak karotenoidler verilebilir [23]. Biitiin
bu oOzelliklerden dolay1 antioksidan bilesikler
sahip olduklar1 antioksidatif etkinliklerini gegis
metallerini baglama, peroksitleri pargalama,
hidrojen  koparilmasin1  engelleme, radikal
giderme gibi degisik mekanizmalarla ortaya
koyabilirler [24].

Bu g¢alismada  antioksidan  aktivite
tayinlerinin yapilabilmesi i¢in hazirlanan her bir
ekstrenin 50, 100, 250 ve 500 pg’lik veya 100
pg’lik miktarlar kullanilmigtir. Calisma sonunda
elde edilen bulgularda her bir ekstrenin artan
miktart ile orantili olarak antioksidan kapasitede
ekstre miktarina bagli olan bir korelasyon oldugu
gozlenmistir. Bu durum, ekstre miktar1 arttikca
ekstrelerde bulunan etken madde miktarinin da
artmasindan kaynaklanmaktadir. Meydana gelen
bu korelasyonunun sebebi bitkilerin igerdigi
antioksidan etkiye sahip fenolik bilesikler
(fenolik asit, flavonoidler, kumarinler vs.), azotlu
bilesikler (alkaloidler, aminler vs.), vitaminler,
terpenoidler  gibi  bircok  serbest radikal
temizleyici gruplar olabilir.

Cai ve ark. [25], Cin’deki antioksidan ve
fenolik bilesikleri bulunan 112 ¢esit sifali
bitkinin antikanser iligkisini arastirmak icin total
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antioksidan kapasitesine ve total fenolik
icerigine  bakmuslardir.  Sifali  bitkilerdeki
antioksidan kapasite ile total fenolik igerik
arasinda belirgin pozitif iliski bulunmus ve
fenolik igerigin antioksidan etkiyi olusturan
temel yap1 oldugu diisiiniilmiistiir. Diger sebze
ve meyvelere gore bu sifali bitkilerin ¢ok giiglii
antioksidan aktiviteye ve yiiksek fenolik bilesik
icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Cin’deki
sifali bitkilerin dogal bilesimlerinin
kemopreventif ajan kaynagi olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismalarda biitiin ekstrelerin
toplam antioksidan aktivitesi sonuglari dogal ve
standart bir antioksidan olan a-tokoferole
nazaran ¢ok yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gbzlenmistir. Ayrica yine ekstrelerin
peroksidasyonu inhibe etme yiizdelerinin g¢ok
kuvvetli ve sentetik birer standart antioksidan
olan  BHA ve BHT’ye yakin oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerin iginde en yiiksek total
antioksidan aktiviteye sahip olan ekstrenin M.
alba Yaprak Etanol ekstresi oldugu gozlenmistir.
Ekstreler arasinda linoleik asit emiilsiyonun
oksidasyonunu inhibe etme siralamasinda ise;
BHT> BHA> MA Yaprak Etanol Ekstresi> MA
Ham Meyve Su Ekstresi> MA Meyve Su
Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> MA
Yaprak Su Ekstresi> MA Meyve Etanol
Ekstresi>a-tokoferol seklinde oldugu tespit
edildi.

Ekstrelerin ¢ogu kontrol grubuna gore
kuvvetli indirgeyici ozellige sahiptir. Ekstrelerin
sahip oldugu indirgeme kuvvetlerinin, MA
Yaprak Etanol Ekstresi > MA Yaprak Su
Ekstresi> MA Meyve Etanol Ekstresi> MA Ham
Meyve Su Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol
Ekstresi>MA Meyve Su Ekstresi siralamasina
sahip oldugu gozlenmistir. Biitiin ekstrelerin
total indirgeme kapasitelerine bakildiginda M.
alba’ min yaprak etanol eksteresinin aktivitesinin
daha yiiksek oldugu, M, alba meyve su ekstresi
aktivitelerinin ise c¢ok disiik aktiviteye sahip
olduklar1 gézlenmistir. Bu durum ise M, alba
tiurtinin ~ meyvelerinde bulunan indirgeyici
bilesiklerinin ¢ok fazla ¢6ziinememis olmasindan
kaynaklanmis olabilir.

Fe**ii indirgeyici antioksidan giic (FRAP)
testi sonuglara gore yine en yiiksek aktiviteyi
M. alba tiiri yapraklarinin etanol ekstresi
gostermistir. Ekstrelerin sahip oldugu indirgeme
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kuvvetlerinin MA Yaprak Etanol Ekstresi> MA
Meyve Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol
Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> MA Ham
Meyve Su Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi
siralamasina sahip oldugu gézlenmistir.

Serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmalart bircok biyomolekiil i¢cin hayati
oneme sahiptir. Ciinkii  radikalik  zincir
reaksiyonlar1 radikaller ile baglamakta ve
gelismektedir. Boyle bir durumda yag asitleri,
proteinleri, monosakkaritleri ve hatta DNA gibi
¢ok  Onemli  biyomolekiillerin  stabilitesi
bozulmakta [23] kanser, damar tikanikligi gibi
ylizden fazla hastaliklara, sebep olmakta ve
yaslanma gibi bir ¢ok olguya neden oldugu
bilinmektedir. Calismamizda serbest radikal
olarak DPPH" ve ABTS™ kullanilmistir. En
yiksek DPPH’ radikallerini giderme aktivitesi
ise MA yaprak etanol ekstresinde bulundugu
gozlenmistir. Ekstrelerin igerisinde en yliksek
DPPH giderme aktivitesine sahip olma
siralamasi ise a-tokoferol> MA Yaprak Etanol
Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> MA Ham
Meyve Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol
Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> MA
Meyve Su Ekstresi seklindedir.

Calismamizda arastirdigimiz  bir  diger
antiradikal test olan ABTS™ giderme aktivitesi
testi sonuglarimiza goére bitki ekstrelerinin 100
pl’lik miktarlarinin radikal giderme aktivitelerine
bakildiginda MA meyve etanol ekstresinin
aktivitelerinin  yiiksek  oldugu, ekstrelerin
kuvvetli bir sekilde ABTS™ radikalini giderdigi
tespit edilmistir. ABTS™ radikali, antioksidan
maddeler ile kimyasal tepkimeye girerek bir
elektron transfer eder ve radikal olmayan
ABTS™ maddesine doniismektedir. ABTS™
radikali 734 nm’de absorbans veren renkli bir
maddedir ve dolayisiyla bu dalga boyundaki
absorbans azalmasi antioksidan aktivitenin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Ekstrelerin
icerisinde en yiliksek ABTS giderme aktivitesine
sahip olma siralamasi ise MA Meyve Etanol
Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> MA Yaprak
Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi>
MA Ham Meyve Etanol Ekstresi>MA Meyve Su
Ekstresi seklinde oldugu tespit edilmistir.
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Siiperoksit anyon radikallerinin
organizmada meydana gelebileceginden daha
onceden  bahsedilmisti.  Stiperoksit anyon
radikalleri lipit peroksidasyonuna sebep olan
radikallerdir. Bu radikaller biyokimyasal yapilar
ile tekimeye girerek doku hasarlarmma sebep
olurlar [23].

Tez kapsaminda yapilan calismalarda biitiin
ekstrelerden en yiiksek siiperoksit giderme
aktivitesinin su ekstrelerinde oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerin ¢ogunun standart bir
antioksidan  olan  o-tokoferol’den  yiiksek
siiperoksit giderme aktivitesi sergiledikleri
goriilmiistiir. Biitlin ekstreler icerisinde ise en
yiiksek siiperoksit giderme aktivitesinin MA ham
meyve su ekstresinde oldugu belirlenmistir.
Ekstrelerin igerisinde en yiiksek siiperoksit
giderme aktivitesine sahip olma siralamasi ise
BHA> MA Ham Meyve Su Ekstresi>MA Meyve
Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> BHT>
MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> MA Yaprak
Etanol Ekstresi> a-tokoferol>MA Meyve Etanol
Ekstresi seklindedir.

H,O, bir serbest radikal degildir, fakat
membrani bastan sona gecebilir ve membrandaki
bir¢ok bilesigi de oksitleyebilir. Daha 6nceden
de anlatildig1 gibi H,O, siiperoksit dismutaz ve
diger bir¢ok enzim tarafindan in vivo olarak
meydana getirilebilir. H,O, mikromolar diizeyde
daha az reaktiftir, fakat yiiksek diizeyde bir¢ok
seliilar enerji iiretim sistemlerine
saldirabilmektedir. Ornegin bir glikolitik enzim
olan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz metal
iyonlarinin varhiginda hidroksil radikallerini de

olugturabilmektedir. ~ Ayrica  oksijenin  de
meydana geldigi bu reaksiyonu
hizlandirmaktadir.

Bu calismada ekstrelerin sahip olduklar
H,O.giderme aktiviteleri de arastirilmis ve bu
ger¢evede yapilan ¢aligmalarda biitiin ekstrelerde
en yiiksek H,O, giderme aktivitesi M. alba’ nin
meyve etanol ekstrelerinde goriilmiistiir.

Metal selatlamada, lipit peroksidayonuna
sebep olan metaller tutukladigindan dolay1
biliyiilk bir 6nem arz etmektedir [22]. Fenton
reaksiyonunda daha Onceden anlatildigi gibi
antioksidan kapasite a¢isindan OH’ radikallerinin
olusmasina sebep olan Fe™ ve Cu® gibi
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merallerinin tutuklanmasi son derece onemlidir.
Bu metal iyonlarinin bulunmasi OH" radikalleri
gibi reaktif radikallerin meydana gelmesini
saglar.

Calisma kapsaminda kullanilan ekstrelerin
Fe* iyonu selatlama aktiviteleri incelenmistir.
Metot olarak indirgeme kuvveti ile metal
selatlama aktiviteleri arasinda bir benzerlik
olmasina ragmen temelde birbirinden tamamen
farklidir. Ciinkii metal selatlamada metal iyonlar1
tutuklanirken,  indirgeme  kuvvetinde  ise
indirgeme s6z konusudur. Ekstrelerin metal
selatlama siralamas1 ise MA Yaprak Su
Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> MA
Meyve Su Ekstresi> a-tokoferol> MA Yaprak
Etanol  Ekstresi> MA  Meyve Etanol
Ekstresi>BHT>MA Ham Meyve Etanol Ekstresi
seklinde artmaktadir.

Total antioksidan aktivitenin diigiikk oldugu

ekstrelerdeki bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinin de diisikk olacagim sdylemek
miimkiin  degildir. Ekstrelerde oksidasyonu

hizlandirict maddelerin varligi (serbest gecis
metalleri gibi), o ekstrede bulunabilecek yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin etkisini
perdeleyebilir. Bu sebeple fenolik bilesik miktar1
ve indirgeme kuvveti yiiksek olan ekstrelerde
disik  antioksidan  aktivite  gozlenebilir.
Sonuglarimiza gore en yiiksek fenolik bilesik
miktarlart  kuersetin bakimindan M. alba
yapraklarmin ~ su  ekstresinde,  pirokatekol
bakimindan ise M. alba’min meyvelerinin su
ekstresinde gozlenmistir.

Dut (Morus alba L.) yaprak, kabuk ve
dallar1 ates tedavisi, Kkaracigeri korumak,
gormeyi gelistirmek, eklemleri giiglendirmek,
idrar bosaltimini kolaylastirmak ve diisiik kan
basinct i¢in Cin tibbinda uzun zamandir
kullanilmaktadir [26]. Japonya’da, ¢ay veya toz
meyve suyu olarak dut yapraklarinin tiiketimi
son yillarda artmigtir. Birkag yeni ¢alismada dut
yapraklarmin  antioksidan  aktivitesi  rapor
edilmistir. Dut yapraklarindan izole edilen
izokuersitrinin DPPH radikalini temizledigi,
insan ve tavsan LDL’sinin  oksidatif
modifikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Dut
yapraklarmda izole edilen pirenilflavonlarinda
kuersetinden daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir [27]. Yaptigimiz
calismalar sonucunda da dutun yaprak, meyve ve
ham meyvelerinin DPPH" radikalini temizleme
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aktivitesi gosterdikleri bulunmustur. Ozellikle
ekstrelerin 50 ile 500 pg/mL  arasindaki
konsantrasyonlarda etkin aktivite gdsterdigi
bulunmustur. Yani yiiksek konsantrasyonlarda
daha iyi aktivite gosterdigi goézlenmistir [28].
Kantitatif olarak dut yapraklarinda O6nemli
antioksidan bilesik olarak quercetin- 3 (6-
malonylglucoside) tespit edilmistir [29]. Aym
zamanda dut yapraklar oksidatif modifikasyona
LDL direncinin gelistirme yoluyla nakavt fareler
LDL reseptorlerinde aterosklerotik lezyonlarin
gelisimini azaltmigtir ve bu antioksidan ve
antiaterojenik  koruyucu etkiler esas olarak
kuersetin 3-(6-malonylglucoside)’e atfedilmistir
[30].

Taze meyve ve sebze tiiketimi ile koroner
kalp hastalig1 riskini azaltabilinmektedir. Diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu
aterosklerozda bir rol oynar: bu nedenle oksidatif
LDL (oxLDL)’nin olusumu ne kadar azsa,
koroner kalp hastaliklar1 (KKH) alt olusum o
kadar azdir. Dut, M. alba L.’nin meyveleri, KKH
Oonlenmesi i¢in Cin tibbinda etkili olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu islemin mekanizmasi
belirsizdir. Dut ekstraktlari, dut suyu ekstresi ve

dut antosiyanin-zengin  ekstresi, in vitro
antioksidan ve anti-atherosklerogensis
yeteneklerini  sergilemistir.  Ekstreler aym
zamanda bakir iyonlar1 ile serbest radikallerin
olusumunu  azaltign  i¢in  1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH") radikal siipiiriicii yetenegi
gostermistir.  Ayrica,  ekstrelerin  oxLDL
tarafindan uyarilan makrofaj 6liimiinii (p<0.05)
azaltabildigi gozlenmistir. Buna ek olarak,

ekstreler kopiik hiicre olusumunuda (p <0.05)
engelleyebildigi ileri siirlilmistir. Bu bulgular,

dut antosiyaninlerinin atherogensisi azaltmig
olabilecegini gostermistir [31].
Her gecen giin, radikallerin gesitli

hastaliklarin patojenezindeki etkileri ve yeni
antioksidanlar ortaya konmaktadir. Ozellikle
radikallerin glinlimiiz tibbin1 en ¢ok ugrastiran
hastaliklar olan diabetes mellitus, kanser ve
kardiyovaskiiler = hastaliklar ile  yaslanma
olayindaki etkileri ¢cok biiyiik ilgi uyandirmistir.
Hastaliklardaki bu artig insanlan bitkisel ilaglar
gibi alternatif yontemler aramaya itmistir.
Glnimiizde kullanilan ilaglarin 1/4’{iniin
temel veya tamamlayici etkin maddesi bitkisel
kaynakhidir. Bitkisel ilaglarin, bitkilerin de
hiicrelerden olusmasindan dolay1 biyokimya
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seyrinde mihim uyumluluklart vardir. Bu
sebeple bitkilerdeki aktif maddeler zehirli olsalar
bile sentetik ilaglar gibi hiicrelerde ani ve
kuvvetli tahribat yapmazlar. Bitkisel kaynakli
ilaclarin bu 6nemli etkilerinden dolay1 ¢calismada
M. alba (dut) bitkilerinin yaprak, ham meyve ve
meyvelerinin - su ve etanol ekstrelerinin
antioksidan ozellikleri incelenmistir.

Cansiz  ortamda  ¢esitli  antioksidan
sistemlerde M. alba (dut)’ nin su ve etanol
ekstrelerinin giiglii bir antioksidan kapasiteye
sahip oldugu bu c¢alismanin sonucunda
bulunmustur. Bitkilerin ilag endiistrisi ve gida
katki enddistrisi i¢in dogal antioksidanlarin kolay

bulunur bir kaynagi olarak kullanilabilir.
Bununla birlikte numune ekstraktinin
antioksidan  aktivitelerinden sorumlu olan

bilesenleri tam olarak ac¢ik degildir. Bundan
sonra yapilacak c¢alismalarda bitkilerin igerdigi
aktif Dbilesikler farkli yontem ve teknikler
kullanilarak kimyasal analizleri yapilabilir ve
farmakolojik ozellikleri incelenebilir. Bitkinin
icerdigi aktif bilesikler izole edilerek canli
sistemlerdeki antioksidan ozellikleri
arastirilabilir. Ayrica bitkinin igerdigi aktif
maddeler dikkate alinarak antioksidan aktivitesi
ile birlikte baska tedavi edici oOzellikleri de
arastirilabilir.
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