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Modifiye DMPD Yontemi ile Siiperoksit Radikali Siipiirme Aktivitesi ve
Toplam Antioksidan Kapasite Tayini
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Oz — Reaktif oksijen tiirleri i¢inde yer alan siiperoksit radikalleri lipid peroksidasyonuna neden olan
tehlikeli tiirler iretebilir. Bu nedenle siiperoksit radikali tayini, siipiiriilmesi ¢ok oOnemlidir.
Calismamiz B-Nicotinamid adenin diniikleotid indirgenmis disodyum tuz hidrati ve fenazin
metosulfat (NADH-PMS) sisteminden {iretilen siiperoksit radikalinin N, N-dimetil-p-fenilendiamin
dihidrokloriir (DMPD) ile etkilesimi sonucu pembe renkli DMPD-yarikinon (DMPDQ) radikali
olusturmasina dayanmaktadir. Siiperoksit radikali giderme aktivitesine sahip siipiiriiciiler
Makale Bilgisi (antioksidan, bitki ¢aylari) varliginda daha az DMPDQ radikali iiretimi nedeniyle renk yogunlugu
Gonderim: 27 EKim 2023 azalir. Renkli referans ¢dzeltisinin ve radikal siipiiriicii igeren drnek ¢dzeltisinin absorbansi 552
Kabul: 17 Mayis 2024 nm’de 6lgiilmiistiir. Referans ¢ozelti ile drnek ¢ozeltisinin absorbans farki (AA) bulunmustur. AA ile
Yayim: 30 Eylil 2024 siipiiriicii derisimi orantilidir. Calismada, trolox (TR) ve farkli antioksidanlarm (AOX) siiperoksit
Arastirma Makalesi radikal siipiiriicii etkisi aragtirtlmigtir. Yontemle {i¢ farkli bitki ¢ay1 inflizyon ¢zeltisinin siiperoksit
radikal siipiiriicli etkisi 6l¢iilmiistiir. Bitki ¢ay1 derigimleri ile ylizde inhibisyon degerleri arasinda
cizilen grafikten bitki caylarinin %50 inhibisyon (EC50) degerleri bulunmustur. Bulunan EC50
degerleri nitroblue tetrazolium (NBT) ve 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS)
yontemi EC50 degerleriyle karsilastirilmistir. Ayrica bitki ¢ay1 inflizyonlarinin ABTS, bakir(Il)
iyonu indirgeme esasli antioksidan kapasite (CUPRAC) yo6ntemi ve calisilan yontemde toplam

antioksidan kapasite degerleri (TAC) hesaplanip, karsilastirilmistir.
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Abstract — Among the reactive oxygen species, Superoxide radicals can produce dangerous species

Article Info that cause lipid peroxidation. Therefore, the determination and scavenging of superoxide radicals is
Received: 27 Oct 2023 critical. Our study is based on the interaction of the superoxide radical produced from the -
Accepted: 17 May 2024 Nicotinamide adenine dinucleotide reduced disodium salt hydrate and phenazine methosulfate
Published: 30 Sep 2024 (NADH-PMS) system with N, N-dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (DMPD) to form the
pink colored DMPD-quinone (DMPDQ) radical. In the presence of scavengers with superoxide
radical scavenging activity (antioxidants, herbal teas) the color intensity decreases due to reduced
DMPDQ radical production. The absorbance of the colored reference solution and the sample
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solution containing the radical scavenger was measured at 552 nm. The difference in absorbance
(AA) between the reference solution and the sample solution was found. AA is proportional to the
scavenger concentration. In the study, the superoxide radical scavenging effect of trolox (TR) and
different AOXs was investigated. The superoxide radical scavenging effect of three different herbal
tea infusion solutions was measured with this method. From the graph drawn between herbal tea
concentrations and percentage inhibition values, 50% inhibition (EC50) values of herbal teas were
found. The EC50 values found were compared with the EC50 values of the nitroblue tetrazolium
(NBT) and the 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) method. In addition,
ABTS, cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), and this study total antioxidant capacity
(TAC) values of herbal tea infusions were calculated and compared.

Keywords — Antioxidant capacity, NADH-PMS, N,N-dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, superoxide radical, percentage
inhibition

1. Giris

Eslesmemis elektrona sahip olan radikaller hem ¢ok kisa omiirlii hem de ¢ok reaktiflerdir [1]. Molekiiler
oksijen biyosferdeki en 6nemli elektron alicisidir [2]. Oksijen yasam i¢in gerekli bir molekiildiir [3]. Cift
radikal yapisindan dolay1 eslesmemis elektronlar1 kolaylikla kabul eder ve serbest radikaller olusur [2].

Serbest radikaller i¢ etkenler (normal hiicre metabolizmasi) ve gevre kirliligi, sigara i¢ilmesi, radyasyon, ila¢
gibi dis etkenler sonucu iiretilir. Hiicresel redokstan kaynaklanan serbest radikaller ¢ogunlukla reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinden (RNS) olusur. Kismen indirgenmis oksijen formlari, yani O2",
H>0, ve HO", molekiiler oksijenden kimyasal olarak daha aktiftir ve bu nedenle topluca “reaktif oksijen tiirleri”
(ROS) olarak adlandirilirlar [4]. ROS ve RNS hem toksik hem de faydali tiirlerdir. Diisiik ve orta seviyelerde
ROS ve RNS’nin viicudun bagisiklik sistemi iizerinde 6nemli etkileri vardir. Yiiksek seviyelerde oldugunda
tiim hiicre yapilarina zarar verebilir [3]. ROS arasinda siiperoksit (O-"), hidrojen peroksit (H20), hidroksil
(HO"), peroksil (ROO") ve alkoksil (RO") radikalleri yer alir. Hiicreler i¢in oldukg¢a zararli olabilen ROS’lar
serbest radikal zincir reaksiyonlarinin baslatilmasi ve yayilmasinda rol oynarlar [2]. Pro-oksidanlar olarak
bilinen reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, aerobik yasamin bir Ozelligidir. Pro-oksidanlarin olusumu,
enzimatik ve/veya enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan dengelenir. ROS’lar viicuttan kademeli olarak
yok edilemediginde oksidatif strese (OS) yol agar. OS, pro-oksidan/antioksidan dengesinin pro-oksidanlar
lehine kaymasindan kaynaklanir. OS kanser, otoimmiin hastaliklar, yaglanma, katarakt, romatoid artrit,
kardiyovaskiiler ve nérodejenarativ hastaliklar, Alzheimer ve Parkinson gibi birgok hastalik ile iligkilidir [3].

Yiyecekler ve takviye olarak disaridan alinan (eksojen) veya insan viicudunda tiretilen (endojen) antioksidanlar
(AOX) ile oksidatif strese kars1 korunma mekanizmalar1 vardir. Endojen ve eksojen AOX’lar serbest radikal
stipiiriicii olarak serbest radikallerin sebep oldugu hasarlar1 onlerler veya onarirlar. Dolayisiyla dejenaratif
hastalik ve kanser riski azalir [3, 5].

Biyolojik sistemlerde bulunan en reaktif tiirler Fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil ve mitokondride
solunum zinciri yan {iriinii olarak olusan siiperoksit radikalleridir [6, 7]. Hiicrelerdeki mitokondrinin oksijen
kullanarak enerji liretiminde ATP (adenozin trifosfat) olusumu sonucu siiperoksit serbest radikalleri meydana
gelir [8, 9].

Birgok bilim adami oksijenin toksik etkisinin fazla miktarda siiperoksit radikali olusmasindan ileri geldigine
inanmaktadir [1, 10]. Siiperoksit radikali diger ROS tiirlerine gore daha az aktif olmasina ragmen lipidlerin
peroksidasyonuna neden olan daha tehlikeli tiirler iretebilir. Siiperoksit radikali gecis metallerini
indirgeyebilmesi ve hidrojen peroksit kaynagi olmasindan dolay1 ¢ok dnemlidir. Doku hasarina neden olabilen
aktif serbest radikallerin &nciil bilesenidir [11]. ki molekiil siiperoksit proton alarak hidrojen peroksit (H205)
ve molekiiler oksijene (O2) doniisiir. Ayrica sliperoksit anyonu azot monoksit (NO) ile reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOQO") ve azot oksitleri (NOy) dahil olmak lizere ¢ok toksik ROS iiretebilir [7, 12].

Reaktif oksijen tiirlerinin fazla iiretilmesi nedeniyle organizmanin dogal savunmasi baski altina alinir.
Oksidatif stres durumu olusur. Hiicresel ve hiicre dis1 proteinler, lipitler, niikleik asitler oksidatif hasara ugrar
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ve doku hasar1 olusur. AOX aktivitesi tagiyan gidalarin dogal tiiketimi saglik riskleri ve doku yaralanmalariyla
miicadelede 6nemli rol oynar. Giinlimiizde ROS’un insan sagligi {izerine etkileri ve AOXlar gittikce artan ilgi
alan1 haline gelmistir. Hastaliklarin 6nlenmesinde AOX takviyelerin kullanimi, radikallerin faydali biyolojik
islevlerini yerine getirmelerine engel olmadan fazla serbest radikal diizeylerinin diisiiriilmesine yardimci
olurlar. Bu nedenle bitkisel ekstraktlarin AOX kapasite diizeyinin 6l¢iilmesi 6nemlidir [5, 13, 14]. Toplam
antioksidan kapasite (TAC) 6lglimiinde en ¢ok kullanilan yontemler; 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit (ABTS) [15], CUPric Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC) (bakir(Il) iyonu indirgeme
esasli antioksidan kapasite) [13], demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP) [16] ve 2,2-
Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi yontemi [17] bi¢imindedir.

Yapilan ¢aligmalarda cesitli gida maddelerinin AOX kapasiteleri ile birlikte radikal siipiirme etkinlikleri de
incelenmektedir [18, 19]. Bu yontemler arasinda N, N-dimetil-p-fenilen diamin hidrokloriir (DMPD) yontemi
onemlidir. Hirayama ve Unohara [20] ultra eser miktardaki demirin katalitik tayininde DMPD kullanmislardir.
Daha sonra yapilan bir ¢calismada DMPD’den oksitlenmis renkli iirlin olusumunun engellenmesine dayanan
sarapta TAC tayini yapilmistir [18]. Yontemde ABTS/TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) [15]
yontemindeki ABTS radikaline benzer sekilde katyonik DMPD-yarikinon (DMPDQ) radikali (miirdiim renkli)
olusturularak TAC tayin edilmistir, bkz. (1.1) [18]. Oksidan ortaminda olusan renkli DMPDQ radikali
(DMPD [sic] in [18]) ¢o6zeltisine antioksidan (AO) eklenmesiyle ¢ozelti renksizlesir [18]. Yiyecek ve icecek
orneklerinde DMPD reaktifi ile TAC tayininde 6rnek ¢ozeltisi iginde bulunan AOX’larin radikal siipiirme
etkinligi, radikalin baslangigtaki renk siddetinin azalmasina bagli olarak toplam antioksidan kapasite (TAC)
olarak hesaplanir [18, 21].

DMPD(renksiz) + OkSIdan + H+ — DMPD.+(mijrdijm rengi)

(L.1)
DM PD.+(1nilrdiim rengi) T AOH — DMPD+(renksiz) + AO

OS durumunun degerlendirilmesinde DMPD testinden faydalanilabilir. DMPD testi kullanilarak, eklenen
AOX derisiminin bir fonksiyonu olarak OS azalmalari arasinda egrisel bir iligki kurularak OS
degerlendirilebilir. Oksidatif doniisiim ve antioksidan kapasite arasinda ters bir iliski vardir [22]. Saha vd. [22]
DMPD kolorimetrik testi ile seker hastaligina sahip hastalarin plazmasindaki antioksidan savunma seviyelerini
tayin etmislerdir. Serbest radikal hasari ile birlikte antioksidanlarin TAC degerleri de 6lgiilebilir [23]. Diger
ROS tiirlerine gore daha az aktif olan siiperoksit radikali lipidlerin peroksidasyonuna neden olan daha tehlikeli
tiirler tiretebilmesi nedeniyle siiperoksit anyon radikali siipiirme aktivitesi 6nemlidir [11].

Daha onceki galismamizda [24] siiperoksit anyon radikal siipiirme aktivitesi ve toplam antioksidan kapasite
(TAC) tayini ayn1 anda yapilmistir. Calismada NADH/PMS sistemi ile iiretilen siiperoksit anyonu DMPD
reaktifini pembe renkli DMPDQ katyonik radikaline oksitlemis ve bir katyon degisim Nafyon® membrani
tarafindan tutulmustur. Nafyon® membranin kolorimetrik olarak 514 nm’deki renk degisimine bagli olarak
stiperoksit anyon radikali tayin edilmistir. Stiperoksit radikal siiplirme aktivitesi sergileyen AOX’lar daha az
DMPDQ radikali iiretimine neden olarak Nafyon® membraninda renk yogunlugunun azalmasina yol agar.
Cozeltinin 514 nm’deki absorbans farki AOX derisimiyle orantilidir. Membran renginin koyuluguna bagh
olarak ortamdaki siiperoksit anyon radikali ve AOX varlig1 ¢iplak gozle de tespit edilebilmistir. Calismada
troloks (TR) ve farkli AOX’larin siiperoksit radikali siipiirme etkisine dayanarak toplam antioksidan
kapasiteleri (TAC) dolayli yoldan troloks esdeger olarak hesaplanmistir. AOX’in stiperoksit radikali
siiplirmesinde AOX derigimi ile AA arasinda ¢izilen grafikten kalibrasyon denklemleri, lineer derigim
araliklar ¢ikarilmigtir. Siiperoksit radikali igeren 6rnek ¢ozeltisinde AOX varliginda 6l¢iim i¢in secilen dalga
boyunda (514 nm) absorbansdaki diisiise bagl olarak Nafyon® membran iizerinde tayin yapilmis ve TAC
hesaplanmistir. TR kalibrasyon egrisinin egiminin (molar absorplama katsayis1 - €7r) kullanilan antioksidan
kalibrasyon egrisinin egimine (molar absorplama katsayisi - Eaox) boliinmesiyle Troloks Esdeger Antioksidan
Kapasite Katsayis1 (TEAC katsayist) hesaplanmistir. TEAC katsayisi yiiksek olan AOXlar yiiksek siiperoksit
anyon radikali siipiirme etkisine sahiptir.
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Nafyon® membran tayin yontemini modifiye ettigimiz bu ¢alismamizda membran yerine sulu ¢ozeltide
calisilmistir. Nafyon® membran ile yapilan ¢alismanin hassasiyeti daha fazla olmasina ragmen Nafyon®
membran mevcut olmadigi durumlarda sulu ¢ozeltide calisma gerekli olmaktadir. DMPD reaktifi ile siiperoksit
radikali siiptirme aktivitesi ve TAC tayini i¢in yontemin sulu ¢6zelti ¢calisma sartlart modifiye edilmistir.
NADH-PMS sistemi ile iiretilen siiperoksit radikalinin DMPD reaktifi ile etkilesimi sonucu renklenen
cozeltinin renk siddeti AOX varliginda AOX derisimiyle ters orantili olarak azalmistir. Siiperoksit radikali
iceren sulu ¢ozeltideki renkli katyonik DMPDQ radikali 505 ve 552 nm’de maksimum absorbans vermistir
(bkz. Sekil 2). Calisma dalga boyu olarak 552 nm sec¢ilmistir. Kullanilacak reaktif optimizasyonu sonucu
yontem 5 farkli AOX’a uygulanmistir. AOX kalibrasyon grafikleri, lineer araliklar1 ve TEAC katsayilart
belirlenmistir. Yontem 3 farkli bitki ¢ay1 inflizyonuna uygulanarak siyah ¢ay (Camellia sinensis), adagay1
(Salvia officinalis) ve kusburnu ¢ay1 (Rosa canina L.) TAC tayini yapilmustir. Radikal siipiiriictiniin (bitki cay1)
stiperoksit radikaline etkisi igin siipiiriicti derigimi ile yiizde inhibisyon (bkz. (1.2)) arasinda ¢izilen grafikten
EC50 degerleri hesaplanmistir. Siiperoksit anyon radikalinin yiizde ellisinin giderilmesi i¢in gerekli olan
stipiiriicti miktar1 (EC50 degerleri) pg/mL cinsinden hesaplanmig ve sonuglar referans NBT-formazan ve
ABTS yontemindeki EC50 degerleri ile karsilastirilmigtir. Bitki ¢aylarinin TAC degerleri mmol TR/g bitki
cay1 cinsinden hem modifiye yontemle hem de CUPRAC [13] ve ABTS [15] yontemleri ile hesaplanmustir.

Yiizde inhibisyon = (Art—Aor)*100/Ars (1.2)

Burada, Arr, siiperoksit radikali i¢eren radikal siipiiriicti (AOX, bitki ¢ay1) igermeyen referans ¢6zeltisinin 552
nm’deki suya kars1 absorbansini ve Agr, Siiperoksit radikali ve radikal siipiiriicii (AOX, bitki ¢ay1) iceren
¢ozeltinin 552 nm’de suya kars1 okunan absorbansini temsil etmektedir.

Referans NBT formazan yonteminde, NADH-PMS sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit radikali NBT reaktifi
ile mavi renkli formazan {irtinii olusturur. Stiperoksit radikal siipiiriiciilerin (antioksidanlarin) eklenmesiyle
inhibe edilen mavi renkli formazan {iriiniin rengi agilir. Siiperoksit siipiiriicli antioksidanlar 560 nm'de azalmig
absorbans ile daha az formazan olugsumuna neden olarak siiperoksit radikal siiplirme aktivitesinin 6l¢iimiinii
miimkiin kilar [25].

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Analitik safliktaki kimyasal maddeler ve kaynaklari; troloks ((x)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman) (TR)
(Fluka), (#)-katesin hidrat (CAT), 2,2"-azinobis(3-etilbenzothiazolin-6-sulfonik asit) diamonyum tuzu
(ABTS), N, N-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
hidrokloriir), etanol (EtOH) (HPLC saflikta), B-Nicotinamid adenin diniikleotid indirgenmis disodyum tuz
hidrati (NADH), fenazin metosulfat (PMS), L-glutatyon (indirgenmis) (GSH), L-askorbik asit (AA),
nitrotetrazolium mavi klortir (NBT), asetik asit (CHsCOOH), sodyum asetat tirihidrat (CH3COONa-3H.0)
(Sigma-Aldrich), disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na.HPO4-2H,O) (Merck), sodyum fosfat mono bazik
dihidrat (NaH.PO.2H,0) (Riedel-de Haen), hidroklorik Asit (HCI) (Sigma-Aldrich), amonyum asetat
(NH.COO) (Riedel de Haen).

2.2. Yontem

2.2.1. Cozeltiler

2,0x10"2 M DMPD stok ¢ozeltisi 41,8 mg DMPD reaktifi biraz su ve 0,5 M 0,1 mL HCl ile ¢oziiliip distile su
eklenerek son hacim 10 mL olacak sekilde hazirlanmistir [26]. 25 mL 4,0x10° M DMPD c¢alisma ¢ozeltisi

hazirlanirken 5 mL 2,0x102 M DMPD ve distile su kullanilmigtir. 0,2 M tampon ¢ozeltisi pH=5,7 asetat
tamponu asetik asit ve sodyum asetat ile hazirlanmistir. 936 uM NADH ve 500 uM PMS stok ¢ozeltisi distile
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suda ¢oOziilmistiir. 500 uM PMS stok ¢ozeltisi distile su ile 120 pM calisma ¢ozeltisine seyreltilmistir.
Antioksidan stok ¢dzeltileri 5,0x1073 M troloks, 1,0x102 M katesin ve 1,0x102 M rutin etanolde, 2,0x10° M
glutatyon ve 2,0x102 M askorbik asit distile suda ¢dziilmiistiir.

2.2.2. Modifiye NADH/PMS/DMPD Y 6ntemi

Modifiye NADH/PMS/DMPD yonteminde enzimatik olmayan siiperoksit radikal iretimi NADH-PMS
sistemiyle gergeklestirilmistir [25]. Yontemde kullanilacak DMPD, NADH ve PMS reaktiflerinin optimum
derigsimlerinin belirlenmesi amaciyla asagida belirtilen hacim araliklarinda denemeler yapilmastir.

Yontem, 936 uM NADH (0,025 — 0,6) mL, 4,0x10* M DMPD (0,050 - 0,6) mL, 0,2 M pH 5,7 asetat tamponu
0,25 mL iizerine 120 pM PMS (0,025-0,8) mL eklenip distile su ile deney ¢6zelti hacmi 2,0 mL olacak sekilde
hazirlanmigtir. Reaksiyon karisimi 50°C su banyosunda 30 dakika bekletilmistir [24]. Cozelti absorbansi suya
kars1 552 nm’de okunmustur (Sekil 1).

2.2.3. Yontem Uzerine Antioksidan Etkisi

Optimizasyon sonrasi yontem; 936 uM NADH 0,2 mL + 4,0x10° M DMPD 0,5 mL + 0,2 M pH 5,7 asetat
tamponu 0,25 mL + x mL AOX + 120 uM PMS 0,4 mL eklenip distile su ile ¢ozelti hacmi 2,0 mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Yontem 5 farkli cesit AOX’a (TR, GSH, CT, RT ve AA) uygulanmistir. Siipiiriicii
olarak EtOH’de ¢6ziinen AOX’lar kullanildiginda ¢6zelti igindeki toplam EtOH hacmi 0,1 mL olacak sekilde
ayarlanmistir. Toplam 0,1 mL EtOH sonrasi ¢ozelti son hacmi distile su ile 2,0 mL’ye tamamlanmistir. Suda
¢oziinen AOX’lar kullanildiginda EtOH ¢6zeltiye hi¢ eklenmemistir. Cozeltideki AOX 1n siiperoksit radikali
stipiiriicli etkisi AOX derisimine bagh olarak incelenmistir. Deneylerde kullanilan her bir AOX derigimi ile
AA (bkz. (2.1)) arasinda ¢izilen grafiklerden AOX kalibrasyon denklemleri bulunmustur. Her bir AOX
derisimine bagli olarak radikal siipiirme etkinliginin lineer oldugu aralik belirlenmistir. Kalibrasyon
denklemleri ve lineer araliklar molarite (M) cinsinden hesaplanmistir. Antioksidanlarin troloks esdeger
antioksidan kapasite (TEAC) katsayilart hesaplanmistir (bkz. (2.2)).

AA = Agrf— Aor (2.1)

Burada, Ary, Siiperoksit radikali iceren radikal siipiiriicii (AOX, bitki ¢ay1) icermeyen referans ¢ozeltisinin 552
nm’de suya karsi okunan absorbansini ve Aoy, Siiperoksit radikali igeren radikal siipiiriicii (AOX, bitki ¢ay1)
iceren ¢Ozeltinin 552 nm’de suya karsi okunan absorbansini temsil etmektedir.

TEAC Katsayisi = Eaox/ETr (2.2)

Burada, €aox, kullanilan antioksidanin molar absorplama katsayisini ve €rr, TR’nin molar absorplama
katsayisini temsil etmektedir.

2.2.4. Yontemin Bitki Caylarina Uygulamsi

Modifiye yontem ile marketten satin alinan poset siyah ¢ay (Camellia sinensis), adagay1 (Salvia officinalis) ve
kusburnu ¢ay1 (Rosa canina L.) infiizyon (demleme) ¢dzeltilerinin siiperoksit anyon radikali stipiirme etkinligi
incelenmis ve mmol TR/g bitki ¢ay1 cinsinden TAC tayini yapilmistir. Ayrica CUPRAC ve ABTS ile de TAC
tayini yapilip, sonuglar karsilastirilmistir. Bitki ¢aylarinin pg/mL cinsinden EC50 degerleri modifiye edilen
yontemle, referans NBT-formazan ve ABTS yontemindeki EC50 degerleri ile karsilagtirilmistir.

EC50 degerleri ve TAC tayini i¢in poset bitki ¢aylari tartilmistir. Ortalama tartimi 1,48 g olan 3 farkli poset
adacaya, ortalama tartim1 2,48 g olan 3 farkli poset kusburnu ¢aya ve ortalama tartimi 2,091 g olan siyah ¢aya
inflizyon uygulanmistir. Tartilan poset c¢aylar 250 mL 100°C kaynar suda 2 dakika sallanarak 3 dakika

510



JARNAS /2024, Vol. 10, Issue 3, Pages: 506-519 / Determination of Superoxide Radical Scavenging Activity and Total ---

bekletilerek toplam 5 dakika demlenmistir [27]. Cay infiizyon ¢ozeltileri siiziiliip, gerekli seyreltmelerden
sonra denemelerde kullanilmistir (Sekil 1).

i 2
Idws» Kugburnu Cay
3 =y >

Adacayl
Ornek Gozeitis
Referans Cozelti NADH
NADH DMPD Cozeltis|
DMPD Cozeltisi pH=57 Asstat Tamponu
pH=57 Asetat Anticksidan veya Bitki Siyah Cay
Tamponu Can

PMS PMS

I s /
Di g @D - «/ \

—_— /]

Referans Ornek A 30 dakika g” ‘C Referans Ornek
p—y
\ R e =
Referans Ornek 552 nm

Sekil 1. Modifiye DMPD yontem diyagrami
3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Modifiye NADH/PMS/DMPD Yontem Optimizasyon Sonuclari

Yontemde DMPD reaktifi ve siiperoksit radikali iceren ortamda absorbansdaki diisiise gore tayin
yapilacagindan referans (radikal siipiiriicii icermeyen) ¢ozelti absorbansi 0,9-1,1 olabilecek reaktif derisimleri
secilmistir. 4,010 M DMPD reaktifinden 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ve 0,6 mL almip 2,0 mL deney ¢dzeltisi
toplam hacmine boliinerek deney cozeltisi toplam hacmindeki DMPD derisimleri hesaplanmistir. (Deney
¢ozeltisindeki DMPD derigimleri: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ve 1,2 mM DMPD’dir.) Deney ¢ozeltisindeki
DMPD derigimleri ile absorbans arasinda optimizasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 2). Aynmi sekilde 936 uM
NADH reaktifinden 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 ve 0,6 mL alinip 2,0 mL deney ¢ozeltisi toplam hacmine boliinerek
deney ¢ozeltisi toplam hacmindeki NADH derisimleri ve 120 uM PMS reaktifinden 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4;
0,6 ve 0,8 mL alinip 2,0 mL deney ¢ozeltisi toplam hacmine boliinerek deney ¢ozeltisi toplam hacmindeki
PMS derisimleri hesaplanmistir (Deney ¢6zeltisindeki NADH derisimleri: 27,4; 46,8; 93,6; 187,2 ve 280,8 uM
NADH’dir. Deney ¢ozeltisindeki PMS derisimleri: 1,5; 3; 6; 12; 24; 36 ve 48 uM PMS’dir). Deney
¢ozeltisindeki NADH derisimleri ile absorbans (Sekil 3) ve PMS derisimleri ile absorbans (Sekil 4) arasinda
optimizasyon grafikleri ¢izilmistir.

Yontemde referans absorbansindaki diislise gore tayin yapilacagindan DMPD, NADH ve PMS optimizasyon
grafiklerinden referans (radikal siipiiriicli icermeyen) ¢6zelti absorbansi 0,9-1,1 arasinda olan DMPD, NADH
ve PMS derisimleri en uygun derisim olarak se¢ilmistir. En uygun derisimler DMPD i¢in, 1,0 mM DMPD;
NADH ig¢in, 93,6 uM NADH ve PMS i¢in, 24 uM PMS’dir. Siiperoksit radikali igeren ortamda renklenen
deney ¢ozeltisinin siipliriicii (AOX veya bitki ¢ay1) ilavesiyle DMPD radikali siipiiriildiik¢e ¢ozelti renginde
azalma meydana gelir. Dolayistyla, absorbansda diisiis olusur.
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Sekil 3. NADH optimizasyonu (Olgiim dalga boyu 552 nm)
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Sekil 4. PMS optimizasyonu (Olgiim dalga boyu 552 nm)
3.2. Antioksidan ve Bitki Caylarinin Yontem Uzerindeki Etkisi

Y 6ntem optimizasyonu sonrasi siiperoksit anyon radikali tizerine 5 farklit AOX’1n (troloks, glutatyon, katesin,
rutin ve askorbik asit) ve 3 farkl bitki ¢ay1 infiizyonunun etkisi incelenmistir. AOX kalibrasyon grafikleri,
lineer araliklar1 ve TEAC katsayilar1 belirlenmistir (Tablo 1 ve Sekil 5). Yontem 3 farkli bitki ¢ay1 inflizyonuna
uygulanarak siyah ¢ay (Camellia sinensis), adagay1 (Salvia officinalis) ve kugburnu ¢ay1 (Rosa canina L.) TAC
degerleri mmol TR/g bitki ¢ay1 cinsinden hem modifiye yontemle hem de CUPRAC ve ABTS yontemi ile
hesaplanmugtir. Bitki ¢aylarin siiperoksit radikali siiplirme aktivitesi modifiye edilen yontemle EC50 degerleri
pg/mL cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar referans NBT-formazan ve ABTS yontemindeki EC50 degerleri ile
karsilagtirilmigtir (Tablo 2 ve Sekil 6).

1.0
a
b
0.8
) c
2
e 0.6 5 b c
=2 i .
- 1» — : IaET i )
sl |
0.4
0.2
450 500 550 600 651
Dalgaboyu (nm)

Sekil 5. a) DMPD ve siiperoksit radikali igeren sulu ¢dzelti b) DMPD, siiperoksit radikali ve 1,0x10° M
troloks igeren ¢ozelti ¢) DMPD, siiperoksit radikali ve 4,0x10° M troloks igeren ¢ozelti
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Tablo 1. Antioksidanlarin kalibrasyon denklemleri, lineer aralik ve TEAC sayilari

Antioksidan (AOX) Kalibrasyon Denklemi Lineer Aralik TEAC Sayist

Troloks (TR) AA =3002,4C+0,053 1,0 x10°-1,0x 10*M 1
R? = 0,9856

Glutatyon (GSH)  AA =9198,9C +0,0991 1,0 x10°-5,0x 105 M 3,06
RZ = 0,9913

Katesin (CT) AA =10177C+0,0211 1,0 x105-6,0 x 10°M 3,39
R% = 0,9958

Askorbik Asit (AA) AA =1980,5C—-0,159 1,25 x10%-5,0 x 10*M 0,66
R? = 0,9860

Rutin (RT) AA=361,6C+0,136 1,0x10%-38,0x10*M 0,12
R? = 0,9669

Tablo 1°de goriildiigii lizere AOX’larin NADH/PMS sistemi ile iiretilen sliperoksit anyon radikali siipiirme
aktivitesi TEAC katsayilarma gore CT > GSH > TR > AA > RT seklinde siralanabilir. Siiperoksit radikali
stiplirmesine bagli olarak AA ile antioksidan derisimi arasinda ¢izilen grafikten AOX’larin Kkalibrasyon
denklemleri ¢ikarilip, lineer araliklart bulunmustur (bkz. Tablo 1).

Tablo 2. Bitki ¢ay1 infiizyonlarinin 6nerilen yontem, CUPRAC ve ABTS TAC degerleri

Bitki Cay1 Onerilen DMPD Yéntemi CUPRAC Yéntemi ABTS Yéntemi
Kusburnu Cay1 TAC degeri (mmol TR /g Bitki Cay1)? 0,32+0,015 0,29 +£0,010 0,22 + 0,006
Adagay1 (mmol TR/g Bitki Cay1)? 0,59 + 0,064 0,47 +£0,043 0,36 = 0,047
Siyah Cay (mmol TR /g Bitki Cay1)? 1,86 = 0,099 1,02 + 0,049 0,73 £ 0,044

@Sonuglar TR ekivalent olarak hesaplanmustir. X + standart sapma; N = 3

Bitki ¢aylarmin siiperoksit radikali %50 inhibisyon degerleri (EC50) modifiye yontem, NBT-formazan ve
ABTS yontemine gore pg/mL cinsinden Sekil 6’da gosterilmistir. Sekil 6 incelendiginde bitki ¢aylariin
modifiye edilen yontemde EC50 degerleri; kusburnu cayi, 279 pg/mL, 199,3 pg/mL adacay1 ve siyah cay
137,6 ng/mL’dir. NBT-formazan yonteminde EC50 degerleri; kusburnu ¢ayr 177,3 ug/mL, adacayr 92,7
ug/mL ve siyah cay 70,1 ug/mL’dir. ABTS yontemindeki EC50 degerleri; kusburnu cayr 145,4 pug/mL,
adagay1 52,9 pg/mL ve siyah cay 28,3 pg/mL’dir. Tablo 2’de goriildiigii lizere ii¢ farkli antioksidan kapasite
tayin yontemi uygulanan bitki ¢ay1 infiizyonlarinin {i¢ yontemde de (6nerilen modifiye DMPD, CUPRAC ve
ABTS) TAC degerleri yiiksekten diisiige dogru siyah ¢ay, kusburnu ¢ay1 ve adagay: seklinde siralanabilir.
Y ani siiperoksit radikalininin yiizde elli oraninda siipiiriilmesi i¢in en az miktarda kullanilan siyah ¢ay infiizyon
cozeltisi en yliksek TAC degerine sahiptir.

Bitki Caylar1 EC50 Degerleri Karsilastirilmasi
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Sekil 6. Bitki ¢aylar1 EC50 degerleri Karsilastirilmasi
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Yontemde uygulanan bes farkli antioksidan ¢ozeltisinin ve siyah cay, adacayi, kusburnu g¢ay1 bitki c¢ay1
inflizyonlarinin siiperoksit radikali sliplirme aktiviteleri i¢erdikleri fenolik bilesiklerin yapisi ile iliskilidir.
Bitkilerde bol miktarda bulunan flavonoidler fenolik bilesiklerdir.

Sekil 7. Flavonoidlerin antioksidan aktivite yapr iliskisi [28]

Sekil 7°de de gosterildigi gibi flavonoidler (antioksidanlar) asagidaki 6zelliklerin birine veya birkacina sahip
olduklarinda daha yiiksek antioksidan aktivite gosterirler [28]:

a) Elektron delokalizasyonuna katki saglayan B halkasindaki o-dihidroksi (katesol- iki komsu hidroksil grubu
tagtyan benzen halkasi) yapisina sahip olmasi,

b) C halkasindaki ikinci ve ligiincii karbonlar arasi cifte bag ve C halkasinin dordiincii karbonundaki keto
grubunun B halkasindan elektron delokalizasyonunu arttirmasi (Aromatik bilesigin elektron delokalizasyonu
antioksidan gii¢ ile dogru orantilidir),

c¢) Antioksidanlarin maksimum radikal siipiirme etkisine sahip olabilmesi i¢in A ve C halkalarinin {igiincii ve
besinci pozisyonunda hidroksil gruplarinin olmasi gerekmektedir. Ayrica 5-hidroksi-4-keto grubu giiglii bir
metal kelatlayicidir ve antioksidan etkinligini arttirir [29, 30].

Literatiirde siiperoksit radikali iizerine antioksidan aktivitesi ve bitki caylari (siyah ¢ay, adagay1 ve kusburnu
cay1) lizerine yapilan calismalarda Sekil 7°de iizerinde anlatildig1 gibi flavonoidlerin yapisinin antioksidan
aktivitesi tizerine etkili oldugu gosterilmistir.

Caymn (Camellia sinensis) ana bileseni katesinlerdir (Sekil 8). Flavonoidlerin flavan-3-ol alt grubuna [31] ait
katesinlerin siiperoksit radikali siiplirme etkisi B halkasindaki katesol ve pirogallol grubuna baglidir [32-34].

1

H H
HO O OH “'ﬁd""
[+] OH

OR,

OH
C @ (+)-catechin, R=HR=H
0G : (-)-catechin gallate, R=H,R=G
GC : (+)-gallocatechin, R=0H,R=H
GCG: (-)-gallocatechin gallate, R=0H,R=G

Sekil 8. Katesin yapisi [35]

Cay biiylik olgiide katesinleri igerdigi igin ¢ayin antioksidan oOzellikleri 6nemli oranda katesinlerden
kaynaklanmaktadir. Yildirnm vd. [36]’nin c¢aligmasinda Tiirk ¢aymin antioksidan aktivitesinin adagayi
antioksidan aktivitesinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Farkl: bir calismada ¢ay katesinlerinin stiperoksit
radikali siiptirme etkisi incelenmistir [37].

Yapilan diger bir ¢alismada [38] hem enzimatik (ksantin/ksantin oksidaz) hem de enzimatik olmayan
(NADH/PMS) sistemiyle olusturulan siliperoksit radikalinin siipiirilmesinde katesinler disindaki
flavonoidlerin etkisi aragtinlmigtir. Calismada flavonoid alt grubu flavonollere [31] ait kuersetin (Sekil 9),
mirisetin ve rutin antioksidanlar1 en fazla siiperoksit radikali siiplirme aktivitesi gdstermistir.
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OH O
Sekil 9. Kuersetin

Karakaya vd. [39] tarafindan yapilan ¢alismada siyah cay, adagayi, kusburnu ¢aymin kuersetin, luteolin,
apigenin, kaemferol icerikleri ve miktarlar1 karsilagtirilmig en fazla igerige siyah ¢cayin daha sonra adagayinin
ve son olarak kusburnu ¢ayinin sahip oldugu goriilmiistiir.

Modifiye DMPD yo6nteminin uygulandig siyah ¢ay, adacay1 ve kusburnu ¢ayinin siiperoksit radikali siipiirme
aktivesi hem literatiirler dikkate alindiginda hem de sonuglarimiza gore biiyiikten kiigiige dogru siyah cay,
adagay1 ve kusburnu cay1 seklinde siralanmaktadir. Siyah cayimn aktivitesinin adagayi ve kusburnu
aktivitesinden yiiksek olmasi; cayn icerdigi katesinler, kuersetin, luteolin, apigenin, kaemferol
antioksidanlarinin miktari ve etkisinden kaynaklanmaktadir [40].

Modifiye DMPD yontemi, CUPRAC ve ABTS yontem sonuglarina gore bitki ¢aylarinin TAC degerleri (bkz.
Tablo 2) ve Sekil 6’daki EC50 degerleri incelendiginde sonuglarin literatiirlerdeki antioksidan yap1 aktivite
iligkisi ile uyumlu oldugu gozlenmektedir.

4. Sonuclar

Calismada NADH/PMS sistemi ile iiretilen siiperoksit radikali tarafindan DMPD reaktifi pembe renkli
DMPDQ radikaline oksitlenir. Siiperoksit siiplirme aktivitesi sergileyen radikal siipiiriicii varliginda daha az
DMPDQ radikali olusumu nedeniyle ¢dzeltinin renk yogunlugu azalir. 552 nm dalga boyundaki absorbans
Ol¢timii sonrasi radikal siipiiriicii igermeyen referans ¢ozeltisi ile siipiiriicii igeren 6rnek ¢ozeltisi arasinda AA
hesaplanmigtir. AA ile AOX derisimi arasinda ¢izilen grafikten AOX’larin molarite cinsinden kalibrasyon
egrileri, lineer araliklar1 ve TEAC katsayilar1 hesaplanmistir (Tablo 1). TEAC katsayilarina gére AOX’lar
siralandiginda CT’nin en yiiksek RT’nin en diisiik siiperoksit radikali siiplirme aktivitesine sahip oldugu
goriiliir. Stipiiriicii olarak kusburnu ¢ay1, adagay1 ve siyah cay inflizyon ¢ozeltilerine ¢alisilan modifiye yontem,
NBT-formazan ve ABTS yontemi uygulanip, EC50 degerleri hesaplanmistir. Tiim ydntemlerdeki EC50
degerleri karsilagtirilip disiikten yliksege dogru siralandiginda tiim yontemlerde en diisiik EC50 degerinin
siyah caya ait oldugu goriilmiistiir. Siyah ¢aydan sonra adagay1 ve kusburnu ¢ay1 gelmektedir. EC50 degeri en
diisiik olan siyah cay en yiiksek radikal siiplirme aktivitesine sahiptir (bkz. Sekil 6). Ayrica bitki ¢aylar
inflizyonlarinin siiperoksit radikali siipiirme etkisine baglh olarak ¢alisilan modifiye yontem, CUPRAC ve
ABTS yontemleri ile TAC degerleri hesaplanmistir (bkz. Tablo 2). Tablo 2’de goriildiigii iizere Onerilen
DMPD, CUPRAC ve ABTS yontemi uygulanan bitki ¢ay1 inflizyonlarinin iic yontemde de TAC degerleri
yiiksekten diisiige dogru siyah cay, adacayr ve kusburnu cayr olarak siralanmaktadir. Yani siiperoksit
radikalininin yiizde elli oraninda stipiiriilmesi i¢in kullanilan siyah ¢ay infiizyon ¢6zeltisi en yiiksek TAC
degerine sahiptir. Tablo 2’deki bitki ¢ay1 infiizyonlarinin TAC degerleri incelendiginde EC50 degerleri ile
TAC degerlerinin tutarli oldugu goriilmektedir. Modifiye edilen yontemle 552 nm’de absorbans o6l¢iimil
yapilmadan da ¢iplak gozle ¢ozeltinin rengindeki degisime bakilarak ortamdaki hem stiperoksit radikali hem
de antioksidan varlig1 tespit edilebilir.

Yazar Katkilan

Yazar makalenin son halini okuyup onaylamistr.

516



JARNAS /2024, Vol. 10, Issue 3, Pages: 506-519 / Determination of Superoxide Radical Scavenging Activity and Total ---

Cikar Catismasi
Yazar higbir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
Etik inceleme ve Onay

Etik Kurulu’ndan onay alinmasina gerek yoktur.

Tesekkiir

Bu calisma, 114Z089 proje numarasiyla Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) ve
FDP-2017-24832 proje numarasiyla Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir.
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