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ÖZET 

YÜKSEK LiSANS TEZi 

BAZI FENOLİK ASİTLER VE KOMBİNASYONLARININ 
ANTİOKSİDAN AKTİVİTELERİNİN DEGERLENDİRİLMESİ 

Nurcan BEKTAŞ 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 
Farmakoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof.Dr. Yusuf ÖZTÜRK 

2005 

Serbest radikaller eşleşmemiş elektron taşıyan kararsız iyon veya moleküllerdir. 

Antioksidanlar ise serbest radikallerin olumsuz etkilerini önleyen veya ortadan kaldıran 

maddelerdir. Bitkilerin rengi, kokusu ve tadından sorumlu fenolik asitler ise önemli 

antiaksidan kaynaklarıdır. Tez kapsamında, bazı hidroksibenzoik asit (gallik, 

protokateşik, vanilik, p-hidroksibenzoik ve salisilik asitler) ile hidroksisinnamik asitlerin 

(ferulik, tr-sinnamik kafeik, p-kumarik, o-kumarik asitler) ve bunların 

kombinasyonlarının antioksidatif (Ransimat ve 13-karoten-Iinoleik asit sistemi ile) ve 

antiradikal aktiviteleri (DPPH üzerinden serbest radikal süpürücü etki tayini) sentetik 

antioksidanlar BHT ve BHA' nınkiler ile karşılaştırılmıştır. 

Ransimat yönteminde zeytin yağma ilave edilen fenolik asitlerden GA, KAA, 

proKA ve FA'in lipid oksidasyonunun indüklenme zamanını oldukça arttırdıkları 

görülmüştür. DPPH üzerinden serbest radikal süpürücü etkileri, test edilen fenolik 

asitlerin GA = proKA > KAA, kombinasyonlarının ise GA+proKA > GA+VA > 

GA+pOHBA > GA+SAA > FA+KAA > pKUA+KAA şeklinde tesbit edilmiştir. 13-

karoten-linoleik asit sistemi ile antiaksidan aktivite tayininde ise test edilen hiçbir fenolik 

asit veya kombinasyonunun 13-karoten oksidasyonunu BHT veya BHA kadar inhibe 

edemediği, ancak çok düşük aktivite gösterdikleri tesbit edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Serbest radikaller, antioksidanlar, fenolik asitler, DPPH 

(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), serbest radikal süpürücü etki, Ransimat yöntemi, P-karoten 

linoleik asit sistemi 
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Free radicals, in general, are Iabile ions or molecules bearing uncoupled electron 

pairs. Antioxidants are compounds which are able to diminish or abolish the deterioration 

due to free radical species. Being a responsible ingredient for the colour, flavour and 

arama of various plants, phenolic acids are accepted as an important source for 

antioxidant compounds. 

In this thesis, we compared the antioxidant and free radical scavenging activities 

of same hydroxybenzoic (gallic, protocatechic, vanillic, p-hydroxybenzoic ve salicylic 

acids) and hydroxycinnamic (tr-cinnamic, p-coumaric, o-coumaric, ferulic and caffeic 

acids) acids and their combinations with those of BHf and BHA, synthetic antioxidants. 

In the Rancimat test, the addition of tested phenolic acids ( GA > CAA > proCA 

> BHA > FA > BHf) in olive oil significantly extended the induction time of lipid 

oxidation. The potency order for the radical scavenging activities of phenolic acids on 

DPPH was GA = proCA > CAA > .BHA > BHf, and for the combinations was 

GA+proCA > GA+VA > GA+pOHBA > GA+SAA > FA+CAA > BHA > pCUA+CAA > 

BHT 

None of the tested phenolic acids and their combinations did not exhibit an 

inhibition in heat-induced oxidation of ~-carotene and linoleic acid system as patent as 

BHf or BHA. However they had only slight activities in this system. 

Keywords: Free radicals, antioxidants, phenolic acids, free radical scavenging 
activity, Rancimat Method, ~-caroten linoleic acid system 
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ı. GİRİŞ 

Biyolojik olarak oksijenin yaşam için vazgeçilmez olduğu bir gerçektir. 

Ancak oksijenin etkisi gerçekte iki yönlüdür. Canlı organizmadaki bazı aktif 

oksijen türlerinin varlığının 50'den fazla hastalığa yol açtığı bilinmektedir 

(Shahidi ve Naczk, 1995; Namiki, 1990). Özellikle son yıllarda gerçekleşen 

biyomedikal araştırmalar reaktif oksijen türlerinin (ROT) doku üzerindeki 

hasarları, etki mekanizması ve vücut savunma sistemleri üzerinde yoğunlaşmıştır. 

Bu türlerin günümüzde yol açtığı bilinen fızyopatolojik durumların başında 

kanser, şeker hastalığı, karaciğer yetmezliği ve yaşlanma gelmektedir (De-Groot 

ve Noll, 1986). 

Reaktif oksijen türleri canlı organizmasının yapısında bulunan maddelerdir 

ve bunlar sağlıklı dokuda süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon 

peroksidaz gibi enzimler yardımıyla yok edilebilirler. Ancak çevresel faktörler, 

UV ışınları, toksinler, metal varlığı, sigara ve stres gibi dış etkilerin varlığı ile 

organizmada bulunan bu oksijen türleri enzimlerle tolere edilemeyecek oranda 

bulunurlar. Bu da organizmanın lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi diğer 

bileşenleri ile reaksiyona girerek yapılarının bozulmasına ve doku hasarına neden 

olurlar (Rice-Evans ve ark, 1991). 

Antioksidan ve serbest radikal süpürücü etki günümüzde biyomedikal 

alanın güncel ve çok geniş kapsamlı bir araştırma konusudur. Konunun bir 

boyutu besinierin uygun katkı maddeleri ile korunmasını ilgilendirirken, diğer bir 

boyutu da çeşitli hastalıklarla ortaya çıkan oksidatif hücre hasarlarını ve bunların 

önlenme yollarını araştırma konusu olarak ele alınmaktadır (Summan ve 

ark., 1 997). Ayrıca, bu geniş kapsamlı konunun kozmetikte çeşitli uygulamaları 

yer almaktadır. Lipid oksidasyonu, besinierin kalitesini kaybetmesinin diğer bir 

deyişle renk, koku, tad, görünüş ve besin değeri gibi önemli özelliklerinin 

kaybolmasının nedenidir (Shahidi ve Wanasundara, 1992). Antioksidanlar ise 

radyasyon, çevre kirliliği gibi dolaylı bir takım olaylardan etkilenen canlı 

metabolizmada kendiliğinden oluşan serbest radikallerin neden olduğu hücre 

hasarını önleme yeteneğine sahiptirler. Gıda endüstrisinde oksidatif bozunmadan 
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korumak için rutin olarak BHA (butillenmiş hidroksianizol), BHT (butillenmiş 

hidi-oksitoluol) PG (propilgallat)ve TBHQ (tersiyer-butilhidrokinon) gibi sentetik 

antioksidanlar kullanılmaktadır. Sentetik antioksidanlar oldukça etkin, stabil ve 

ucuz olmalarına karşın, yan etkileri konusunda çeşitli tartışmalar vardır 

(Harborne, 1994 ). Bu nedenle, son yıllarda antiaksidan aktivite ile ilgili 

çalışmaların çoğunluğu doğal antioksidanlarla ilgilidir. 

Pekçok tayin yönteminde, tokoferoller, flavonoidler, kumarinler, 

antosiyaninler, fenalik asitler gibi bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan pekçok 

polifenolik bileşik antiaksidan aktivite göstermektedirler. Potansiyel bir kaynak 

olarak bitkisel fenaller primer antiaksidan aktiviteye sahiptirler (Shahidi ve 

Naczk, 1995). 

Bitkiler aleminin pekçok üyesinin kimyasal yapısında bulunan fenalik asitler 

aynı zamanda antiaksidan aktiviteden sorumlu bileşiklerdir. Yapılarında bulunan 

hidroksil ve metoksi gruplarının sayısı ve konumuna göre benzoik ve sinnamik 

asit türevleri olmak üzere basitçe iki sınıfa ayrılmışlardır. Aynı zamanda bu 

hidroksil ve metoksil grupları fenalik asiderin biyolojik aktivitelerini de 

belirlemektedir (Cadenas ve Packer,2002). 

Tez kapsamında 5 benzoik asit türevi (p-OH-Benzoik asit (pOHBA), gallik 

asit (GA), salisilik asit (SA), vanilik asit (VA), protakateşik asit (proKA)) ve 5 

sinnamik asit türevi (tr-sinnamik asit (trSİA), ferulik asit (FA), kafeik asit (KAA), 

p-kumarik asit (pKUA), o-kumarik asit (oKUA)) ve bunların bitkilerde bir arada 

bulunduğu düşünülerek (sinerjik etkili) ikili kombinasyonlarının Ransimat 

yöntemi ve B-karoten- linoleik asit sisteminde antiaksidan aktiviteleri ve DPPH 

radikali .üzerinden serbest radikal süpürücü etkileri araştırılmış ve bu etkileri en 

yaygın sentetik antioksidanlar BHT ve BHA'nınkiler ile karşılaştırılarak 

değerlendirilmiştir. 
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2. LİTERA TÜR BiLGİSİ 

2.1. Serbest Radikaller 

Genel bir tanımlamaya göre serbest radikaller, eşleşmemiş elektron taşıyan 

iyon veya moleküllerdir (Larson, 1997; Anonim, 2005f; Cadenas ve Packer, 

2002). Bilindiği gibi atomun yapısı, bir çekirdek, nötron, proton ve elektronlardan 

oluşmaktadır. Atom çekirdeğindeki pozitif yüklü protonlar atomun etrafındaki 

negatif yüklü elektronların sayısını belirlemektedir. Elektronlar kimyasal 

reaksiyonlara girerek, atomların birbirine bağlanmasını ve yeni moleküllerin 

oluşmasını sağlamaktadır (Yurdakul, 2005). 

Bir atomun kimyasal davranışını belirleyen en önemli kriter dış 

orbitallerindeki elektron sayısıdır (Anonim, 2005g). Kararlı moleküllerin en dış 

orbitallerinde zıt yönde dönen eşleşmiş iki elektron bulunmaktadır. Bu orbitaller 

kovalent bağ oluşumunu sağlarlar. Bunların dışında bir elektronu eşleşmemiş 

veya en dış orbitalinde tek bir elektron içeren moleküller karasız yapıdadırlar 

(Rice-Evans ve ark., 1991). 

Kuantum kimyasına göre ancak iki elektron bir bağ oluşturmaktadır. Bağ 

koptuğunda elektronlar ya birlikte kalır (ikisi de bir atomda) ya da ayrılırlar (birisi 

bir atomda, diğeri diğer atomda). Aynı atomda kaliriarsa oluşan yapı bir iyon, 

aynlırlarsa oluşan yapı serbest radikaldir (Gümrükçüoğlu, 2005). 

Serbest radikaller, dış orbitallerinde taşıdıklan eşlcşmemiş elektrondan 

dolayı kararsız yapıdadırlar ve oldukça reaktiflerdir. Elektron bakımından dengeli 

olmayan bu serbest radikaller, yeniden kararlı duruma gelmeye çalışırken vücut 

dokularına zarar vermektedirler (Anonim, 2005a; 2005h; 2005g; Sherman, 1998). 

Serbest radikaller kararlı hale geçmek için, yağ asitleri, proteinler ve DNA gibi 

önemli biyolojik moleküllerden hidrojen atomu kaptıkları zaman, hidrojen 

kaybeden molekülün kendisi, serbest radikal haline geldiği ve bu da komşu 

moleküllerden hidrojen atomlarını kaptığı · için bir zincirleme reaksiyona yol 

açmaktadır (Anonim, 2005a; 2005h; Bagchi ve Puri, 1998). 
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2.1.1. Serbest radikallerin oluşumuna neden olan faktörler 

Serbest radikaller ve diğer reaktif oksijen türleri, insan vücudunda hem 

normal metabolik süreçlerde hem de çevredeki çeşitli fiziksel etkenler ve 

kimyasal olaylar nedeniyle sürekli olarak üretilmektedirler (Yurdakul, 2005; 

Sherman, 1998; Anonim, 2005h; Cadenas ve Packer, 2002). 

2.1.1.1. Endojen faktörler 

Mitokondrial elektron transport zinciri, redoks döngüsü, araşidonik asit 

metabolizması, fagositik hücrelerde (monosit ve makrofajlar, nötrofil, eozinofil) 

meydana gelen oksidatif reaksiyonlar, sitokrom P450 enzim sistemleri, ksantin 

oksidaz, NADPH oksidaz gibi aksidan enzimler, iskemi/reperfüzyon süreci, 

inflamasyon ve bilinçsiz yapılan eksersizlerde rol oynayan endojen süreçlerdir 

(Frei, 1994, Bagchi ve Puri, 1998, Anonim, 2005e; Kayaalp, 2000). 

Yüksek yapılı canlı organizmaların tümü yaşamlarını sürdürmek için 

oksijene gereksinim duymaktadır. Oksijen, mitokondriyal solunum zincirinde 

ATP üretimi sırasında terminal elektron kabul edicidir (Melov, 2002). 

Mitokondride ATP sentezi sırasında oksijen kullanıldığından, ROT (reaktif 

oksijen türleri) oluşumu bu süreçte kaçınılmazdır (Poston ve Raijmakers, 2004; 

Sorg, 2004 ). Mitokondrial oksidatif fosforilasyon sonucunda ana metabolit olarak 

karbondioksit oluşurken yaklaşık %3-5 oranında da ROT meydana gelmektedir 

(Urso ve Clarkson, 2003; McDonough, 2003). 

Hücrelerde serbest radikal oluşumu enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar 

sonucunda meydana gelmektedir. Sitokrom P450 enzim sistemi, prostaglandin 

sentezi ve fagositoz süreçleri serbest radikal oluşumuna neden olan enzimatik 

reaksiyonlardır. Ayrıca serbest radikaller, radyasyon tarafından indüklenen, 

organik bileşiklerle oksijen arasındaki non-enzimatik reaksiyonlar sonucunda da 

oluşabilmektedirler (Frei, 1994). 

Ayrıca serbest radikaller bazı hücreler tarafından savunma amaçlı olarak da 

üretilmektedirler. Makrof~jlar ve nötrofiller gibi fagositik hücreler, patojenler ile 

karşılaştıkları zaman serbest radikalleri meydana getirmektedirler (Scheibmeir ve 

ark., 2004). Fagositik hücreler nitrik oksit, süperoksit, hipoklorit ve hidrojen 

peroksit' in oksidatif olarak yanması sonucu bakterileri veya virüs bulaşmış 
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hücrelerin yıkımına neden olmaktadırlar. Ancak, parazitler, bakteriler veya 

virüslerle oluşan kronik enfeksiyonlar, kronik fagositik aktiviteye ve bunun 

sonucunda kronik inflamasyona neden olduğundan, kanser gelişim riskini 

arttırmaktadırlar (Frei, 1994). 

2.1.1.2. Kimyasal ve çevresel faktörler 

Toksinler; karbontetraklorür, benzen, toluen, benzo(a)pirin (Valcheva­

Kuzmanova ve ark., 2004; Senator ve ark., 2004), ilaçlar; adriamisin, bleomisin, 

mitomisin C, klorpromazin ve nitrofurantoin (Yıldırım ve ark., 2004; Sherman, 

1998; Bagchi ve Puri; 1998), hava kirliliği; primer olarak; karbonmonoksit, nitrik 

oksit, aldehitler ve alkil nitratlar (Bernstein, 2004 ), radyasyon ve güneş ışığı (Yu 

ve Zhou, 2005), sekonder olarak; alkol, sigara ve barbekü dumanı, perakside 

olmuş yağlar (et veya peynirde) ve dondurulmuş gıdalardır (Munnia ve ark., 2004; 

Rodriguez-Estrada ve ark., 1997). 

2.1.2. Serbest radikal türleri 

Reaktif oksijen türleri (ROT) terimi, kolayca radikallere dönüşen oksijen 

bileşikler, oksidan özelliği olan non-radikal bileşikler ve bütün oksijen radikalleri 

için kullanılan ortak bir terimdir. Aynı şekilde; radikal olan veya olmayan azot 

türevi okside edici ajanıara dareaktif azot türleri denir (Cadenas ve Packer, 2002) 

i) Radikaller; 

*Reaktif oksijen türleri (ROT) ; Süperoksit (üz-), Hidroksil (OH), Lipid 

peroksil (L02· ), Lipid alkoksil (LO") 

*Reaktif klor türleri; Atomik klor (Cr) 

*Reaktif azot türleri; Nitrik oksit (NO), Azot dioksit (NOı) 

ii) Non-Radikaller; 

* Reaktif oksijen türleri; Hidrojen peroksit (HıOı), Singlet oksijen (O 

i ı), Lipid peroksitler (LOOH) 

*Reaktif klor türleri; Hipoklorik asi d (HOCl) 
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*Reaktif azot türleri; Nitröz asid (HN02), Peroksinitrit (ONOO-), 

Peroksinitrik asid (ONOOH), Alkil peroksinitritler (ROONO) (Anonim, 

2005e). 

Biyolojik sistemlerdeki primer radikaller, süperoksit anyonları, hidroksil 

radikalleri ve nitrik oksit radikalleridir. Diğerleri ise sekonder radikaller olarak 

bilinmektedir (Anonim, 2005f) 

2.1.2.1. Süperoksit radikali (Oı~·) 

Süperoksit radikali, canlılarda oluştuğu bilinen ilk radikaldir. İndirgeyici 

özellikteki biyomoleküller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken, 

süperoksit radikali oluştururlar. Mitokondrideki enerji metabolizması sırasında 

tüketilen oksijenin % 1-5 kadarı süperoksit oluşumuna neden olmaktadır. Ayrıca 

aktive olmuş fagositik lökositler bol miktarda süperoksit radikali üreterek 

fagozom içine ve bulundukları ortama salarlar. Antibakteriyel etki için gerekli 

olan bu radikal üretimi, hidrojen peroksit veya peroksinitritler gibi daha başka 

reaktif türlerin oluşumuna da katkıda bulunmaktadır (Melov, 2002; Poston ve 

Raijmakers, 2004; Brown ve Yamamoto, 2003; Du ve Gebicki, 2004). Süperoksit 

radikali, çeşitli enzimler tarafından da oluşturulur. Ksantin oksidaz enzimi 

süperoksit radikali üretiminde en etkili enzim olarak bilinmektedir (Poston ve 

Raijmakers, 2004). Ayrıca demir gibi metal geçiş iyonlarının hava ile direkt 

oksidasyonu sırasında da süperoksit radikali oluşmaktadır. Bu süreçte, oksijen 

iyonla kompleks oluşturmakta ve elektron transferi meydana gelmektedir. Oksijen 

metabolizmasında görev alan hemoglobin gibi demir kompleksleri bulunan 

hücrelerde bu yol ak oldukça önemlidir (Larson, 1 997). 

2.1.2.2. Hidrojenperoksit radikali (HıOı) 

Süperoksit radikaline bir elektron eklenmesi (süperoksit dismutasyonu) 

sonucunda hidrojenperoksit oluşmaktadır. Dismutasyon, spontan olarak veya 

süperoksit dismutaz (SOD) enzimi aracılığı ile gerçekleşmektedir (Scheibmeir ve 

ark., 2004). Ayrıca, nötrofillerde de inflamasyona yanıt olarak hidrojenperoksit 
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radikali üretUmektedir (Duggan ve ark., 2002). Hidrojenperoksit radikali, 

yapısında paylaşılmamış elektron içermediğinden radikal özelliği taşımaz ve 

reaktif bir tür değildir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tür olarak 

değerlendirilmesinin nedeni, demir, bakır gibi metal iyonlannın varlığında, 

hidroksil radikalinin prekürsörü olarak davranmasıdır (Sorg, 2004; Larson, 1997; 

Rauen ve ark., 2004). H20 2' in çoğunluğu selüler katalaz enzimi aracılığı ile 

oksijen ve suya ayrışır. Katalaza ilaveten glutatyon peroksidaz enzimi de bu 

ayrışmayı sağlamaktadır (Scheibmeir ve ark., 2004). Ayrıca, H20 2, lipid 

peroksitlerin oluşumunu ve tiyollerin oksidasyonunu sağlamaktadır (Sorg, 2004). 

Oı + HıOı 

2.1.2.3. Hidroksil radikali(HO") 

1. Fenton Reaksiyonu; Hidrojen peroksit, Fe+2 ve diğer geçiş elementleri 

(Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo ) varlığında indirgenerek hidroksil radikalini 

oluşturmaktadır (Anonim, 2005e; Okai ve ark., 2004; Kayaalp, 2000). 

Fe+2 +HıOı Fe+3 +HO·+ OH-

2. Haber-Weiss reaksiyonu; Hidrojen peroksit, süperoksit radikali ile 

reaksiyona girerek hidroksil radikalini oluşturmaktadır. Bu reaksiyon bakır 

ve demir tarafından kataliz edilmektedir (Qian ve Buettner, 1999; 

Kayaalp, 2000). 

Oı+HıO+HO· 

3. Suyun yüksek enerjili radyasyona maruz kalması sonucunda da hidroksil 

radikali oluşmaktadır (Anonim, 2005e; Takeshita ve ark., 2004). 

4. Hidrojen peraksitin UV ışığına maruz kalması ile de hidroksil radikali 

oluşmaktadır (Anonim, 2005e ). 

Hidroksil radikali C-H bağına etki ettiği zaman karbon merkezli serbest 

radikaller (R3C) oluştuğu görülmektedir. Oluşan bu serbest radikaller, moleküler 
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oksijen ile reaksiyona girerek hızlı bir şekilde aktive olur ve reaksiyon ürünü 

olarak peroksil radikaller (ROO') oluşmaktadır (Larson, 1997). 

2.1.2.4. HOCI (Hipoklorik asit) 

Hidroksil radikalleri klor ile reaksiyona girerek dokuda sitotoksik madde 

olan hipoklorik asitin oluşumunu sağlar (Kayaalp, 2000). HOCl radikal 

olmamasına karşın reaktif oksijen türleri arasında yer almaktadır. Amino ve sülfiir 

içeren grupların oksidasyonunda (Sorg, 2004) ve fagositik hücrelerde bakterilerin 

yokedilmesinde önemli rol oynamaktadır (Zavodnik ve ark., 2004). 

2.1.2.5. Singlet oksijen (0 i!) 

Yapısında eşleşmemiş elektronu bulunmamasına rağmen, reaktif oksijen 

türleri arasında yer alan singlet oksijen, serbest radikal reaksiyonlarının 

başlamasına neden olduğundan önem taşımaktadır (Anonim, 2005e). Pigmentlerin 

(flavin içeren nükleotidler, retinal, bilimbin gibi) oksijenli ortamda ışığı absorbe 

etmesi sonucunda, metallerin varlığında hidroperoksitlerin yıkım tepkimelerinde, 

kendiliğinden dismutasyon tepkimeleri sırasında ve sitokrom P450 enzimlerinin 

aktivitesi sırasında singlet oksijen oluşmaktadır (Yurdakul, 2005). Ayrıca, 

miyeloperoksidaz ve eozinofıl peroksidazın katalize ettiği reaksiyonlar sırasında 

ve nötrofil, eozinofıl ve makrofajların aktivasyonu sonucu da oluşmaktadır. UV 

ışınlarına maruz kalmak da singlet oksijen oluşumuna neden olmaktadır. 

O i! başta proteinler olmak üzere DNA, kolestrol, lipid ve aminoasit gibi 

biyomoleküllerle etkileşmektedir (Sorg, 2004). 

2.1.2.6. R (Alkil radikali) 

Alkil radikali, yağ asitleri başta olmak üzere, nükleik asitler, karbonhidratlar 

ve .proteinler gibi çeşitli moleküllerden bir proton çıkararak karbon merkezli 

organik peroksit radikallerin (RCOO') ve peroksil radikallerinin (ROO· ) 

oluşumuna neden olmaktadır (Sorg, 2004). Peroksit radikali lipid 

peroksidasyonunu başlatan radikal olup çok uzun ömürlüdür (Anonim, 2005e). 
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2.1.2.7. Nitrik Oksit (NO) 

Vücutta oksijen türevi radikallerin yanısıra, oksijen türevi olmayan 

radikaller de oluşmaktadır. Bu grupta en önemli serbest radikal azot merkezli 

radikal olan nitrik oksit (NO) dir (Anonim, 2005e). 

Biyolojik sistemlerde oluşan reaktif azot türevlerinin en önemlisi oksidasyon 

değediği +2 olan NO'dur. NO, bir azot atomu ile bir oksijen atomunun 

çiftleşmemiş elektronlarını vererek birleşmelerinden meydana gelmekte ve bu 

yüzden radikal tanırnma uymaktadır. Bu lipofılik serbest radikal, damar endotel 

hücrelerinde Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi aracılığıyla L-arjinin'den 

sentezlenmektedir. NO' in tek başına radikal özelliği, ortaya çıkan toksisiteyi 

tammlamaya yetmemektedir. NO' in ortaq:ıda bulunan ROT' i ile reaksiyona 

girerek, örneğin süperoksit radikali ve oksijen varlığında, güçlü bir oksidan olan 

peroksinitrit (ONOO-) (Sorg, 2004) ve azotoksit oluşturduğu ve bunların da ileri 

dekompozisyonla HO" radikali oluşumuna yol açtığı ifade edilmektedir (Sorg, 

2004; Abuja ve Albertini, 2001). 

Peroksinitrit, tiyollerin ve aromatik grupların oksidasyonunu sağlamaktadır 

(Sorg, 2004). Ayrıca, tirozin gibi fenolik aminoasitleri nitrolayarak toksik nitro­

türevleri (nitrotirozin) oluşumuna neden olmaktadır. 

Sonuç olarak NO, endotel hücre disfonksiyonunda ve buna bağlı olarak 

gelişen ateroskleroz, hipertansiyon gibi bazı önemli vasküler hastalıklarda rol 

oynamaktadır (Anonim, 2005e). 

2.1.2.8. DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

DPPH, kararlı bir radikaldir ve bir elektron veya hidrojen kabul eder. 

Antioksidanların, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme yetenekleri üzerinden 

süpürücü etki gösterdikleri düşünülmektedir (Frankel ve Meyer, 2001; Frankel ve Meyer, 

2000; Gülçin ve ark., 2004). Fenolik bileşiklerin aktivitelerinde etkiniri yapı-etki 

ilişkisinin anlaşılması için kullanılan ilk sentetik radikallerdendir. DPPH radikalinin 

diğer radikallerle (alkiller) etkileşimi kullanımını sınırlandırmaktadır. (Frankel ve Meyer, 

2000). 
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2.1.3. Serbest radikallerin biyokimyasal etkileri 

Oldukça yüksek aktiviteye sahip olan serbest radikal türlerinin çoğu, 

sitoplazmik membranın lipidlerinin peroksidasyonuna ve membran 

permeabilitesinin artmasına, enzimierin ve sitostrüktürel proteinlerin sülfidril 

gruplarının oksitlenmesine ve çapraz-bağlanmasına, enzimierin inaktivasyonuna, 

bu arada antiproteazların inhibisyonu sonucu proteolitik enzimierin 

aktivasyonuna, DNA yapısının bozulmasına ve kırılmasına neden olmaktadırlar 

(Kayaalp, 2000). Hedeflerde oluşacak hasarın şiddeti, hedefteki radikal 

konsantrasyonuna, hedef ile oksidan arasında gerçekleşen reaksiyonun hız 

sabitine, oksidanın oluştuğu bölgeye göre hedefin konumuna, hasara yol açan 

ikincil olayların oluşumuna (zincirleme reaksiyon ve hasar transfer prosesi), 

oksidan süpürücü reaksiyonların oluşumuna ve onarım mekanizmalarına bağlıdır 

(Davies, 2004). 

2.1.3.1. Serbest radikallerin lipidler üzerine etkileri 

Lipid peroksidasyonu, paliansatüre yağ asitlerinde meydana gelen 

zincirleme bir reaksiyondur ve dört aşamada oluşur; 

1. Başlama safhası: Ho· radikali veya herhangi bir reaktif radikal, bir 

paliansatüre yağ asidinin metilen kısmından bir hidrojen atomu 

kopartarak, lipid radikali oluşturur. Bu reaksiyon hem membran lipidleri 

hem de besinler ile alınan yağlar için geçerlidir (Abuja ve Albertini, 2001 ). 

HO· +LH HıO+L 

2. İlerleme safhası: Zincirleme reaksiyon, oluşan lipid radikaline Oı ilavesi 

ile devam etmekte ve lipid peroksil radikali (LOO") meydana gelmektedir. 

Lipid peroksil radikalleri diğer doyrnamış yağ asitlerini etkileyerek yeni 

radikaller oluşmasına neden olurken, bir yandan da hidrojen atomları 

alarak hidroperoksitlere dönüşmektedirler. Hidroperoksitlerin 

parçalanması ile lipid alkoksi radikalleri açığa çıkmaktadır (Meram ve 

Aktaran, 2002; Abuja ve Albertini, 2001). 

lO 



L+02 LOO· 

LOO·+LH LOOH+L 

3. Yıkım Safhası: Tek elektron üzerinden yeniden yapılanma, lipidin 

parçalanmasına yol açamaktadır. Bu. aşamada oluşan ürünlerden biri olan 

malondialdehit (MDA) kan ve idrarda saptanabilmektedir. Ayrıca son ürün 

olarak etan ve pentan oluştuğu tesbit edlmiştir. Oluşan bu aktif ürünler 

DNA'ya bağlanarak mutasyonlara neden olmaktadırlar (Çırak ve ark., 

2003). 

4. Sonianma safhası: Sağlıklı sistemlerde bu zincir reaksiyonlar katalaz, 

süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antiaksidan sistemler 

tarafından bloke edilmektedir (Çırak ve ark., 2003; Meram ve Aktaran, 

2002; Abuja ve Albertini, 2001). 

LOO· + L' + 2H+ LOOH + LH 

veya 

L' + Vit E ----.~ LH + Vit E 

Vit E + L' LH + VitEox 

Demir ve bakır gibi redoks reaksiyonlarınaneden olan metallerin varlığında 

lipid peroksidasyonu ürünleri artmaktadır. Lipid peroksidasyon ürünleri olarak 

açığa çıkan lipid peroksiller, hİdroperoksitler ve aldehitler membran yapısına 

direkt olarak zarar verirken, diğer hücre bileşenlerini ise ürettikleri aldehitler 

aracılığı ile indirekt olarak etkilemektedirler (Meram ve Aktaran, 2002; Abuja ve 

Albertini, 2001; Park ve ark., 2002). Ayrıca lipid peroksidasyonu sonucunda 

hücrelerin geçirgenliği arttığından, kalsiyumun hücre içine geçişi artar ve 

hücrenin pH'sı değişir (Harman, 1992). Lipid peroksidasyonu en fazla plazma 

membranlarında ve ep idermisin yüzey tabakası olan Sıratum corneum' da 

gerçekleşir. Oluşan lipid peroksitler hücre membranlarının ve epidermisin fiziksel 
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özelliklerini etkileyerek biyolojik fonksiyonlarını değiştirmektedirler (Sorg, 2004; 

Çırak ve ark., 2003). 

2.1.3.2. Serbest radikallerin proteinler üzerine etkileri 

Yapılan son çalışmalar; proteinlerin biyolojik sistemde serbest radikallerin 

ilk hedefi olduğunu, DNA ve lipidlerin ise ikincil hedefler olabileceğini 

göstermektedir. Proteinler canlı organizmada en fazla bulunan komponentlerdir ve 

ökaryotik hücrelerde moleküler hedeflerin % 75' ini oluşturmaktadırlar (Du ve 

Gebicki, 2004). 

Özellikle doymamış bağ ve sülflir taşıyan protein molekülleri, serbest 

radikallerle yüksek oranda etkileşim göstermektedirler. Bu nedenle; triptofan, 

tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri içeren 

proteinlerin serbest radikallerden daha fazla etkilendiği, immunoglobulin G ve 

albumin gibi disülfit bağı taşıyan proteinlerin de yapılarının bozulduğu 

bildirilmiştir (Meram ve Aktaran, 2002). Serbest radikaller, proteinlerin çapraz 

bağlanmasına ve protein bantlarının parçalanmasına neden olarak, enzim ve 

reseptör proteinlerinin yapısına zarar vermektedirler. Hücre içi enzim ve 

reseptörlerindeki bu değişimler anormal hücre davranışına yol açmaktadırlar 

(Harman, 1992). Proteinlerle serbest radikallerin etkileşimi sonucunda karbonil 

türevlerinin oluştuğu bilinmektedir, bu nedenle proteinlerdeki oksidatif hasarı 

tespit etmek amacı ile protein karbonillerinin seviyesindeki artış 

değerlendirilmektedir (Samuel ve ark., 2005; Headlam ve Davies, 2004; Ishii ve 

ark., 2002). 

2.1.3.3. Serbest radikallerin nükleik asitler ve DNA üzerine etkileri 

Radyasyona bağlı olarak oluşan serbest radikaller, DNA' yı etkileyerek 

mutasyon ve anormal protein sentezine neden olduklarından gen ekspresyonunda 

değişikliğe, apoptoz ve hücre ölümüne yol açmaktadırlar (Sorg, 2004). Oluşan 

DNA hasarının yaklaşık %60'ı suyun radyolizi sonucu ortaya çıkan iyonize 

radyasyona bağlı olarak gelişmektedir. Burada en zararlı tür oldukça reaktif olan 

hidroksil radikalidir (Chatgilialoglu ve O'Neill, 2001). Hidroksil radikali 

heterosiklik DNA bazının çifte bağiarına bağlanarak, timinin metil grubundan 
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veya zı_ deoksiribozun C-H bağından bir hidrojen atomunun kopmasına neden 

olmaktadır (Evans ve ark., 2004). ·Hidrojen atomunun kopması, karbon merkezli 

t- deoksiriboz radikalinin ve DNA bazlarının C veya N merkezli radikallerinin 

oluşumuna neden olmaktadır (Chatgilialoglu ve O'Neill, 2001; Evans ve ark., 

2004). DNA hasarı en çok 8-oksoguanin (8-hidroksi-2 deaksi guanozin,8-okso-G) 

ve tirnin glikol (TG) lezyonu olarak görülmektedir. Hücrelerde radikal maruziyeti 

sonucu 8-okso-G ve TG seviyeleri artar (Haripriya ve ark., 2004; Bohr, 2002). 

DNA' daki lezyon, yapının şeklini bozuyarsa ve DNA polimeraz molekülünün 

gelişimini bloke ediyorsa bu letal bir lezyon olarak tanımlanır. Lezyon yapının 

şeklini bozmuyor, ancak DNA polimeraz enzimini kolayca yokederek, DNA' nın 

aynı kökenden gelmeyen bir baz ile çiftleşmesine neden oluyorsa lezyon 

premutajenik olarak tanımlanır (Wallace, 2002). 

Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca geçerek hücre çekirdeğindeki 

DNA' ya ulaşmakta ve böylece hücre fonksiyonlarının bozulmasına ve ölümüne 

yol açmaktadır (Meram ve Aktaran, 2002). 

2.1.3.4. Serbest radikallerin karbonhidratlar üzerine etkileri 

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve 

okzoaldehitler meydana gelir. Açığa çıkan okzoaldehitler proteinlere 

bağlanabilme özelliklerinden dolayı, antimitotik etki göstermektedirler. Bu 

nedenle kanser ve yaşlanmaya neden olabilmektedirler (Meram ve Aktaran, 

2002). 

2.1.4. Serbest radikallere bağlı olarak geliştiği düşünülen hastalıklar 

Serbest radikallerin üretimi, serbest radikallerin etkisini engelleyen 

antioksidanların kapasitesini aştığı zaman "oksidatif stres" oluşmaktadır 

(Scheibmeir ve ark., 2004; Paston ve Raijmakers, 2004; Junqueira ve ark., 2004; 

Abuja ve Albertini, 2001; Sorg, 2004). Kanser, romatoid artrit, katarakt, 

yaşlanma, Alzheimer, Parkinson, iskemi/reperfüzyon, inflamasyon, ateroskleroz, 

oksidatif stres ile ilgisi olduğu düşünülen çeşitli hastalıklardır (Sherman, 1998; 

Anonim, 2005f; Harman, 1992). Kronik ve dejeneratif hastalıkların en az % 
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Biyomedikal araştırmalar artan bir şekilde gösteriyor ki; oksidatif stress 

tarafından yapılan sürekli atak çoğu major hastalığın başlamasına ve ilerlemesine 

katkıda bulunmaktadır. Oksidatif atıklar yani serbest radikaller, hastalığın ilk 

oluşum yerinde oluşum nedenini oluşturmakta ve daha sonra vücutta yayılımını 

dürtülemektedirler (Sherman,1998; Anonim, 2005d). 

Serbest radikallerin dokulardaki zarannın, ateroskleroz ve kalp 

hastalıklannın nedeni olduğu düşünülmektedir. Oksidatif hasar sonucunda 

parçalanmış platelet hücrelerinin arter duvarianna yapışması ve kan kolestrol 

miktannın yükselmesi arteriere zarar vermektedir. Bu oluşuıniann tümü damar 

sertliğinin ilerlemesine sebep olmaktadır. Daha ileri safhalar ise, kardiyovasküler 

hastalıklar, kalp ile beyne giden kan ve oksijenin azalmasıdır. Oksijenden mahrum 

kalan dokularda, hastahğın gelişmesini hızlandıran ve kişilerin kalp krizi geçirme 

riskini arttıran serbest radikal etkisi gözlenmektedir (Sherman,1998). 

1980' lerden bu yana toplanan veriler oksidatif hasann aterosklerotik 

proseste önemli rol oynadığını desteklemektedir (Frei, 1994). Aterosklerozun 

ilerlemesi için lipid peroksidasyonunun gerekli olduğu düşünülmektedir (Abudu 

ve ark., 2004). Mevcut bilimsel kanıtiara göre, arteriyal lezyonda akside 

lipoproteinler gözlendiği, hayvan modellerinde antioksidanlann lezyon 

oluşumunu inhibe ettiği ve geciktirdiği rapor edildiği için LDL (düşük yoğunluklu 

lipoprotein) oksidasyonunun hastalık sürecine eşlik ettiği düşünülmektedir 

(Chisolm ve Steinberg, 2000; Napali ve Ignarro, 2001). Arteriyal duvarda LDL 

akside olmakta, makrofaj ve monositler modifiye LDL'yi almakta veya fagosite 

etmekte ve bu olay "köpük (foam) hücrelerinin" oluşumuyla sonuçlanmaktadır. 

Köpük hücreleri "yağ çizgisi (fatty streak)" için gereklidir. Araştırmalann çoğu 

invivo oluşan LDL oksidasyonunun özellikle aterosklerotik plakta oluştuğunu 

göstermektedir (Frei, 1994). Süperoksit radikalinin NADPH oksidaz ve ksantin 

oksidaz gibi bir çok kaynağı arteriyal duvarda tespit edilmiştir. Nitrik oksit ve 

süperoksit kolayca peroksinitrit oluşturmaktadır ve peroksinitrit LDL' yi modifiye 

etme yeteneğine sahiptir (Napoli ve Ignarro, 2001; Stokes ve ark., 2002). 

Oksidasyon hipotezinin doğal sonucu olarak antioksidanlann aterosklerotik plak 

oluşumunu ve hastalığın ilerlemesinin yavaşlatılacağı düşünülmektedir. 

Antioksidanlar, vasküler duvarda bulunan ROT üretimi ve salınımını azaltmakta, 
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endoteliyal aktivasyonu inhibe etmekte ve nitrik oksitin biyolojik aktivitesini 

geliştirmektcdir (Napoli ve lgnarro, 2001). Ancak son zamanlarda vitamin E ile 

yapılan çeşitli çalışmalarda negatifsonuçlar alınmıştır (Heinecke, 2002; Napoli ve 

Ignarro, 2001). 

İskemi, hücrede bulunan oksijen miktannın hücrenin ihtiyacı olan miktan 

karşılayamaması durumudur (Lee ve Maclean, 2003). Hipoperfüzyon nedeniyle 

miyokardiyumdaki oksidatif metabolizmanın yetersiz kalması sonucu sekeller 

oluşmaktadır. İleri hipoperfüzyon durumlannda beslenmenin yetersiz kaldığı kalp 

kası bölgelerinde nekroz gelişmektedir. Koroner kan akımının artmasıyla da 

iskemik kalp kası reperfüzyonla . yeniden oksijenlenmektedir. Reperfüzyon 

durumunda iskemik hasar artabilmektedir. Bu durum "iskemi-reperfüzyon 

hasan" olarak adlandınlmaktadır (Frei, 1994). Bunun nedeni, iskemi sırasında 

ksantin oksidaz enziminin sentezinin, etkinliğinin ve substratlannın artması ve 

böylece, enzimin reperfüzyon sırasında dokuda konsantrasyonu birden artan 

oksijeni aşın miktarda süperoksit anyonuna dönüştürmesidir (Kayaalp, 2000). 

Reperfüzyon kaynaklı oksidatif stresin kalp kası hasannı arttırdığı düşüncesi 

yapılan çeşitli çalışmalarla desteklenmektcdir (Frei, 1994; Cuzzocrea ve Reiter, 

2001). Aynca, bu süreçte sözkonusu serbest radikaller, mitokondriyal solunum ve 

aktif nötrofiller tarafından da üretilmektedir (Moens ve ark., 2004). Miyokartta 

süperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit gibi serbest radikaller tespit edilmiştir 

(Frei, 1994). Aynca vitamin E gibi radikal süpürücü antioksidanlarla yapılan 

çalışmalarda iskemi-reperfüzyon hasan üzerinde olumlu etkiler saptanmıştır. 

Miyokardiyal membranlar daha çok fosfolipid ve proteinlerden oluşmuştur. 

Membran proteinlerinin serbest radikallerin etkileriyle değişimi iskemi­

reperfüzyon sürecinin gelişiminde önemli bir faktördür. Aynca antiaksidan 

savunmanın baskılandığı durumlarda, lipid membranlannın peroksidasyonu da 

membran bütünlüğünün bozulmasına, nekroz ve hücre ölümüne yol açmaktadır 

(Moens ve ark., 2004). Giderek artan kanıtlar serbest radikallerin merkezi sinir 

sisteminde de iskemi-reperfüzyon hasan ile bağlantılı nöronal lezyon oluşmasında 

rol oynadığı düşüncesini desteklemektedir. Yine beyin, böbrek, akciğer ve 

karaciğerde iskemi-reperfüzyon hasannda serbest radikal oluşumu gösterilmiştir 

(Cuzzocrea ve Reiter, 2001; Marubayashi ve ark., 2000; Cui ve ark., 2004). Bütün 
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bunlara rağmen, iskemik-reperfüzyon hasan için oksidatif stresin zorunlu 

olduğunu gösteren kesin kanıt henüz yoktur (Frei, 1994). 

Çok sayıda araştırma, süperoksit, hidrojenperoksit ve hidroksil gibi 

radikallerin inflamasyon bölgesinde oluştuğunu ve doku hasarına neden olduğunu 

göstermektedir (Cuzzocrea ve Reiter, 2001). İstilacı organizmalar ile mücadelede 

inflamatuar cevabın yararlı etkileri olmasına rağmen, kontrol dışına çıkan 

cevaplar ve kronik inflamasyonun romatoid artirit gibi hastalıkların temelini 

oluşturduğu indirekt kanıtlarla gösterilmiştir (Frei, 1994; Cuzzocrea ve Reiter, 

2001) İnflamasyonda nitrik oksit ve sitokinlerin artışı sözkonusudur (Boveris ve 

ark., 2002). Artiritli hastalarda nitrik oksite ilaveten peroksinitritin de üretildiği 

gösterilmiştir (Cuzzocrea ve Reiter, 2001). 

Dokulardaki mitokondrilere zarar veren ağır inflamatuar yanıtla birlikte 

septik şok meydana gelmektedir. Septik şokta nitrik oksit miktannın arttığı 

gözlenmektedir. Nitrikoksit sentaz tarafından bu süreçte aşırı nitrik oksit üretimi 

sonucu aşırı miktarlarda oluşan peroksinitritin mitokondriyal matriks proteinlerini 

azotlayarak mitokondriyal disfonksiyona uğratması önemli bir moleküler 

mekanizma olarak bilinmektedir (Boveris ve ark., 2002; Cuzzocrea ve Reiter, 

2001). 

Ayrıca serbest radikallerin çok sayıda nörolojik hastalıkta rolü olduğu da 

kabul edilmektedir. Nöronlar ve beyin kolayca perokside olabilen peliansatüre 

yağ asiti içerirler, demirce zengindirler ve sadece basit antieksidan savunma 

mekanizmalara sahiptirler. Bu faktörler beyin ve nöronları oksidatif strese karşı 

duyarlı hale getirmektedir. Ayrıca beyinin toplam vücut oksijeninin %20' sini 

tüketmesi bir çok serbest radikalin oluşumuna neden olmaktadır (Harman, 1992; 

Frei, · 1994; Cui ve ark., 2004). Serbest radikallerin apoptoz veya nekroz ile 

nöronal ölüme yol açtıklan tesbit edilmiştir. Ayrıca Alzheimer, Parkinson ve 

amiyotrofik lateral skleroz gibi nörodejeneratif hastalıkların patojenezinde de yer 

aldıklan gösterilmiştir. Yapılan çalışmalarda antioksidanlann nöronal ölümü 

önlemesi bu fikri desteklemektedir. Oksidatif stresin transkripsiyonel faktör olan 

nükleer faktör-K-B'nin aktivasyonunu etkilernesi bu hastalıklardaki önemli diğer 

bir bulgudur. Bu faktör apoptozu inhibe eden proteinlerin ekspresyonunu 

arttırmaktadır. Bu hastalığı taşıyan kişilerde merkezi sinir sisteminin zayıf 
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bir bulgudur. Bu faktör apoptozu inhibe eden proteinlerin ekspresyonunu 

arttırmaktadır. Bu hastalığı taşıyan kişilerde merkezi sinir sisteminin zayıf 

bölgelerinde NF- K- B'ye artmış miktarlarda rastlanmaktadır. Yine oksidasyona 

uğramış DNA'nın belirleyicisi olan 8-okso-G düzeyi nörodejeneratif hastalık 

taşıyan kişilerde yüksek olarak bulunmuştur (Esposito ve ark., 2002). Serbest 

radikallerin neden olduğu mitokondriyal disfonksiyon da nöronal ölüme yol 

açabilmektedir (Callaway ve ark., 1998). 

Lipid peroksidasyonu, iskemik yaralanma gibi nöronal hasarların ve 

Parkinson hastalığı gibi nörodejenatif hastalıkların önemli bir nedeni olmaktadır 

(Callaway ve ark., 1 998). Parkinson hastalığında oksidatif stres sonucunda 

nigrostrial hücre kaybı tesbit edilmiştir. Aktif glial hücreler Parkinson hastalığında 

nörodejenerasyon bölgelerinde görülmüştür. Bu olay apoptozun potansiyel 

mediyatörü olan TNF-a (tümör nekrozis faktör) gibi çeşitli sitokinlerin ve reaktif 

oksijen türlerinin üretimiyle birlikte sinir hücresi ölüm mekanizmasında yer 

almaktadır (Cui ve ark., 2004). 

Alzheimer hastalığı yaşa bağlı olarak gelişen klinik bulgu olarak hafıza ve 

kavrama kaybı, patolojik bulgu olarak da senil plak, nörofibril karışıklığı ve 

sinaps kaybı ile karakterize bir hastalıktır. Lipid ve protein peroksidasyonu ve 

diğer oksidatif hasar belirtileriyle ortaya çıktığı çeşitli çalışmalarla 

desteklenmektedir (Butterfield ve Lauderback, 2002). B-amiloidoz agregasyonu 

ve B-amiloidozda reaktif oksijen türlerinin fazla miktarda bulunması, oksidatif 

stresle nörotoksisite arasındaki bağlantı için önemli bir kanıt oluşturmaktadır (Cui 

ve ark., 2004). 

Amiyotrofik lateral skleroz, motor nöron hastalığı olarak bilinmektedir ve 

serebral korteks, spinal kolon ve beyin sapında motor nöronların dejenerasyonuyla 

karakterizedir. Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi azalmasının spinal kolonda 

motor nöronların dejenerasyonuna neden olduğuna ilişkin kanıtlar bulunmaktadır. 

SOD geninde mutasyonlar da mevcuttur, ancak hastalık ile bağlantısı henüz tam 

olarak açığa kavuşturulamamıştır (Cui ve ark., 2004). 

Down sendromu, mental yavaşlama, erken yaşlanma ve bunama gibi sinir 

sistemi üzerinde etkilerle görünen patolojik özelliklerle karakterize bir hastalıktır. 

Oksidatif stresin down sendromunun nöropatolojik kısmında rolü olduğu 
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DNA ve mitokondriyal disfonksiyonlarının da eşlik ettiği görülmektedir (Cui ve 

ark., 2004). 

Y aşlanma, geçen zamana bağlı olarak ilerleyen yaşla birlikte gelişen ve 

kaydettiği ilerleme ile hastalık ve ölüm şansını arttıran ardışık değişimierin 
' ' 

birikimidir. Bu değişiklikler hastalıkla, çevresel faktörlerle, immün disfonksiyonla 

veya genetik özelliklere bağlı olarak oluşabilmektedir. Y aşianma ile ilgili birçok 

teori ileri sürülmüştür. İçlerinden bir tanesi günümüzde geniş ölçüde kabul 

görmektedir (Ashok ve Ali, 1999). İlk kez 1956'da Harman tarafından sürülen 

yaşianmanın serbest radikal teorisine göre yaşlanmaya oksidatif hücre ve doku 

hasan neden olmaktadır (Asho ve Ali, 1999; Junqueira ve ark., 2004). Yaşlılıkla 

oluşan hastalıkların majör belirleyicisinin oksidatif stres olması olasılığı bu teoriyi 

desteklemektedir (Junqueira ve ark., 2004). Yaşianma sürecinde kanıtlanan neden­

etki ilişkileri; molekül içi ve moleküllerarası çapraz bağlanma oluşumu; 

immunolojik reaksiyonlarda değişimler; hücre poliferasyonunun yanda kesilmesi 

veya azalmasıyla teloruerde kısalma; ilerleyen yaşla antioksidan enzim 

düzeylerinin azalması ve serbest radikal hasannın daha çok hissedilmesi; yaşa 

bağlı değişikliklerle gen aktivasyonudur (Ferrari ve Torres, 2003). Endojen 

yıpranma işlemine en çok katkı yapan unsur oksidatif DNA harabiyetidir yani 

aerobik hücresel metabolizmanın sürekli olarak ürettiği ROT' nin ürünüdür (Yaar, 

2002). 

Vitamin E ve A gibi antioksidanlar, genç bireylerin plazmasında yaşlı 

bireylere göre daha fazla saptanmıştır (Junqueira ve ark., 2004). 

Aynca, serbest radikallerin organizmada birikimi; cilt kınşıklığı, saç 

beyaziaşması ve dökülmesi, kepek oluşumu, vücut sertleşmesi gibi yaşıanmanın 

rahatsız edici semptomlanna katkıda bulunmaktadır (Sherman, 1998). 

Yaşianma ile birlikte, insan lens proteinleri yavaş ama progresif bir 

sarılaşmaya uğramakta ve bunun katarakta neden olduğu bilinmektedir. San 

pigmentler oksidatif hasara yol açmakta ve lens proteinlerinin 

fotopolimerizasyonunu hızlandırmaktadır (Dillon ve ark., 1999). Katarakt, 

normalde saydam olan lensin opak yani ışık geçirmez duruma gelerek görmede 

kayıp ile sonuçlanan patolojik bir olgudur. Lensin oksidanlan kısmen detoksifiye 

etme yeteneği olmasına karşın lens saydamlığının kaybında oksidanlann anahtar 
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faktör olduğu düşünülmektedir. Lens proteinlerindeki tiyollerin oksidasyonu 

katarakıta açıkca görülmektedir. Protein tiyollerinin oksidasyonu Na+/K+ -ATPaz 

ve Ca+2 -ATPaz'ı inaktive etmekte, anormal iyon gradiyentleri oluşmakta ve 

selüler zedelenme meydana gelmektedir. Glutatyon, lens epitelyal hücrelerinin 

major bileşenlerinden biridir ve katarakıta miktannın azaldığı görülmektedir (Frei, 

1994). 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması, invazif nitelik 

kazanması ve metastas yapması ile kendini gösteren öldürücü bir hastalıktır 

(Kayaalp, 2000). Kansere katkısı olduğu bilinen önemli mekanizmalardan biri de 

DNA'nın oksidatif hasara uğramasıdır. Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, 

kanserin yanlış beslenme, genetik faktörler ve çevresel faktörler gibi değişik 

nedenlerle oluştuğu düşünülmektedir (Reddy ve ark., 2003) 

Serbest radikal oluşumuna neden olan radyasyon, kanserin başlamasına ve 

ilerlemesine neden olabilmektedir. DNA, radyasyondan yayılan enerjiyi direkt 

olarak absarbe etmekte ve kanser oluşumuna neden olabilecek DNA hasarlan 

oluşmaktadır (Frei, 1994). Oksidatif DNA hasarlannın, yaşa bağlı olarak ortaya 

çıkan kolon, prostat, rektum ve meme kanseri gibi major kanser türlerinin 

gelişiminde rol oynadığına inanılınaktadır (Halliwell, 2002). Serbest radikaller, in 

vitro memeli hücrelerinde mutajenik etki göstermekte ve tümör oluşumu ile 

gelişiminde rol oynamaktadırlar. Oluşan organik peroksitler birikerek tümör 

promoteri olarak işlev görebilmektedir (Frei, 1994). Ancak bugüne kadar yapılan 

çalışmalar ile oksidatif hasann kansere neden olduğunu gösteren direkt kanıtıara 

ulaşılamamıştır (Halliwell, 2002; Olinski ve ark., 2003). Tek başına oksidatif 

DNA hasan kanser oluşturmaya yetmemekte veya sadece belli bir alandaki hasar 

kanser etkisi gösterebilmektedir. Oksidatif hasar "junk DNA" alanında oluşmuşsa 

önemli bir biyolojik etki gözlenmemekte, ancak işlevsel proteinleri kodlayan 

genler üzerinde ise kanser açısından önemli sonuçlar doğurabilmektedir. Ne yazık 

ki, günümüzde hasariann tam olarak nerede oluştuğunu gösterebilecek teknikler 

henüz mevcut değildir. DNA'da oksidatif hasar oluşumunu önlediği bilinen 

antioksidanlann kanser gelişimini de önlemesi beklenmektedir (Halliwell, 2002). 

Koruyucu etki mekanizmalan tam olarak' bilinmemesine rağmen, antiaksidan 

içeren meyve ve sebzeler ile beslenmenin kansere yakalanma riskini düşürdüğü 
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çoğu çalışmada gösterilmiştir (Reddy ve ark., 2003). Ancak yapılan bazı 

çalışmalar ile, çeşitli antiaksidan vitaminierin oksidatif hasan önlemediği ve hatta 

bazı çalışmalarda da oksidatif hasara bağlı hastalığın insidansını arttırdığı 

gösterilmiştir (Reddy ve ark., 2003; Olinski ve ark., 2003). Oksidatif DNA 

hasannın kansere neden olduğu kanıtlanamamasına rağmen, elde edilen veriler 

DNA hasannın oranının biyolojik önemi olduğunu göstermektedir (Halliwell, 

2002). DNA bazlanndaki değişimler, karsinojenezi başlatan mutasyonlann 

kaynağı olarak bilinmektedir. Hidroksil radikali, DNA'da pirimidin ve purin 

türevi çok sayıda lezyona neden olmaktadır. Değişime uğramış bu DNA 

bazlannın bir kısmı genomun bütünlüğüne zarar verebilecek güce sahiptir 

(O linski ve ark., 2003). DNA lezyonlanndan en iyi bilinen 8-okso-G' dir ve 

mutajenik özelliktedir. 8-okso-G kalıntılan, DNA replikasyonu gerçekleşmeden 

önce ananlmaması halinde GC~TA transversiyonuna yol açmaktadır. 8-okso­

G'nin hücrelerde varlığı nokta mutasyonlara neden olmaktadır (Olinski ve ark., 

2003; Halliwell, 2002). Oksidatif DNA hasannın miktan, idrarda 8-okso-G 

miktan ile veya dokulardan alınan izole DNA'daki oksidatif hasar ürünlerine 

bakılarak anlaşılmaktadır (Halliwell, 2002). Çoğu araştırmacı 8-okso-G ile 

karsinojenez arasında direkt korelasyon göstermiştir (Olinski ve ark., 2003). 

Kimyasal, biyolojik ve fiziksel nedenlerle oluşan kronik inflamasyon, çeşitli 

bölgelerde kanser riskini arttırmaktadır. Çünkü inflamasyon çeşitli inflamatuvar 

hücreleri aktive etmekte ve aktive olan bu hücreler de NADPH oksidaz, 

miyeloperoksidaz, eozinofil peroksidaz, NOS gibi oksidan üretimine neden olan 

enzimierin aktivasyonunu sağlamaktadır. Bu enzimler, daha güçlü reaktif oksijen 

ve azot türlerinin oluşumunu sağlayan, süperoksit, azot dioksit, hidrojen peroksit, 

hidroklorik asit, nitrik oksit gibi serbest radikallerin üretilmesine neden 

olmaktadır. Bu radikal türleri DNA, RNA, lipid ve proteinleri azotlayarak, 

oksitleyerek, klorlayarak veya bromlayarak hasara uğratmakta ve mutasyonlann 

artmasına, enzim ve proteinlerin işlevlerinin değişmesine ve sonucunda da kanser 

riskinin artmasına neden olmaktadırlar (Ohshima ve ark., 2003). 
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2.2. Antioksidanlar 

Antiaksidan teriminin anlaşılabilmesi için, öncelikle 'oksidasyon' teriminin 

anlamının bilinmesi gerekmektedir. Oksidasyon, önceleri bir maddeye oksijen 

katılması olarak nitelenmiş olsa da, günümüzde kimyasal bir maddenin daha az 

elektron taşıyan başka bir maddeye dönüşümü olarak tanımlanmaktadır. Bu 

durumda, oksidasyon bir veya daha fazla elektronun, bunları kabul eden bir başka 

maddeye transferi ile asıl maddenin indirgenmesidir (Larson, 1997). Yapılan 

çalışmalar maddelerin oksidatif olarak bozulmasının serbest radikal oluşum 

prosesleri ile gerçekleştiğini göstermektedir (Rice-Evans ve ark, 1991). 

Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini önleyen veya ortadan kaldıran 

maddelerdir (Anonim, 2005k). 

Epidemiyolojik çalışmalar, yüksek oranda antiaksidan tüketen ve kan 

antiaksidan madde konsantrasyonları yüksek olan bireylerde, belli dejeneratif 

hastalıkların daha düşük oranda ortaya çıktığını göstermektedir. Klinik çalışmalar 

da, antiaksidan vitamin seviyesi yüksek olan bireylerde, çeşitli kanser ve 

kardiyovasküler hastalıkların gelişme riskinin azaldığını göstermektedir 

(Anonim, 2005i). 

Ayrıca antioksidanlann toksik oksidasyon ürünlerinin oluşmasını 

engellenmesi ve gıdaların besin kalitesinin muhafaza edilmesinde önemli rolleri 

bulunmaktadır. Gıdalardaki lipid bileşenlerini oksidatif hasara karşı koruyarak 

kalitesini devam ettirmek ve kötü kokuyu engellemek için katkı maddesi olarak 

kullanılmaktadırlar (Um ve ark., 2005). Böylece gıdaların raf ömrününuzamasım 

sağlamaktadırlar (Anonim, 2005i). 

Vücutta serbest radikalleri nötralize eden, oldukça etkili üç antiaksidan 

sistemi bulunmaktadır. Bunlar; 

Vitaminler; vitamin c; tokoferoller, ve ~-karoten ve diğer düşük molekül 

ağırlıklı bileşikler (glutatyon ve ürik asit gibi) 

Enzimler; bakır, çinko veya mangan içeren süperoksit dismutaz, demir 

içeren katalaz ve selenyum içeren glutatyon peroksidaz 
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Proteinler; transferrin, ferritin ve seruplasmin gibi metal bağlayan proteinler 

(Frei, 1994; Elmer ve ark., 2001). 

2.2.1. Antioksidan etki mekanizmaları 

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hücre içinde, enzimatİk olmayanlar 

ise hücre dışında daha fazla etkilidirler. Antioksidanlar etkilerini şu şekillerde 

göstermektedirler: 

1 :Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik ürünlere dönüştürmektedirler. 

Örneğin; katalaz, süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktaz 

2: Radikalleri yakalayıp nötralize ederek etki gösterebilmektedirler. Bu etkiye 

süpürücü etki de denmektedir. Örneğin; vitamin E, vitamin C, glutatyon, ürik asit, 

P-karoten, albumin. 

3: Reaktif oksijen radikallerinin oluşmasını önleyerek ve oluşanın yayılmasını 

engelleyerek etki gösterebilmektedirler. Örneğin; ferritin, transferin, 

seruloplazmin, laktoferin ve mitokondrilerde doğal olarak oluşmuş radikalleri 

suya indirgeyen mitokondriyal sitokrom oksidaz (Kayaalp, 2000). 

2.2.2. Antioksidan çeşitleri 

i) Doğal antioksidanlar 

a) Enzimatİk Antioksidanlar; 

Süperoksit dismutaz, katalaz, selenyum bağımlı glutatyon peroksidaz, 

glutatyon-S-transferaz, glutatyon reduktaz 

b) Enzimalik Olmayan Antioksidanlar; 

Vitamin C, Vitamin E, Vitamin A, fenolik bileşikler, melatonin, ürik asit, 

albumin, haptoglobulin ve hemopeksin, seruloplazmin, transferin ve laktoferrin 

ferritin, bilirubin, lipoik asit, probukol, deferoksamin (Anonim, 2005e). 

22 



ii) Sentetik antioksidanlar 

Besin maddelerine antiaksidan ilavesi, gelişmiş ülkelerde devletin getirdiği 

birtakım kurallara bağlıdır. Amerika'da besin maddelerine ilave edilen 

antiaksidan maddelerin, kullanım amacı ile birlikte, etikette mutlaka belirtilmesi 

istenir (FDA) (Shahidi ve Naczk, 2004). Günümüzde besin maddelerine ilave 

edilmesine izin verilen sentetik antioksidanlar gallatlar [Oktil gallat (C1oH220 5), 

dodesil gallat (Cı9H3o0s), propil gallat (CıoHıı05)], BHT (bütillenmiş hidroksi 

toluol), BHA (bütillenmiş hidroksianisol), TBHQ (tersiyer butil hidrokinon, 

CıoHı40ı) dur (Perrin ve Meyer, 2002; Dunn, 2004; Suja ve ark., 2004). 

2.2.2. 1. Vitamin A ve P-karoten 

Karotenoidler, bitki meyve ve köklerinde yüksek konsantrasyonlarda 

bulunan sarı, turuncu ve kırmızı pigmentlerdir (Larson, 1997; McGill ve ark., 

2003). Hücrede fotosentetik kloroplastlarda bulunmaktadırlar. ~-karoten, 

karotenoidlerin en çok bulunan ve hakkında çalışma yapılan türüdür (Larson, 

1997). ~-karoten, taze patates, yumurta sansı, havuç, kavun, turunçgiller, kayısı 

gibi gıdalarda ve ıspanak gibi yeşil yapraklı sebzelerde bulunmaktadırlar 

(Anonim, 2005j; 2005k). Avitamininin metabolik ön maddesi olan ~-karoten son 

derece güçlü bir singlet oksijen temizleyicisidir. Ayrıca hidroksil, peroksil ve 

alkoksil radikalleriyle de doğrudan reaksiyona girerek, lipid peroksidasyonunu 

önleyebilmektedir (Larson, 1997). ~-karotenin kardiyovasküler hastalıklar, felç ve 

çeşitli kanser türlerine yakalanma riskini azalttığı düşünülürken (McGill ve ark., 

2003; Palozza ve ark., 2003), son yapılan çalışmalar bu hastalıklar üzerine 

koruyucu etkisi olmadığını göstermiştir (Siebert ve Kruk, 2004; Zhang ve Omaye, 

2000). Aynca ~-karoten-retinol kombinasyonunun akciğer kanseri riskini 



arttırdığı saptanmıştır. Serbest radikal üretimini azalttığı bilinen P-karotenin, 

yüksek dozlarda, bazı tümor hücrelerinde serbest radikal üretiminde artışa neden 

olduğu gösterilmiştir (Palozza ve ark., 2003). 

2.2.2. 2. Vitamini C (askorbik asit) 

CH20H 

ı 
CHOH r:ro 

HO OH 

Özellikle taze yeşil sebze, meyve ve turunçgillerde bol miktarda 

bulunmaktadır (Aliste ve Del Mastro, 2004). Çok güçlü bir indirgeyici ajan olan C 

vitamini süperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek 

onları temizlemektedir (Nordberg ve Amer, 2001). Vitamin C plazma 

lipoproteinlerinde lipid peroksitterin oluşumunu engellemektedir. Bu temizleyici 

etkilerini lipid peroksitleri ile reaksiyon sonucu oluşan a-tokoferol radikallerini 

redükte ederek göstermekte ve yine bu mekanizma ile membran lipidleri üzerinde 

koruyucu etki sağlamaktadır (Conklin, 1 998). Aterosklerotik plak oluşumuna 

karşı koruyucu etkisi de bu mekanizma aracılığı ile gerçekleşmektedir. Askorbik 

asit ve GSH intraselüler sulu fazda, hücreyi oksidatif hasardan korumak için 

birlikte çalışmaktadırlar (Nordberg ve Amer, 2001). Metal içeren sulu 

sistemlerde, vitamin C pro-oksidan olarak davranmakta ve metalleri redükte 

ederek oksidasyon katalizatörü görevi üstlenmektedir (Aliste ve Del Mastro, 

2004). Ayrıca, antiproteazların oksidan maddeler ile inaktive olmasını 

engeliernektedir (Conklin, 1998). 



2.2.2. 3. Vitamin E ve tokoferoller 

E vitamini tokoferol yapısında olup, u-, B-, y- ve ö- olarak dört tipin karışımı 

halinde bulunmaktadır. Doğada en yaygın biçimde bulunan u -tokoferol, biyolojik 

aktivitesi ve antiaksidan etkisi en fazla olan tiptir. Vitamin E, en yüksek oranda 

mitokondri ve mikrozornlar gibi membranca zengin hücre kısımlarında 

bulunmaktadır (Larson, 1 997). Bütün tokoferoller genellikle bitkisel yağlardan 

elde edilmektedir. Yapılan çalışmalar, özellikle ateroskleroz ve iskemik kalp 

hastalığı gibi kardiyovasküler hastalıkların ve çeşitli tümörlerin oluşumunun 

önienmesinde rolü olduğunu göstermektedir (Azzi ve ark., 2002; MacDonald­

Wicks ve Garg, 2003). Ancak, son zamanlarda yapılan çalışmalarda bu 

hastalıklara yakalanma riskini değiştirmedİğİ ortaya konmuştur (Kritharides ve 

Stocker, 2002; Vivekananthan ve ark., 2003). içerdiği hidroksil grubu sayesinde, 

peroksil radikallerinde olduğu gibi, eşleşmemiş elektron içeren gruplara etki 

ederek onları indirgemektedir (Nordberg ve Arner, 2001). Bulunduğu biyolojik 

ortamlardaki serbest radikal türlerini süpürerek, peroksidasyonun erken 

döneminde, zar fosfolipidlerindeki çoklu doymamış yağ asitlerinin korunmasında, 

oksidatif strese karşı ilk savunma hattını oluşturmaktadır. Ayrıca, peroksidasyon 

zincirini sonlandırarak singlet oksijen, süperoksit ve daha çok hidroksil 

radikallerini indirgemektedir. Uzun bir süre, antiaksidan aktivitesinin sadece bu 

reaksiyon zincirini sonlandırmasına bağlı olarak gerçekleştiği kabul edilmesine 

karşın bugün vitamin E'nin radikal temizleme, baskılama, onarma ve endojen 

savunmayı artırma mekanizmalarının tümünü kullanabildiği, bu nedenle de çok 

hızlı ve geniş bir antiaksidan etki kapasitesine sahip olduğu gösterilmiştir. y-

tokoferol, hücre genetik yapısı üzerinde güçlü bir mutajen olan peroksinitritin 



oluşum reaksiyonlarının önlenmesinde ve hem peroksit hem de nitrik oksitin 

birikimine karşı bir antieksidan olarak rol almaktadır. Güçlü bir antieksidan 

olması nedeni ile Vitamin E, hücrelerdeki protein sentezi ve membran oluşumu 

gibi son derece önemli işlevleri oksidasyon riskine karşı korumaktadır (Dündar ve 

Aslan, 2005; Larson, 1997). 

2.2.2.4. Süperoksit dismutaz (SOD) 

SOD, iki süperoksiti hidrojen peroksit ve moleküler oksijene çeviren 

reaksiyonu katalize eden bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon 'oksidatif strese karşı 

ilk savunma' sistemini oluşturmaktadır. Çünkü, süperoksit zincirleme radikal 

reaksiyonlarının güçlü bir başlatıcısıdır. Hücresel kompartmanlardaki süperoksit 

düzeyleri bu sistem sayesinde kontrol altında tutulmaktadır (Larson, 1997; 

Turrens, 2004; Henkle-Dührsen ve Kampkötter, 2001). 

Reperfüzyona bağlı bozuklukları düzelttiği bulunmuştur ve iltihap 

dokusunda meydana gelen serbest oksijen radikallerini nötralize ettiği_ için 

romatoid artrit tedavisinde denenınektedir (Kayaalp, 2000). 

soo 

2.2.2.5. Katalaz 

Katalaz esas olarak pereksizamlarda lokalize olan ve yapısında 4 'hem' 

grubu bulunan bir hemoproteindir (Zamocky ve Koller, 1999; Turrens, 2004). 

Karaciğer ve eritrositlerde yüksek aktiviteye sahiptir. Katalaz, SOD aracılığıyla 

oluşan, bir radikal olmamasına karşın en reaktif serbest radikal olan HO· 

radikalinin öncüsü olan ve bu nedenle birçok serbest radikalden daha fazla 

oksidatif hasara neden olan hidrojen peroksitin su ve moleküler oksijene 

parçalanmasını sağlamaktadır (Larson, 1997; Turrens, 2004). Ayrıca bakır veya 

demirin katalize ettiği fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitin hidroksile 

dönüşümünü en aza indirgemektedir (Nordberg ve Amer, 2001). NADPH, katalaz 

enzimine bağlanarak enzimin inaktive olmasını önlemekte ve etkinliğini 

artırmaktadır (Henkle-Dührsen ve Kampkötter, 2001; Zamocky ve Koller, 1999). 



2Hı0 + Oı 

2.2.2.6. Glutatyon (GSH) 

GSH gibi sülfidril içeren moleküller, hücrede fizyolojik pH'larda işlev gören 

aktif indirgen bileşiklerdir (Camera ve Picardo, 2002). Önemli bir intrasellüler 

antioksidandır. Ekstrasellüler aralıkta çok düşük konsantrasyonlarda 

bulunmaktadır. Glutatyon, glutemik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden 

meydana gelmiş olan bir tripeptittir (L-r -glutamil-L-sistein-glisin, GSH) (Dröge, 

2002; Townsend ve ark., 2003). İntrasellüler GSH'ın yaklaşık beşte biri 

mitokondride yer alır (Dröge, 2002). Glutatyon, NO, 0 2-, HO· ve singlet oksijen 

gibi ROT'ini temizler (Camera ve Picardo, 2002) ve glutatyon peroksidaz 

aracılığı ile peroksitlerin indirgenmesinde elektron verici olarak görev almaktadır 

(Camera ve Picardo, 2002) . Glutatyonun en iyi bilinen fonksiyonu selenyum 

içeren bir enzim olan glutatyon peroksidazın substratı olmasıdır. Ayrıca glutatyon, 

H20 2 ile direkt okside olma yeteneğine sahip çok az sayıdaki antioksidandan bir 

tanesidir (Larson, 1 997). Bunun dışında proteinlerdeki -SH gruplarını redükte 

halde tutar ve bu grupları oksidasyona karşı muhafaza etmektedir. Demirin Fe+2 

(ferro) halde turnlmasını sağlamaktadır. Böylece, protein ve enzimierin 

inaktivasyonunu engeller ve rejenere olmalarını sağlar (Camera ve Picardo, 2002). 

N-asetil sistein hücre membranını geçip hücre içinde sisteine dönerek GSH 

üretimini artırmaktadır (Anonim, 2005e). Olutatyon peroksidaz ve glutatyon 

redüktaz tarafından katalizlenen reaksiyonlar sırasında GSH tüketilmemekte, 

yeniden kullanılabir hale getirilmektedir. Ancak glutatyon-S-transferaz tarafından 

katalize edilen reaksiyoncia GSH miktarı azalır (Camera ve Picardo, 2002). 

GSH + OH as· + Hı O 

GSH + Oı·- + H+ as· + Hı O ı 

GSH + R as· + RH 

as· + O ı o soo· 
GSOO·+ O ı·- + H+ O ı + GSOOH 

GSOO" + o soo· 20ı + GSSG 



2.2.2.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Olutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve büyük moleküllü lipid 

hİdroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumlu olan enzimdir (Turrens, 2004). Bu 

enzim 4 selenyum atomu içeren tetramerik yapıda bir enzimdir ve sitozolde 

yerleşmiştir (lmai ve Nakagawa, 2003). Aktivitesi karaciğerde en yüksek; kalp, 

akciğer ve beyinde orta; kaslarda ise düşük seviyededir. 

Aşın hidrojenperoksit varlığında, GPx, iki molekül glutatyonun (GSH) 

arasında disülfid köprüsü kurarak, okside glutatyon (GSSG, glutatyon disülfid) 

oluşumunu katalize etmektedir. Bu arada H20 2 de suya dönüştürülerek detoksifiye 

edilmiş olur. GSSG, N AD PH' m elektron donörü olarak tüketilmesi sonucu tekrar 

GSH' a dönüşmektedir (Camera ve Picardo, 2002; Imai ve Nakagawa, 2003). 

Selenyum içeren GPx' in 4 türü vardır. GPx 1 yani klasik GPx, kırmızı kan 

hücrelerini oksidasyon nedeni ile hemoliz olmaktan korumaktadır. Sitozolik veya 

sellüler GPx olarak da bilinir. Yağ asidi hİdroperoksit gibi yüksek polariteye sahip 

organoperoksitlerin ve HzOz'nin indirgenmesini katalize etmektedir. 

Gastrointestinal sistemde bulunan GPx2 (GPx-GI) sitozolde meydana 

gelmektedir. GPxl ile benzer yapıdadır ve aynı şekilde etki göstermektedir. 

İnsanlarda GPx-GI mRNA sadece karaciğer ve bağırsakta bulunurken, ratlarda 

GPx-GI mRNA çoğunlukla gastrointestinal sistemde bulunmaktadır. Üçüncü form 

olan GPx plazmada bulunur ve pGPx veya ekstraselüler GPx olarak adlandınlır. 

Daha çok böbrekte proksimal tübülün epitelyal hücrelerinde bulunur. Dördüncüsü 

ise fosfolipid hİdroperoksit GPx' dir. Diğer türlerin fosfolipid hİdroperoksitler 

üzerine etkisi bulunmazken, bu tür etkilidir. Fosfolipid hİdroperoksit GPx en fazla 

testislerde tesbit edilmiştir (Imai ve Nakagawa, 2003). 

2.2.2.8. Glutatyon Redüktaz (GR) 

Daha önce de belirtildiği gibi, GPx tarafından HzOz ve diğer lipid 

peroksitlerin redüksiyonu sırasında, glutatyon, okside GSH' a dönüşür. Bu okside 

formun daha sonra tekrar kullanılabilmesi için tekrar redükte GSH' a 

dönüştürülmesi gerekir. Çünkü organizmanın GSH deposu sınırlıdır. GR, NADPH 

varlığında GSSG tekrar redükte GSH çevirir (Camera ve Picardo, 2002; Imai ve 

Nakagawa, 2003) . 
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2.2.2.9. Glutatyon-S-Transferaz (GST) 

GST değişik türlerdeki elektrofilik bileşiklerin glutatyon ile konjugasyonunu 

katalize eder. GST sellüler detoksifikasyon sisteminin önemli bir kısmını 

oluşturmakta ve hücreyi ROT' ne karşı korumaktadır. Bütün ökaryotik ve 

prokaryotik sistemlerde, sitozol, mikrozornlar ve mitokondride bulunmaktadır 

(Landi, 2000). Membrana bağlı mikrozornal ve sitozolik GST olarak iki ana sınıfa 

aynlmaktadır (Townsend ve ark., 2003). Mikrozornal GST lökotrienlerin ve 

prostaglandinlerin endojen metabolizmalannda anahtar rol oynamaktadır 

(Townsend ve ark, 2003). 

GST'ler organizmaya gıren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 

önemli rol oynamaktadırlar (Bladeren, 2001). GST'lar başta araşidonik asit ve 

linoleat hİdroperoksitleri olmak üzere lipid hidroperoksitlere (ROOH) karşı Se­

bağımsız glutatyon peroksidaz aktivitesi göstermektedirler (Anonim, 2005e). DNA 

hidroperoksitleri, hidroksialkenal ve propenal bazı gibi zararlı bileşikleri 

detoksifiye etmektedir (Bladeren, 2001). Antiaksidan aktivitelerine ilaveten çok 

önemli başka biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Hem, bilurubin ve bazı 

kortikosteroidler gibi endojen maddeleri reversibi olarak bağlayarak bunlann 

hücre içi transportunda görev almaktadırlar (Anonim, 2005e) 

2.2.2.10. Melatonin 

Memelilerde pineal bezden salgılanan bir ürün olan melatonin (N-asetil-5-

metoksitiriptamin) HO' radikalini temizleyen çok güçlü bir antioksidandır. HO' 

nun yanı sıra hidrojen peroksit, nitrik asid, peroksinitrit ve peroksinitrik asiti de 

süpürmektedir (Reiter, 2003; Vijayalaxmi, 2004). HO' ile reaksiyona girdikten 

sonra bir indolil katyon radikaline dönüşmektedir. Bu da ortamdaki Üz-. radikalini 

tutarak antiaksidan aktivite göstermektedir. Lipofilik olması nedeniyle hücrenin 

hemen tüm organellerine ve birçok dokuya rahatça girerek geniş bir alanda 

aktivite göstermesi, hücre çekirdeğine girebilmesi nedeniyle DNA'yı oksidatif 

hasara karşı koruması, çok yüksek dozlarda ve uzun süreli kullanımında bile 



toksik bir etki gösterınemesi ve prooksidan aktivite gösterınemesi diğer 

antioksidanlara oranla daha çok tercih edilmesine neden olmaktadır (Anonim, 

2005e). 

Ayrıca, SOD, GPx, GR gibi antiaksidan enzimleri stimüle ederken, NOS 

gibi prooksidatif enzimi de inhibe etmektedir (Reiter ve ark., 2002; · Okatani, 

2002). 

Y aşianma ile birlikte melatonin de azaldığı için yaşianma ve yaşlanmaya 

bağlı bazı hastalıkların patojenezinde önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir 

(Martfnez-Cruz ve ark., 2002; Karasek, 2004). 

2.2.2.11. Ürik asit 

Pürin nükleotidleri katabolizasyonunun son ürünü olan ürik asit (Kochansky 

ve Strein, 2000) veya 8-hidroksantin, pürin yapısında olan oldukça aktif bir 

antioksidandır. Antiaksidan aktivitesi pH ile artar, pH 3' te etkisizdir, pH 5' te 

orta derecede etkilidir ve pH 7 üstünde oldukça etkilidir (Larson, 1997). Normal 

plazma konsantrasyonlarında lipid radikalleri dışında tüm serbest radikalleri 

temizlemektedir (Anonim, 2005e). Ürik asitin antiaksidan aktiviteye sahip 

olmasına neden olan bir diğer mekanizma metal iyonları ile kompleks 

oluşturabilmesidir. Ürik asit bakır tarafından indüklenen fenton reaksiyonunu 

inhibe ederek H20ı'nin HO" radikaline dönüşümünü önlemektedir (Larson, 1997). 

Ürik asit aynı zamanda LDL oksidasyonu sırasında prooksidan gibi 

davranarak ROO· veya bakırın indirgemesini sağlamaktadır (Sanguinetti ve ark., 

2004). 

2.2.2.12. Albümin 

Albümin içerdiği çok sayıdaki sülfidril grubu aracılığıyla bakır iyonlarını 

sıkı olarak bağlamakta ve bakır bağımlı lipid peroksidasyonu ile HO" oluşumunu 

inhibe etmektedir. Albümin aynı zamanda etkin bir HOCl temizleyicisidir, kanda 

serbest yağ asitlerini taşımakta ve bilirübini bağlamaktadır. Bu bağlı bilirübinin de 

antiaksidan etki gösterdiği bildirilmiştir (Anonim, 2005e). 



2.2.2.13. Bilirübin 

"Hem" katabolizmasının sonucunda oluşan safra pigmenti bilirübinin lipid 

peroksidasyonunu inhibe ettiği ve HO" ve H20 2 radikallerinin temizleyicisi olduğu 

bilinmektedir (Anonim, 2005e). 

2.2.2.14. Seruloplazmin 

Plazmada major bakır ıçeren proteindir. Seruloplazmin ferro-oksidaz 

aktivitesi göstererek Fe+2'i, Fe+3'e okside etmektedir. Böylece Fenton 

reaksiyonunu ve serbest radikal oluşumunu inhibe etmektedir. Demir ve bakır 

bağımlı lipid peroksidasyonunu önleyici etki göstermektedir. Aynı zamanda bir 

akut faz reaktanıdır ve inflamasyonda seviyesi artmaktadır (Anonim, 2005e). 

2.2.2.15. Ferritin 

Dokulardaki demiri bağlayarak serbest radikal reaksiyonlannda yer almasını 

engeliernektedir (Anonim, 2005e). 

2.2.2.16. Transferin ve Laktoferrin 

Transferin dolaşımdaki, laktoferin lökositlerdeki serbest demiri bağlar ve 

serbest radikal oluşumunu önlemektedir (Anonim, 2005e). 

2.2.2.17. Haptoglobin ve Hemopeksin 

Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir vererek gerekse 

doğrudan peroksitlerle etkileşerek lipid peroksidasyonunu uyarabilir. Haptoglobin 

hemoglobini, hemopeksin "hem"i bağlayarak bu demir bileşiklerinin lipid 

peroksidasyo~unu uyarmasını engeliernektedir (Anonim, 2005e). 

2.2.2.18. Probukol 

Kan kolesterolünü düşürmede kullanılan bir ilaç olup güçlü antiaksidan 

özelliği vardır. Lipid peroksidasyon zincirini kıncı özellik taşımaktadır (Anonim, 

2005e). 
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2.2.2.19. Deferoksamin (DFO) 

DFO, Fe+3'ü bağlar ve oluşan bu kompleksteki demirin indirgenmesi son 

derece zordur. Bu sayede serbest radikal oluşumuna katılamaz (Anonim, 2005e). 

2.2.2.20. Lipoik Asit 

Metabolizma ve enerji üretiminde yer alan çeşitli mitokondrial enzimierin 

ko-faktörü olarak bulunan doğal bir bileşiktir (Cadenas ve Packer, 2002). Lipid 

peroksidasyonunu önlemektedir. HO· ve singlet oksijen toplayıcısıdır. H20 2'i 

indirgemektedir. Vitamin E tüketimine karşı koruyucudur (Anonim, 2005e). 

2.2.2.21. Polifenolik bileşikler 

Fenolik bileşikler antiaksidan aktivite kapasitelerinden ve sağlık üzerine 

gösterdiği yararlı etkilerden dolayı son yıllarda dikkat çeken bir konu haline 

gelmiştir (Wollgast ve Anklam, 2000). 

Fenolik bileşiklerin antiaksidan ve antikarsinojenik etkileri, epidemiyolojik 

çalışmalarda, koroner kalp hastalıklan ve kansere yakalanma riski ile bu fenolik 

bileşikleri içeren sebze ve meyve tüketimi arasındaki korelasyon gösterilmiş 

(Cadenas ve Packer, 2002), biyolojik ve biyokimyasal verilerle desteklenmiştir 

(Servili ve ark., 2004; Gorinstein ve ark., 2004a; Abdel-Wahab ve ark., 2003; 

Skerget ve ark., 2005). 

Fenolik bileşikler 2 gruba aynlmaktadırlar. Bunlar flavonoidler ve fenolik 

asitlerdir (Ho, 1991). 

i) Flavonoidler 

Flavanoidler, bitkilerden elde edilen fenolik bileşiklerin en geniş ve en 

yaygın grubunu oluşturan fenolik yapılı bileşiklerdir. Bitkilerde 4000'in üzerinde 

flavonoid yapılı bileşik bulunduğu tespit . edilmiştir. Flavon yapısından 

türevlenmiş bu heterosiklik bileşikler oksidasyon durumlan ve substütisyon 

özellikleri farklı flavonoller, flavanoller, flavononlar, flavanlar ve kateşinlerden 

oluşan cok büyük bir sınıfdır. Başta pekçok meyve ( turuçgiller, elma gibi) ve 



sebze olmak üzere kırmızı şarap ve soyada yüksek oranda flavonoid yapılı bileşik 

bulunmaktadır (Zand ve ark., 2002). 

o 
Flavon 

o 
Flavanol 

Katesin 

Rı 

Flavonol 

Rı 

Flavonon 

Flavonoidler kimyasal olarak elektron verici özellik göstermektedir. A ve B 

halkalarının hidroksilasyon ve alkoksilasyon şekilleri çok fazla faklılık 

göstermekte ve bu özellikleri antioksidan madde olarak değerlendirilmelerine 

neden olmaktadır. Özellikle C halkasında 3 nolu karbondaki -OH grubu 

antioksidan etki açısından çok önemlidir. Süperoksit, singlet oksijen, lipid 

peroksit radikaller ve/veya oksidatif süreçlerde rol alan serbest radikalleri 

süpürmektedirler. Bu süreçler sırasında flavanoidler serbest radikal haline 



dönüşürler. Ancak, konjuge yapıları orbitalde kalan elektronun kısmen inaktif 

olmasını sağlanı.aktadır (Larson, 1997). 

Antiaksidan aktiviteleri taşıdıkları hidroksil gruplarının sayısı ve pozisyonu 

ile ilgidir. LDL oksidasyonunun inhibisyonunu sağlamaktadırlar. Antioksidatif 

etkileri sadece indirgeme kapasitelerine bağlı olmayıp, protein bağlama özellikleri 

ile de ilişkilidir. LDL üzerinde, oksidasyona uğrayacak bölgenin yapısına 

uygunluğu sayesinde oksidatif atağı bloke etmekte ve LDL oksidasyonunu 

önlemektedirler (Aviram ve Fuhrman, 1998; Birt ve ark., 2001). 

Antiaksidan etkileri olduğu gibi pro-oksidan özellik taşıdıkları da 

bildirilmiştir (Galati ve O'Brien, 2004). 

ii) Fenolik asitler 

Bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan fenolik asitler bitkilerdeki 

sekonder metabolitlerdir. Genellikle glikozitlerin ya da organik asitlerin esterleri 

halinde ve bitkide proteinlere veya hücre duvarı polimerlerine bağlı olarak 

bulunmaktadırlar. Sadece küçük bir grubu doğada serbest olarak bulunmaktadır. 

Bu tip bileşiklerin gıdalarda bulunması besinierin stabilitesini , rengini, kokusunu, 

besin değerini ve kalitesini belirgin olarak etkilemektedir (Robbins, 2003). 

Fenolik asit içeren pekçok bitki damar, viral, gastrointestinal ve mikrobiyal 

hastalıklar ve inflamasyonlu hastalıklar da tedavi edici olarak kullanılmaktadır 

(Robbins, 2003). Üzüm kabuk ve çekirdekl~ri (Yılmaz ve Toledo, 2004), buğday 

kepeği (Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999), greyfurt (Gorinstein ve ark., 

2004b), adaçayı (Salvia ssp.) (Bozan ve ark., 2002), Sideritis (Tunalıer ve ark., 

2004) gibi bitkiler ve tarçın, kimyon, sumak, karabiber gibi baharatlar (Bozan ve 

ark., 2003), ayrıca şarap (Minussi ve ark., 2003), zeytinyağı (Servili ve ark., 2004; 

Owen ve ark., 2000) gibi bitkisel ürünlerin antiaksidan aktivite gösterdikleri 

bildirilmiş ve bu etkilerin içerdikleri fenolik asitlerden kaynaklandığı tesbit 

edilmiştir (Minussi ve ark., 2003; Servili ve ark., 2004; Owen ve ark., 2000; 

Gorinstein ve ark., 2004a; Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999). 



Fenolik asitler temel olarak, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit 

türevlerinden oluşmaktadır (Ho, 1991). 

p-OH benzoik asit, prokateşik asit, vanilik asit, gallik asit, salisilik asit 

sirinjik asit ve ellajik asitler hidroksibenzoik; kafeik asit, o-kumarik asit, p­

kumarik asit, ferulik asit, klorojenik asit ve tr-sinnamik asit hidroksisinnamik asit 

türevleridir (Cadenas ve Packer, 2002; Lodovici ve ark., 2001; Minussi ve ark., 

2003). 

Yapılan çeşitli antiaksidan aktivite çalışmalannda, hidroksisinnamik asit 

türevlerinin hidroksibenzoik asit türevlerine göre daha etkili olduğu gösterilmiştir 

(Marinova ve Yanishlieva, 2003). 

Fenolik asitler antiaksidan aktivitelerini, hidrojen atomlannı vererek (Sousa 

ve ark., 2004) hidroksil, singlet oksijen, peroksil, peroksinitrit radikallerini 

süpürerek veya geçiş metalleriyle şelat oluşturarak gerçekleştirmektedirler 

(Cadenas ve Packer, 2002; Lodovici ve ark., 2001; Sroka ve Cisowski, 2003; 

Javanınardİ ve ark., 2003). 

Fenolik asitlerin lipid peroksidasyonunu önlediği gösterilmiştir. Direkt 

olarak LDL oksidasyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedirler. Aynca 

arteriyel duvarda birikip arteriyal makrofajlardaN AD PH oksidazın aktivasyonunu 

inhibe ederek makrofaj lipid peroksidasyonunun da önüne geçmektedirler 

(Cadenas ve Packer, 2002; Hughes ve ark., 1991; Vieira ve ark., 1998). 

Fenolik asitlerin antiaksidan etkileri yapılanyla ilgilidir (Tapiero ve ark., 

2002). Etki aromatik halkada taşıdıklan hidroksil gruplannın sayısına, bağlanma 

yerine ve karşılıklı pozisyonlanna bağlıdır (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka 

ve Cisowski, 2003; Peyrat-Maillard ve ark., 2000). 

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p-OH 

benzoik asit, prokateşik asit ve vanilik asit' in ~-karoten-linoleik asit sisteminde 

antiaksidan aktiviteleri ve DPPH radikali üzerinden radikal süpürücü aktiviteleri 

test edilmiş, -OH grubunun sayısının artmasıyla etkinin arttığı gözlenmiştir 

(Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000). Metoksil grubu 

taşıyan fenolik asit türevinin, taşımayan türeve göre daha etkili olduğu tesbit 

edilmiştir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza, 2000). 



Ayrıca hidroksil gruplarının birbirine orto-pozisyonundan bağlı olması etki 

açısından avantaj olarak görülmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003). 

Fenolik asiderin antioksidan özelliklerinin yanı sıra pro-oksidan özellikleri 

de bildirilmiştir (Labieniec ve ark., 2003; Kerry ve Abbey, 1997; Skerget ve ark., 

2005; Fukumoto ve Mazza, 2000). HPLC methodu ile; linoleik asit emülsiyonuna 

bakır ilave edilerek ortam oksitlenmiş, malonaaldehit yüzdeleri ölçülerek kafeik 

asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p -OH-benzoik asit, 

prokateşik asit ve vanilik asit' in düşük konsantrasyonlarda pro-oksidan etki 

gösterdiği ispatlanmıştır. BHT ve BHA' da sözkonusu etkiye rastlanmamıştır 

(Fukumoto ve Mazza, 2000). 

0,5 ~ kafeik asitin oksidasyonu başlama safhasında inhibe ettiği, 0,1 J..LM 

kafeik asitİn bakır aracılıklı oluşan LDL oksidasyonunu yayılma safhasında 

arttırdığı ve bu pro-oksidan aktiviteyi hidroksil radikalinin oluşumunu stimüle 

ederek sağladığı tesbit edilmiştir (Yamanaka ve ark., 1997). 

a) Hidroksibenzoik asit Türevleri 

1) Gallik asit (3,4,5-trihidroksi benz'oik asit) 

COOH 

HO OH 
OH 

Çok güçlü bir antioksidandır. DPPH radikal süpürücü aktivite tayiniyle 

fenolik asitler arasında en güçlü etki gallik asitte gözlenmiştir (Sroka ve Cisowski, 

2003). Propil gallat gıda ve diğer hazır ürünlerde antioksidan olarak kullanılan 

sentetik gallik asit türevidir (Larson, 1997; Labieniec ve ark., 2003). Çilek, üzüm 

(Cadenas ve Packer, 2002), soya fasulyesi (Moran ve ark., 1997), mazi, kestane 

ağaç kabuğu (Ephraim ve ark., 2005) gibi bitki ve ağaçlarda oldukça yaygın 

bulunur. En önemli gallik asit kaynağı yeşil çaydır. Apoptozu arttırarak hayvan 



tümör hücreleri öldürme yeteneğinin (Lodovici ve ark., 2001) yanı sıra DNA' da 

oksidatif hasara neden olduğu bildirilmiştir. Yüksek miktarlarda alındığı zaman 

toksik etki göstermektedir (Labieniec ve ark., 2003). 

II) Protokateşik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit) 

COOH 

OH 

OH 

Soya fasulyesi (Moran ve ark., 1997) ve kekikte (Origanum vulgare) 

(Skerget ve ark., 2005) bulunmaktadır. Lipid peroksidasyonunu güçlü bir şekilde 

inhibe ettiği fakat DPPH radikali süpürücü etkisinin zayıf olduğu gösterilmiştir 

(Sroka ve Cisowski, 2003). 

III) Salisilik asit (2-hidroksi benzoik asit) 

Yapısında tek hidroksil grubu taşıması nedeniyle düşük antiaksidan 

aktiviteye sahiptir (Sroka ve Cisowski, 2003). Huş ağacı kabuğu ve kışın 

yapraklannı dökmeyen ağaçlann yapraklannda bulunmaktadır (Wındholz, 1983). 

Antiseptik etkilidir ve kullanılmaktadır (Kayaalp, 2000). 



IV) V aniilik asit (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit) 

COOH 

OMe 

OH 

Şarap (Minussi ve ark., 2003), buğday kepeği (Yu ve Zhou, 2005) ve 

ökaliptusta (Eucalyptus globulus) (Gonzalez ve ark., 2004) bulunmaktadır. 

V) p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksi benzoik asit) 

COOH 

OH 

Eucalyptus globulus' da bulunmaktadır (Gonzalez ve ark., 2004) 

b) Hidroksisinnamik asit Türevleri 

1) Kafeik asit (3,4-hidroksi sinnamik asit) 

COOH 

HO 

OH 

Hidroksisinnamik asitlerin doğada en sık rastlanan türevidir (Tapiero ve 

ark., 2002). Elma, üzüm, eıik, yulaf gibi çeşitli meyvelerde mevcuttur. Nitrite 

hızlı bir şekilde etki ederek nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve Ferraro, 

1991; Packer ve ark., 1999). İlk olarak 1976'da invitro sıçan beyin homojenatında 

lipid peroksidasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Cadenas ve Packer, 2002). 



Daha sonra kafeik asit içeren bitkilerin ekstrelerinde yapılan çalışmalarda, 

antiaksidan aktivite ve serbest radikal süpürücü etki gösterdiği kanıtlanmıştır 

(Servili ve ark., 2004; Sroka ve Cisowski, 2003; Yu ve Zhou, 2005). 

Il) Ferulik asit (3-hidroksi 4-metoksi sinnamik asit) 

COOH 

OMe 

OH 

Portakal ve greyfurt potansiyel ferulik asit kaynağıdır (Naim ve ark., 1991). 

Elma, üzüm, erik, yulaf gibi çeşitli meyvelerde de mevcuttur (Huang ve Ferraro, 

I 99 I). Genellikle hücre duvarının yapısında karbonhidratlarla ester halinde 

bulunmaktadır (Larson, 1997). 

III) p- Kumarİk asit ( 3-hidroksisinnamik asit) 

o-Kumarik asit ( 2-hidroksisinnamikasit) 

COOH 

OH 

p- Kumarik asit 

COOH 

OH 

o- Kumarik asit 

Portakal (Sousa ve ark., 2004), kiraz (Cadenas ve Packer, 2002), kahve, 

çikolata ve şarapta (Abdel-Wahab ve ark., 2003) bulunmaktadırlar. p-kumarik 

asitin, kardiyotoksik etkili antikanser-antibiyotik doksorubisin'in neden olduğu 

oksidatif strese karşı koruma sağladığı rapor edilmiştir (Abdel-Wahab ve ark., 

2003). 



IV) tr-sinnamik asit 

COOH 

Aldoz redüktaz inhibisyonu sonucu glukozun sorbitele dönüşmesini 

engelleyerek çeşitli diyabetik komplikasyonları engellediği ileri sürütınektedir 

(Garrote ve ark., 2004). Sığala yağı, peru ve tolu balsamları, tarçın ve koka 

yapraklarından elde edilen yağda bulunmaktadır (Wındholz, 1983) 

2.2.2.22. Sentetik antioksidanlar 

i) BHT (Bütillenmiş hidroksi toluol) 

OH 

(CH3)C C(CH3) 

Fenalik antioksidanların sentetik olarak geliştirilmiş alternatiflerindendir (Ho, 

1991). Ucuz olması, kararlı yapıda olmaları açısından en sık kullanılan sentetik 

antioksidanlardandır. Monohidrik bir fenalik antioksidandır. Yiyecek 

endüstrisinde kullanılmadan önce petrol ürünlerini oksidatif zamklaşmadan 

korumak için kullanılmaktaydı (Shahidi ve Naczk, 1995). Yağda ve alkolde 

çözünen, suda çözünmeyen beyaz renkli ve kristal yapıda bir maddedir. BHT 

bitkisel yağlardan çok hayvansal yağlarda oksidasyonu önleme özelliğine sahiptir. 
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BHT' nın akciğerde oluşmuş olan tümörü geliştirdiği gösterilmiştir. Bu tarz 

karsinojenik aktivitelerinin olduğunu düşündüren çalışmalardan sonra kullanımına 

kısıtlamalar getirilmiştir (Huang ve Ferraro, 1991 ). 

ii) BHA (bütillenmiş hidroksianisol) 

OH 

(CH3)C 

Hayvansal ve bitkisel yağlarda çözünen, suda çözünmeyen monohidrik fenolik 

antioksidandır. Beyaz zamkımsı tabakalar halindedir. BHT gibi yiyecek 

endüstrisinde kullanılmadan önce petrol ürünlerini oksidatif zamklaşmadan 

korumak için kullanılmaktaydı. Günümüzde özellikle uçucu yağların rengini ve 

kokusunu korumak için kullanılmakta ve bu özelliği nedeniyle pekçok besin 

maddesine ilavesine izin verilmektedir. BHA kısmen kısa zincidi yağ asitlerinin 

(hindistan cevizi ve hurma çekirdeği yağlarında bulunan) oksidasyonunu kontrol 

altına almak için kullanılır (Shahidi ve Naczk, 1 995). Bazı durumlarda tersiyer 

butil grubunun, fenolik hidroksil üzerinde koruma meydana getirdiği ileri 

sürülmektedir. Bu durum, molekülü dış reaksiyonlardan korumakta ve daha az 

uç ucu ve daha çok yağda çözün ür bir forma dönüştürmektedir. BHA 'nın 1983 

yılında karsinojenik aktivitesi bildirilmiştir. Fare, sıçan ve hamsterların 

midelerinde kanser oluşumuna neden olmuş fakat köpeklerde böyle bir aktivite 

gözlenmemiştir (Ho, 199 1 ). 

BHA ve BHT nin uçucu özellikleri nedeniyle paketlenmiş besin maddelerine 

ilaveleri tercih edilir , çünkü bir süre sonra ortamdan uzaklaşırlar. Besiniere ya 

direk olarak ya da emülsiyon halinde ilave edilirler. İkisi birlikte kombine halde 

ilave edilirlerse sinerjik etki gösterdikleri tesbit edilmiştir. Fındık ve ürünlerinin 

oksidatif reaksiyonunu BHT ve BHA kombinasyonları engeller (Shahidi ve 

N~czk, 1995). 



iii) Galatlar 

Gallatlar; gallik asitin propanol esteridir. Fenolik bileşiklerdeki gibi 

antioksidan aktivitelerinde hidroksil grupları önemli rol oynamaktadır. Oktil gallat 

(CıoHııOs) ve dodesil gallat (Cı9H3o0s) katı ve sıvı yağlarda yüksek çözünürlüğe 

sahip iken, propiJ gaHat (CıoHııOs) suda daha iyi çözünmektedir. Dodesil esteri 

en iyi, propil gallat en zayıf antioksidan etkiye sahiptir (Fuji ta ve Kubo, 2002). 

Beyaz kristalize bir toz olan propil gallat hayvansal ve bitkisel yağların 

korunmasında kullanılmaktadır. Kaynama noktası 148°C olan PG ısıtma 

sırasında etkisini kaybeder bu nedenle kızartılarak ( 1 90°C de) saklanan besin 

maddeleri çin uygun değildir. 

iv) TBHQ (tersiyer butil hidrokinon, CıoHı40ı) 

Karakteristik kokusu olan bir maddedir. TBHQ'un bitkisel yağlardaki 

antioksidan aktivitesi diğer antioksidanlardan daha fazladır. Gallatlardan farklı 

olarak ortamda demir varlığında renk bozulmasına neden olmaması ayrıca, BHT 

ve BHA' dan daha az uçucu, yüksek sıcaklığa daha dayanıklı ve etkisini katıldığı 

üründe daha fazla göstermesi TBHQ için avantaj olarak görülmektedir (Khan ve 

Shahidi, 2001; Shahidi ve Naczk, 2004). 

2.2.2. Antioksidan aktivite tayin yöntemleri 

2.2.2.1. Lipid peroksidasyon u inhibisyonuna dayalı yöntemler 

i) Peroksit sayısı 

Peroksit sayısını ölçmek için en çok başvurulan yöntem iyodometrik titrasyon 

yöntemidir. Asetik asitteki potasyum iyodürden serbest hale geçen iyodun 

tiyosülfat ile titrasyonu sonucu peroksit içeriği değerlendirilmektedir (Frankel ve 

Meyer, 2001). 

ii) Schaal fırın testi 

Bu testte ısıya karşı oksidatif kararlılık ölçülmektedir. Kişisel koku ve tat 

du yusuna göre karar verilmektedir (Frankel ve Meyer, 2001). 



iii) Tiyobarbütirik asit testi(TBARS) 

TBA yöntemi doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu ile oluşan 

monoaldehitlerin (MDA), glasiyel asetik asit ve 2-tiyobarbütirik asitle ısıtılması 

sonucu verdikleri kırmızı rengin şiddetinin spektrofotometrik yöntemle ölçülmesi 

esasına dayanmaktadır. Şu anda en çok kullanılan lipid peroksidasyon tayin 

yöntemidir. Kullanılan örneklerin lipoprotein fraksiyonlarının asit ile 

çöktürülmesi reaksiyonun spesifıkliğini artırmaktadır. Kullanılacak örnekler 

-80°C'de 1-2 ay saklanabilir (Anonim, 2005e; Callaway, 1998). 

MDA için HPLC analizleri de mevcuttur. Bu teknik daha fazla zaman alıcı, 

fakat daha spesifiktir. C18 kolon ve asetonitril veya metanol gibi mobil fazlar 

analiz için uygundur (Anonim, 2005e). 

iv) p -karoten-linoleik asid sistemi 

Bu yöntemde, antiaksidan aktivite linoleik asit sisteminde P-karotenin 

oksidasyonu ölçülerek tayin edilmektedir (Vaya, 1997). Reaksiyon sonunda 

çözeltide P-karotenin kaybolan karakteristik sarı renginin absorbansı 470 nın'de 

UV-Spektrofotometre'de kaydedilerek, sonuçlar standart olarak kullanılan 

sentetik antioksidanlar ile karşılaştırılarak verilmektedir (Martin ez, 2001; Leja, 

2001; Wettasinghe ve Shahidi, 1997). Reaksiyon genellikle 50°C civarında başlar, 

basit,duyarlı ve hızlı bir yöntemdir (Gonzalez ve ark., 2004; Fukumoto ve Mazza, 

2000). 

v) Ransimat yöntemi 

Çeşitli antioksidanların antioksidatif potansiyellerini değerlendirmek için 

kullanılan bir yöntemdir. Kullanılan sabit yağın acılaşması sonucu oluşan lipid 

oksidasyon ürünü küçük moleküllerin elektrik geçirgenliğindeki artışı ölçmeye 

dayanan Ransimat cihazı ile gerçekleştirilmektedir (Shahidi ve Naczk, 2004; Chen 

ve Ho, 1997) 



2.2.2.2. Serbest radikal süpürücü etki tayin yöntemleri 

i) DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal süpürücü Etki 

DPPH, kararlı bir radikaldir , ve bir elektron veya hidrojen kabul eder. 

Antioksidanların, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme yetenekleri 

üzerinden süpürücü etki gösterdikleri düşünülmektedir. Bu yöntem ile 

antioksidanların stabil DPPH radikalini indirgenmiş DPPH (DPPH-H) formuna 

getirme yeteneği değerlendirilir. 

DPPH + AH DPPH-H + A' 

Diğer yöntemlerle karşılaştırıldığında kısa zamanda sonuç veren bir 

yöntemdir (Sanchez-Moreno ve ark., 1998; 1999). 

ii) TRAJ> (total radikal-trapping parameter) 

Plazma ve serum' un toplam antioksidan kapasitesini ölçmek için 

geliştirilmiştir. 2,2-azobis (2-amidinopropan) hidroklor (ABAP) , antioksidanları 

oksitlemek için peroksil radikallerini üretmektedir. İndüksiyon süresi standart 

olarak kullanılan Troloks'unki ile karşılaştırılmaktadır. Oksidasyon olayı oksijen 

absorbsiyonu ile gözlenebilmektedir (Frankel ve Meyer, 2000; Sandoval ve ark., 

2002). 

iii) Total Antioksidan Kapasite (TEAC) Ölçümü 

Troloks eşdeğer antioksidan kapasite (TEAC) denen bu yöntemle total 

antioksidan kapasite ölçülebilmektedir. Bu amaçla, vitamin E, ~-karoten, 

flavinoidler, GSH, ürat, bilirübin, transferrin, seruloplazmin, albümin, GPx, Se, 

SOD, katalaz seviyeleri değerlendirilmektedir. Yöntemin temeli; radikallerin 

ABTS (2,2' -azinobis-(3-etilbenzotiyazolin)-6-sulfonik asit) ile reaksiyon 

vermesine dayanır. 

Oksijen radikali absorblama yeteneği de aynı TEAC'nin tespiti ıçın 

kullanılır, fakat burada floresans ölçümü yapılmaktadır (Anonim, 2005e). 



iv) Süperoksit anyon süpürücü aktivite testi (FRAP) 

Antioksidanlann elektron yoklama kapasitesi ile doğru orantılı olan demir 

indirgeme gücünü doğrudan antioksidanın demir-III-tripidil-triazine kompleksini 

(Fe+3-TPTZ), demir-II-kompleksine (Fe+2-TPTZ) indirgeyebilme yeteneğiyle 

ölçmektedir (Frankel ve Meyer, 2001). 

v) Elektron Paramagnetik Rezonans Spektroskopisi (EPR) 

Bu tekniğe, Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi de (ESR) denilir. Bu 

yöntem en çok kullanılan doğrudan radikal ölçüm yöntemidir. Radikallerin 

bünyesinde bulunan magnetik enerji seviyesinin dışandan uygulanan bir magnetik 

alanla iki farklı enerji seviyesine aynlma olayı üzerine kurulmuştur. Yöntemin 

dezavantajı birkaç saniye gibi kısa ömürlü radikallerin ölçüm işleminin zor 

olmasıdır ve bu yüzden sadece uzun ömürlü radikaller doğrudan analiz 

edilebilmektedir. Bu dezavantajı yenmek için kısa ömürlü radikaller spin tuzağı 

denilen nitrozo veya nitron içeren bileşiklerle reaksiyona sokulup uzun ömürlü 

türevler oluşturulur ve analiz ancak bu şekilde mümkün hale gelebilmektedir 

(Rice-Evans ve ark., 1991, Anonim, 2005e). 



3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1.1. Materyal 

3.1.2. Kimyasal madde ve çözeltiler 

Gallik asit, protokateşik asit, p-OH-benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit 

ferulik asit, o-kumarik asit, trans-sinnamik asit, ~-karoten, BHT 

(butillenmişhidroksi toluol), BHA (butillenmişhidroksi anizol), DPPH (2,2-

difenil-ı-pikrilhidrazil ) (Sigma- Aldrich), salisilik asit, p-kumarik asit, linoleik 

asit (Fluka), Tween 80, metanol, kloroform (Merck). Ham zeytin yağı Üstün 

Zeytincilik, Balıkesir firmasından alınmıştır 

3.1.3. Kullanılan cihazlar 

UV- visible Spektrofotometre (Shimadzu 160A), Ransimat Cihazı (743 

Metrolım AG, İsviçre), Eliza mikroplak okuyucu (Bio.Tek. ELx808ıu), Ultrasonik 

banyo (ı L, J.P. Selecta), Etüv (Venticell-55) Hassas Terazi (Shimadzu-AEX 

200G), Rotavapor (Buchi-R114), Vortex karıştırıcı (Nuvemix- NMı 10vibratör) 

3.1.4. Kullanılan malzemeler 

6 ml borosilikat vial (Cole Parmer), Spektrofotometre kuveti (S-10SM ı ml 

Quartz ), 96 kuyucuklu mikroplaka (Corning), Otomatik Pipetör (100!-lL, 1000 

!lL, 5000 !lL, Eppendorf), Steril otomatik mikropipet ucu (100 !lL, 1000 !lL, 5000 

!lL, Eppendort), beher (250 ml, İldam), armudi balon (50 ml. İldam) Pyrex-cam 

tüp (10 ml, ı6x100 mm, İldam), Kapaklı cam tüp (10 ml ,İldam), balon joje (lO 

ml, 25 ml, 100 ml, 250 ml, İldam). 

3.2. Yöntem 

3.2.1. DPPH üzerinden serbest radikal süpürücü etki 

Test edilen fenolik asitler ve kombinasyonlarından hazırlanan çözeltilerin 

2,2-difenil- ı -pikrilhidrazil (DPPH) üzerindeki serbest radikal süpürücü etkileri 

At: 



Sanchez-Moreno ve arkadaşları (1998) tarafından modifiye edilmiş yöntem 

kullanılarak tayin edilmiştir. 

Metanol içerisinde hazırlanmış 0.1, 0.2 ve 0.4 ml örnek çözeltileri 

(reaksiyon ortamındaki örnek konsantrasyonları 9.6xl0·4-3.5x10-3 mg/ml) üzerine 

mctanolde hazırlanmış 3 ıni DPPH ( 2x 1 o-2 g/L) çözeltisi ilave edilerek vortexde 

30 sn karıştırılmış ve karanlıkta, oda sıcaklığında 30 dakika bekletilen çözeltiterin 

517 nın de absorbans değerleri okunmuştur. 4.0x10-3 ve 2.0x10-2 giL 

konsantrasyon aralığında DPPH standartı kullanılarak hazırlanmış olan aşağıdaki 

kalibrasyon denklemi kullanılarak reaksiyon ortamındaki DPPH konsantrasyonu 

(g/L) hesaplanmıştır. 

A5ı7nm = 26,21(DPPH)ı + 2,2x10-3 (r= 0.9998) 

30 dakika sonucunda reaksiyon ortamında kalan DPPH miktarı ıse 

aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır. 

% DPPHkalan = (DPPH)t=30 / (DPPH)t=O X 100 

Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamaları alınmış, referans madde olarak 

BHT ve BHA kullanılmıştır. 

3.2.2. (3-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini 

Bu yöntem, {3-karoten ve linoleik asit sulu emülsiyon sisteminde ısı 

yardımıyla oksidasyonunun indüklenmesi esasına dayanan antioksidan tayin 

yöntemidir (Burda ve Oleszek, 2001). 

Kuru bir kaba tartılan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile f3-

karoten çözeltisinin tamamı (3mg/ml kloroformda) vorteksde iyice karıştırılmış, 

kloroform alçak basınç altında 40°Cde rotavaporda ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Bakiye su ile emülsifiye edilerek 100 ml ye tamamlanmıştır. Portakal renkli bu 

stok çözelti deneyler sırasında karanlıkda saklanmıştır. 3 ml f3-karoten çözeltisi 

içerisine 0.2 ml numune çözeltisi (0.6 mg/ml konsantrasyonda) ilave edilerek 

vorteksde iyice karıştırılmış, herbir numune çözeltisi (0.2 ml) mikroplaklara 

yerleştiriterek işlem sırasında 40°Cde etüvde tutulmuş ve 15 dakika aralıklarla 490 

nm de ELİZA mikroplak okuyucuda absorbansları ölçülmüştür. Herbir deney 3 

kez tekrarlanmış, sonuçlar zamana (dakika) karşı okunan absorbans değerleri 



grafiğe geçirilerek ve ayrıca antiaksidan aktivite fenolik asit ilave edilmeksizin 

kontrole karşı oksidasyonun inhibisyon yüzdesi olarak aşağıdaki eşitlik 

kullanılarak hesaplanmış ve sentetik antioksidanlar BHT ve BHA 'nın sonuçları ile 

karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Kontrol olarak rnetanol kullanılmıştır. 

A5° =örneğin başlangıçtaki absorbansı (490 nın) 

A5
180 =örneğin 180 dakika sonraki absorbansı (490 nın) 

Ak
0 = kontrolun başlangıçtaki absorbansı (490 nın) 

Ak 180 = kontrolun ı 80 dakika sonraki absorbansı ( 490 nın) 

3.2.3. Ransirnal yöntemi ile Lipid oksidasyonunu inhibe edici etki 

Ransirnat yöntemi çeşitli antioksidanların antioksidatif potansiyelini 

değerlendirmek için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. 

Fenolik asitler ve kombinasyonlarının antiaksidan aktiviteleri yağlarda 

bulunan doyrnarnış yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu oluşan bozunrna 

ürünlerinin su içine absorbe edilerek suyun iletkenliğinin değişmesi prensibine 

göre çalışan Ransimat cihazı ile test edilmiştir (Chen ve Ho, 1 997). 

Bu testte linoleik asitçe zengin (%60-65) ham zeytin yağı kullanılmıştır. 

3 g yağ içine %0.02 ve 0.1 olacak şekilde numune veya standart madde 

(BHT veya BHA) ilave edilerek yağ içerisinde dağılması sağlanmıştır. ı 00 °C de, 

20 Llsaat hava akışına maruz bırakılan numunelerin bozunrna zamanları ölçülmüş 

ve antiaksidan aktiviteleri (Bozunma İndisleri) hesaplanmıştır. Her test 3 kez 

tekrarlanarak ortalamaları alınmıştır. 

Bozunrna indisi (1.1.= lnumunelhontroı) 

Formüle göre; örneklerin Bozunma İndisleri kontrol ile karşılaştırılarak 

antiaksidan aktiviteleri tayin edilmiştir. 

AO 



4. BULGULAR 

Tez kapsamında bitkiler aleminin hemen hemen tüm fertlerinin kimyasal 

yapısında çeşitli oranlarda bulunarak bitkilere renk, koku ve tat veren fenolik 

asitlerden bazılan ile, bu fenolik asitlerin bitkilerde kombine halde bulunduklan 

göz önüne alınarak, bunlann farklı kombinasyonlannın DPPH üzerinden serbest 

radikal süpürücü etki tayini kullanılarak anti-radikal aktiviteleri ve B-karoten 

linoleik asit sistemi ve Ransimat yöntemi ile antioksidan aktiviteleri ve 

değerlendirilmiştir. 

4.1. DPPH Üzerinden Serbest Radikal Süpürücü Etki Tayini 

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid 

oksidasyona karşı gösterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH 

serbest radikal süpürücü etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin araştıniması 

için en kısa yöntemlerden birisidir (Kikuzaki ve ark., 2002). 

Fenolik asitler ve kombinasyonlanndan hazırlanan farklı konsantrasyonlardaki 

çözeltileri n anti-radikal aktiviteleri DPPH• (2,2-difenil-1 -pikrilhidrazil) serbest 

radikali üzerinden Sanchez-Moreno ve arkadaşlan (1998) tarafından modifiye 

edilmiş yöntem kullanılarak tayin edilmiştir. Sonuçlar test edilen 

konsantrasyonlarda % inhibisyon olarak değerlendirilmiş ve sentetik 

antioksidanlar BHA ve BHT'nin değerleriyle karşılaştınlmıştır. Örneklerin serbest 

radikal süpürücü etkileri Tablo 1. de verilmiştir. 

DPPH üzerinden serbest radikal süpürücü etki tayininde; test edilen madde 

konsantrasyonu ile antioksidan aktivitenin doğru orantılı olduğu görülmektedir. 

Ll.Q 



Tablo I. Fenolik asitler ve kombinasyonlarının 3 farklı konsantrasyonda 

serbest radikal süpürücü etkileri (% inhibisyon) 

Fenolik asitler ve 
% İnhibisyon* 

kombinasyonları 

3 ı.ıg/ml 6 ı.ıg/ml 12 ı.ıg/ml 

POHBA 21,44±0,5 24,57±0,6 42,32±0,62 

GA 61,73±0,5 96,83±0 97,18±0,3 

SAA 17,96±0,2 33,73±2,8 35,32±0,4 

VA 35,72±0,27 47,29±0,38 59,51±0,85 

proKA 66,15±0,44 97,01±0,53 97,67±0,19 

trSiA 18±0,87 23,6±1,3 25±1,6 

pKUA 15,4±1,85 21,3±1,3 24,3±0,7 

oKUA 0,29±0,3 0,8±0,59 1,37±1,49 

FA 23,27±1,86 36,74±1,18 59,6±0,29 

KAA 35,6±3,11 71,7±4,8 96,6±0,22 

pOHBA+GA 20,35±0,51 44,15±0,64 91,72±0,31 

pOHBA+SAA 10,23±0,81 8,11±0,24 34,27±1,35 

pOHBA+VA 9,22±0,51 12,15±0,6 28,31±4,01 

pOHBA+proKA 9,67±0,23 7,82±0,48 0,7±0,97 

GA+SAA 24,19±1,03 59,14±0,83 91,63±0,78 

GA+VA 31,84±0,13 61,08±1,76 96,74±0 

proKA+GA 22,02±0,37 55,72±0,13 96,74±0 

SAA+VA 2,25±0,3 2,84±0,39 2,55±0,27 

proKA+ SAS 13,32±0,38 24,72±0,52 42,1±0,84 

proKA+ VA 18,51±0,88 34,63±0,92 64,57±0,83 

trSİA+pKUA 4,34±0,21 7,5±0,47 5,8±0,6 

trSİA+SAA 5,35±0,47 6,75±0,75 7,83±0,5 

trSİA +FA 0,18±0,35 5,7±0,39 19,1±0,6 

trSİA+KAA 9,05±1,04 24,72±0,96 52,7±1,19 

pKUA+oKUA 4,58±1,65 3,9±1,13 4,15±0,22 

pKUA+FA 6,58±0,5 14,78±0,5 30,83±1,13 

pKUA+KAA 16,2±0,7 33,95±1 69,12±1,13 

oKUA+FA 7,29±0,62 10,6±0,74 22,41±1,07 

oKUA+KAA 16,5±0,3 34,03±1,06 60,5±1,22 

FA+KAA 
23,4±0,73 44,1±1,18 83,71±1 

BHA 
24,86±0,2 44,41±0,55 72,17±0,79 

BHT 19,97±1,82 32,32±0,21 48,36±0,89 

*Sonuçlar ortalama değer±standart sapma (n=3) olarak verılmıştır. 



Tablo 1. ve Şekil 1.' de görüldüğü gibi fen o lik asitler arasında benzoik asit 

türevlerinin sinnamik asit türevlerine göre serbest radikal süpürücü etki 

bakımından daha aktif olduklan görülmüştür. Her üç konsantrasyonda da en güçlü 

serbest radikal süpürücü etki gösteren maddeler gallik asit (GA) ve protakateşik 

asit (proKA) olduğu tesbit edilmiştir. Öyle ki GA ve proKA standart olarak 

k4llanılan sentetik antiaksidan BHT'den -2 kat, BHA'dan ise -0.5 kat daha aktif 

bulunmuştur. Ayrıca kafeik asidinde (KAA) en yüksek iki konsantrasyonda 

maksimum etki gösterdiği gözlenmiştir. 

Serbest radikal süpürücü etki açısından diğer hidroksibenzoik asit 

türevleri arasındaki sıralama ise · BHA > VA > BHT > pOHBA > SAA şeklinde, 

hidroksisinnamik asit türevleri arasındaki sıralama ise BHA >FA> BHT > trSİA 

> pKUA > oKUA şeklinde tesbit edilmiştir. 

Tez kapsamında değerlendirilen fenolik asit kombinasyonlarından, aynı 

yalın GA de olduğu gibi, en güçlü serbest radikal süpürücü etki GA ile 

oluşturulan kombinasyonlarda görülmüştür (Tablo 1., Şekil 2.). GA+proKA ve 

GA+ VA kombinasyonları başta olmak üzere GA+SAA ve GA+pOHBA de tesbit 

edilmiştir Yukanda belirtilen 4 kombinasyon, standart olarak kullanılan sentetik 

antioksidanlar BHT ve BHA'dan daha güçlü anti-radikal etki göstermişlerdir 

Ayrıca hidroksi sinnamik asit kombinasyonlarından FA+KAA inde BHA ve BHT 

den daha güçlü etkiye sahip olduğu görülmüştür. Bu kombinasyonlan BHA > 

pKUA+KAA > proKA+VA > oKUA+KAA > pKUA+oKUA > SAA+ proKA> 

BHT > pOHBA +proKA> trSİA+FA> pKUA+FA> oKUA+FA > SAA+VA > 

pOHBA +VA> trSİA+pKUA > trSİA+oKUA > pOHBA +SAA kombinasyonları 

izlemektedir (Şekil 2. ve 3.). 
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Şekil 1 Fenolik asitlerin 3 farklı konsantrasyonda serbest radikal süpürücü etkileri 
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Şekil 2. Hidroksibenzoik asit türevlerine ait kombinasyonlann 3 farklı 

konsantrasyonda serbest radikal süpürücü etkileri 
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Şekil 3. Hidroksisinnamik asit türevlerine ait kombinasyonlann 3 farklı 

konsantrasyonda serbest radikal süpürücü etkileri 

4.2. J3-karoten-Linoleik Asit Sisteminde Antioksidan Aktivite Tayini 

Bu yöntem, J3-karoten ve linoleik asit sulu emülsiyon sisteminde ısı 

yardımıyla J3-karoten oksidasyonunun indüklenmesi esasına dayanan antioksidan 

tayin yöntemidir (Burda ve Oleszek, 2001). 

Antioksidan aktivite, fenolik asit ilave edilmeksizin kontrole karşı 

oksidasyonun inhibisyon yüzdesi olarak hesaplanmış ve sentetik antioksidanlar 

BHT ve BHA'nın sonuçları ile karşılaştınlarak değerlendirilmiştir (Tablo 2.). 

Aynca başlangıçdan itibaren 15 dakika aralıklarla 180 dakika boyunca okunan 

absorbans değerleri grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.,5.,6.). 

J3-karoten-linoleik asit sisteminde test süresi olan 3 saat boyunca J3-

karotenin solmasının önlenmesi yüksek potansiyel antioksidan aktivitenin 

varlığını göstermektedir. 



Tablo 2. Fenolik asit ve kombinasyonlarının P-karoten-linoleik asit 

sisteminde% Antiaksidan Aktivite değerleri 

Fenolik asitler 
ve AA (%)1 

kombinasyonları 

SAA 60,07±0.82 

POHBA 53,07± 0.04 
VA 45,57±0.01 
GA 36,24±0.1 
ProKA 32,06+0.05 
FA 58,72±0.5 
KAA 43,61±0.6 
PKUA 42,13±0.08 
TrSİA 40,66±0.02 
OKUA 39,92+0.3 
pKUA+KAA 58,96±0,06 
FA+KAA 49,75±0,5 
oKUA+KAA 46,92±0,07 
trSİA+KAA 42,99±0,09 
GA+proKA 41,76±0,6 
pKUA+FA 40,90±0,05 
trSİA+FA 39,92±0,06 
oKUA+FA 38,82±0,08 
SAA+proKA 38,69±0,06 
pOHBA+GA 38,08±0,6 
VA+proKA 38,57±0,02 
GA+VA 35,87±0,3 
pOHBA+SAA 33,90±0,6 
GA+SAA 32,06±0,08 
pOHBA +proKA 31,57±0,05 
trSİA+pKUA 31,57±0,03 
pKUA+oKUA 29,48±0,05 
SAA+VA 28,99±0,09 
trSİA+oKUA 28,62±0,03 
pOHBA+VA 28,50±0,03 
BHT 82.80±0,07 
BHA 89.06+0.3 
Kontrol 1 .84±0.05 

1% Antioksidan Aktivite= 100 x [1-( As0-As180
) 1 ( Ak0-Ak180 

)] 

2Sonuçlar ortalama değer±standart sapma (n=3) olarak verilmiştir. 

Tablo 2. de de görüldüğü gibi P-karoten-linoleik asit sisteminde hiçbir 

fenolik asit ve/veya fenolik asit kombinasyonunun antiaksidan aktivitesi standart 

olarak kullanılan BHT veya BHA nın % antiaksidan aktivite değerlerine 

ulaşamamıştır. Tablo 2. de en aktif fenolik asit SAA olarak görülmektedir. 

Bunun dışında, artan antiaksidan aktivite değerlerine göre benzoik türevlerini 

BHA > BHT > SAA > pOHBA > VA > GA > proKA , sinnamik asit türevlerini 
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ıse BHA > BHT > FA > KAA > pKUA > trSİA > aKUA şeklinde sıralamak 

mümkündür. 

P-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmiş fenolik asit 

kombinasyonlarından en aktif olan beş tanesi BHA > BHT > pKUA+KAA > 

F A+KAA > aKUA+KAA > trSİA +KAA> GA+proKA şeklinde sıralanmıştır. 
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4.3. Ransimat Yöntemi ile Lipid oksidasyon üzerine inhibe edici etki 

Ransimat yöntemi çeşitli antioksidanlann antioksidatif potansiyelini 

değerlendirmek için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. 

Fenolik asitler ve kombinasyonlannın antioksidan aktiviteleri yağlarda 

bulunan doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu oluşan bozunma 

ürünlerinin su içine absorbe edilerek suyun iletkenliğinin değişmesi prensibine 

göre çalışan Ransimat cihazı ile test edilmiştir (Chen ve ark., 1997). 

Ransimat yönteminde test edilen madde konsantrasyonu ile aritioksidan 

aktivitenin doğru orantılı olduğu görülmektedir. 

Ransimat yöntemi ile zeytin yağının peroksidasyonu üzerine fenolik asitlerin 

etkisi Şekil 7.' de, bozunma indisieri ise Tablo 3.' te gösterilmiştir. Tablo 3. ve 

Şekil 7.'ye göre lipid oksidasyonu en güçlü inhibe eden fenolik asit gallik asit 

(GA) olarak görülmektedir. Gallik asidi KAA > proKA > BHA > FA 

izlemektedir. Adı geçen dört fenolik asit test edilen her iki konsantrasyonda da 

standart olarak kullanılan BHA ve BHT nin inhibisyon oranlanndan daha yüksek 

değerlere ulaştıklan ve dolayısıyla daha güçlü antioksidan aktivite gösterdikleri 

tesbit edilmiştir. Bunlann dışında kalan fenolik asitlerin Ransimat yöntemine göre 

antioksidan etki güçlerini şu şekilde sıralayabiliriz: BHT > pKUA >VA > 

pOHBA. 

Aynca, yapılan bu aktivite çalışmalan sırasında; SAA, trSİA, oKUA in 

konsantrasyonlan arttıkça inhibisyon yüzdelerinin azaldığı, bu bulgulara paralel 

olarak da antioksidan etkinin azaldığı görülmüştür. 



Tablo 3. İki farklı konsantrasyonda zeytin yağına ilave edilen fenolik asitlerin 

Ransimat yöntemi ile ölçülen bozunma indisieri 

Bozunma İndisi1,2 
Uygulama 

%0.02 %0,1 

Zeytin yağı +pOHBA 0,92±0,019 0,86±0,068 

Zeytin yağı +SAA 0,91±0,033 0,64±0,132 

Zeytin yağı +proKA 1,82±0,112 8,39±0,00001 

Zeytin yağı +VA 0,94±0,076 1,1 1±0,036 

Zeytin yağı +GA 4,59±0,127 13,06±0,0001 

Zeytin yağı +trSİA 0,85±0,027 0,60±0,023 

Zeytin yağı +KAA 3,59±0,075 10,76±0,91 

Zeytin yağı +pKUA 0,88±0,03 1,21±0,075 

Zeytin yağı +oKUA 2,03±0,016 0,92±0,027 

Zeytin yağı +FA !,14±0,057 5,1±0;005 

Zeytin yağı +BHA 1,02±0,028 5,83±0,140 

Zeytin yağı +BHT 1,27±0,018 2,64±0,225 
ı .. .. Bozunma ındısı. zeytın yağı+omek bozulma zamanı/zeytın yağı bozunma zamanı 

2 Sonuçlar ortalama değer±standart sapma (n=3) olarak verilmiştir. 
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S. TARTIŞMA 

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden olduğu oksidatif hasan ve lipid 

oksidasyonu önleyen veya geciktiren bileşiklerdir. Besin maddelerine ilave edilen 

antioksidanlar acılaşmayı minimuma indirir, toksik oksidasyon ürünlerinin 

oluşumunu engeller, besin değerlerini korur ve raf ömrünü uzatırlar. Son 

zamanlarda sentetik antioksidanlann güvenilirliği sorgulanmaya başlandığından 

yerine hem in vivo olarak hem de besinlerde kullanmak için doğal antieksidan 

madde arayışlan çığ gibi büyümektedir. Pekçok tayin yönteminde, tokoferoller, 

flavonoidler, kumarinler, antosiyaninler, fenolik asitler gibi bitkiler aleminde 

yaygın olarak bulunan pekçok polifenolik bileşik antieksidan aktivite 

göstermektedirler. Potansiyel bir kaynak olarak bitkisel fenoller primer (chain­

breaking) antieksidan aktiviteye sahiptirler. (Shahidi ve Naczk, 1995) 

Fenolik asitler antieksidan aktivitelerini, hidrojen atomlannı vererek (Sousa 

ve ark., 2004) hidroksil, singlet oksijen, peroksil, peroksinitrit radikallerini 

süpürerek veya geçiş metalleriyle şelat oluşturarak gerçekleştirmektedirler 

(Cadenas ve Packer 2002; Lodovici ve ark, 2001; Javanınardİ ve ark., 2003). 

Antieksidan aktivite lipidlerin otooksidasyonunun primer ve sekonder 

ürünlerinin kantitatif tayini ile ya da diğer değişiklikleri izlenerek değerlendirilir. 

Ransimat yöntemiyle gerçekleştirdiğimiz lipid peroksidasyon 

çalışmalanmızda en güçlü inhibisyonu gerçekleştiren fenolik asitin gallik asit 

(GA) ·olduğu görülmektedir (Bakınız Tablo 3.). Bununda nedeni, yapısındaki üç 

adet -OH molekülüdür. Çünkü fenolik asitlerin benzoik ve sinnamik asit 

türevlerinin hidroksil gruplannın sayısındaki artış daha yüksek antieksidan 

aktiviteyeneden olmaktadır. Fenil halkasındaki üç -OH grubu yüksek aktivite 

nedenidir. Bir hidroksil grubunun kaybı aktiviteyi bir ölçüde azaltırken iki -OH 

kaybı aktivitede belirgin bir azalmaya neden olmaktadır. Dziedzic ve Hudson 

(1983) fenolik asitterin antieksidan aktivitesi için enaz iki -OH grubunun 

gerektiğini belirtmişlerdir. 
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Ransimat yöntemi ile elde edilen sonuçlarda en güçlü antiaksidan olan gallik 

asiti KAA > proKA > BHA >FA izlediği tesbit edilmiştir. Adı geçen dört fenolik 

asitin test edilen her iki konsantrasyonda da standart olarak kullanılan BHA ve 

BHT'nin inhibisyon oranlarından daha yüksek değerlere sahip olduğu, 

dolayısıyla daha güçlü antiaksidan aktivite göstermiş olduğu tesbit edilmiştir. 

Bununda nedeninin KAA ve proKA in yapılannda ikişer -OH grubu taşımalan 

aynca FA te de bir -OH ve bir -OCH3 gruplan taşıması olarak belirlenmiştir. 

Bunlann dışında kalan fenolik asitlerin Ransimat yöntemine göre antiaksidan 

etkileri % inhibisyon oranianna göre BHT > pKUA >VA > pOHBA şeklinde 

sıralanmıştır. 

Chen ve Ho (1997) tarafından domuz yağı kullanılarak bazı fenolik asit ve 

esterlerinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yetenekleri Ransimat yöntemi ile 

araştınlmış, antiaksidan indeksleri KAA için 11.1, FA için 2.01, BHT 2,77 

kaydedilmiştir.ve sonuçlar bulgulanmızla karşılaştınldığında (KAA için 10,76; 

FA için 5,1 ve BHT için 2,67) paralellik gösterdiği tesbit edilmiştir. Aynı 

çalışmada kafeik ve ferulik asit ile esterlerinin DPPH üzerinden serbest radikal 

süpürücü etkileri değerlendirilmiş 20 J!M konsantrasyonda inhibisyon oranları 

KAA >FA > BHT olarak bulunurken, bizim bulgulanmız ise 12 J!M 

konsantrasyonda KAA >BHA > FA > BHT şeklinde tesbit edilmiştir. Yine bu 

sonuçlarda da iki -OH grubuna sahip KAA' in bir -OH grubuna sahip FA' den 

daha yüksek inhibisyon yüzdesine sahip olması, fenil halkasındaki iki hidroksil 

grubunun antiaksidan aktivite için yeterli olduğunu göstermektedir. Sanchez­

Moreno ve ark. (1999) tarafından gerçekleştirilen antiradikal aktivite çalışmasında 

en güçlü serbest radikal süpürücü aktiviteyi GA göstermiş olup onu KAA ve BHA 

izlemiş, FA in ise daha düşük aktivite göstrediği belirlemmiş, bu çalışmanın 

sonuçlan da bulgulanmızı desteklemektedir. 

Fenolik asiderin antiaksidan etkileri yapılanyla ilgilidir (Tapiero ve ark., 

2002). Etki aromatik halkada taşıdıkları hidroksil gruplarının sayısına, bağlanma 



Fenolik asiderin antioksidan etkileri yapılarıyla ilgilidir (Tapiero ve ark., 

2002). Etki aromatik halkada taşıdıkları hidroksil gruplarının sayısına, bağlanma 

yerine ve karşılıklı pozisyonlarına bağlıdır (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka 

ve Cisowski 2003; Peyrat-Maillard ve ark., 2000). 

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p-OH 

benzoik asit, prokateşik asit ve vanilik asit' in P-karoten-linoleik asit sisteminde 

antioksidan aktiviteleri ve DPPH radikali üzerinden radikal süpürücü aktiviteleri 

test edilmiş, -OH grubunun sayısının artmasıyla etkinin arttığı gözlenmiştir 

(Peyrat-Maillard ve ark., 2000). Metoksil grubu taşıyan fenolik asit türevinin, 

taşımayan türeve göre daha etkili olduğu tesbit edilmiştir (Marinova ve 

Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza, 2000). 

Ayrıca hidroksil gruplarının birbirine orto-pozisyonundan bağlı olması etki 

açısından avantaj olarak görülmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003). 

B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilen hiçbir fenolik asit ve 

kombinasyonu standart olarak kullanılan BHT veya BHA'nın antioksidan aktivite 

değerlerine ulaşamamıştır. Azalan antioksidan aktivite değerlerine göre benzoik 

asit türevlerini BHA > BHT > SAA > pOHBA > VA > GA > proKA , sinnamik 

asit türevlerini ise BHA > BHT >.FA> KAA > pKVA > trSİA > oKVA şeklinde 

sıralamak mümkündür. 

B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmiş fenolik asit 

kombinasyonlarından en aktif olan beş tanesi BHA > BHT > pKVA+KAA > 

FA+KAA > oKVA+KAA > trSİA +KAA > GA+proKA şeklinde sıralanmıştır. 

Antioksidan aktivite tayinlerinde genel olarak bir yöntemde aktif olan 

maddeler kimyasal yapıları gereği diğer yöntemlerde de güçlü aktivite 

göstermektedirler. Ancak bazı durumlarda istisnalar olabilmektedir. Farklılıklar 

her tayin yönteminde görülen reaksiyon tiplerinden kaynaklanmaktadır. Örneğin 

DPPH bir madde ile direkt olarak reaksiyona girerken, B-karotenin solması 



linoleik asidin primer oksidasyonu ile gizlenebilir. Bu farklılıklar antieksidan 

aktivite ölçümündeki değişikliklere bağlıdır. Bu değişiklikler ölçüm sırasında 

substrat veya ürünün izlenmesi veya deney koşulları ile yakından ilgilidir. Bu 

nedenlerle tüm yöntemler aynı sonuçları vermemektedir (Shahidi ve Naczk, 

2004). Çalışmalarımız sırasında bu farklılıklada karşılaşılmıştır. 

Ayrıca fenolik asit kombinasyonları ile yaptığımız antieksidan aktivite 

çalışmalarında da oldukça anlamlı sonuçlara ulaştığımızı söyleyebiliriz. Hem 

DPPH üzerinden serbest radikal süpürücü etki tayininde, hem de Ransimat 

yönteminde yüksek aktiviteye sahip fenolik asitlerin oluşturduğu 

kombinasyonların da güçlü antieksidan aktiviteye sahip oldukları gözlenmiştir. 

Tablo 3 'de Ransimat yöntemi sonuçlarında üç adet -OH grubuna sahip GA ile 

iki adet -OH grubuna sahip KAA 'in test edilen fenolik asitler arasında lipid 

peroksidasyonu oluşumunu en fazla inhibe eden maddeler olduğu görülmektedir. 

Tablo 4.'de ise gallik ve kafeik asit kombinasyonlarının da test edilen 

kombinasyonlar arasında en güçlü etkilere sahip olduğu gözlenmektedir. 

Çalışmanın bu aşamasındaki sonuçlara fenolik asitlerin birbiri arasındaki sinerjik 

etkilerininde rolü olduğu düşünülmektedir. 

Tablo 4. Gallik ve Kafeik asit ile kombinasyonlarının antiradikal ve antieksidan 

aktiviteleri 

Antiradikal Aktivite (3-karoten linoleik Ransimat Yöntemi 
asit sistemi 

Fenolik asit 
ve % inhibisyon % Antioksidan Bozunma indisi 
kombinasyonları (12 J.tg/ml) Aktivite (%0,1) 
GA 97,18 . 36,24 13,06 

GA+ proKA 96,74 41,76 -

GA+YA 96,74 35,87 -

GA+ pOHBA 91,72 38,08 -

GA+SAA 91,63 32,06 -

KAA 96,6 43,61 10,76 

KAA+FA 83,71 49,75 -

KAA+pKUA 69,12 58,96 -

KAA+oKUA 60,5 46,92 -

KAA+trSiA 52,7 42,99 -



Bu tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmalar aslında bir başlangıç, 

fenolik asitlerin antiaksidan ve antiradikal aktiviteleri konusunda birçok çalışma 

varken, kombinasyonları konusunda hiç çalışmaya rastlanmaması ise bir şansdır. 

Bitkiler aleminin binlerce üyesinin kimyasal yapısında onlarca fenolik asit 

bulunduğu düşünülürse bu bakir alanda denenecek pekçok korobinasyon olduğu 

göz ardı edilemez bir gerçektir. Bu nedenle denenecek her yeni korobinasyon 

mümkün olan en düşük konsantrasyonda güçlü bir doğal antiaksidan olma 

yolunda yeni bir umut olacaktır. · 
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