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UC FARKLI KABAK TURUNUN ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ
BELIRLENMESI

OZET

Canl sistemlerdeki metabolik reaksiyonlar sirasinda yasam igin tehlikeli olan zararh
serbest radikaller meydana gelebilir bunlara kars1 organizmalarda dogal bir savunma
mekanizmasi bulunmaktadir. Bu savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynayan
bilesiklere "antioksidan" adi verilir. Antioksidanlar, serbest radikal tiirlerini stabil
tutan, metabolizmada hiicrelere zarar vermeksizin verebilecekleri zararit minimum
diizeye indiren molekiillerdir.

Antioksidanlarin canli yasamu tizerindeki temel etkisi, serbest radikalleri siiptirme ve
zincir kirma mekanizmalart araciliiyla gergeklesir. Son yoriingesinde bir adet veya
eslesmemis elektron bulunduran molekiil yapilar1 genellikle kararsizdir ve olduk¢a
reaktiftir. Bunlar serbest radikaller olarak adlandirilirlar. Serbest radikaller oksijen ve
azot icerikli olabilirler. Bu gruptaki oksijen radikalleri hiicre zarlarindan kolayca
gectikleri i¢in hiicrelerdeki lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda
degisikliklere neden olup etkili bir sekilde hiicrelerde zararli etki etme yetenegine
sahiptirler. Bu radikalller "reaktif oksijen tiirleri (ROS)"olarak adlandirilirlar.
Antioksidanlar, bu zararli ROS’lar1 6zelliklede zincir olusturmakta olan radikalleri gok
az reaktif formlara doniistiirerek hidrojen atomu vericisi olarak islev goriir. Ortaya
cikan antioksidan radikal, aromatik halkadaki oksijen atomunun eslesmemis bir
elektronla degistirilmesiyle stabilize edilir. Bu sebepten 6tiirii antioksidan molekiiller
genellikle yapilarinda fenolik fonksiyonlari yerine getirirler. Antioksidanlarin insan
sagligindaki rolii son zamanlarda daha da iyi idrak edilmistir. Arastirmalar,
antioksidanlarin; katarakt, kanser, kardiyovaskiiler hastalik veya oksidatif stresin
neden oldugu diger bircok hastaligi Onlemede daha etkin bir rol oynadiginm
gostermistir.  Antimutajenik, antitimor ve yaslanma karsit1 etkiler, canh
organizmalarda bulunan antioksidan Ozelliklere sahip maddelerden kaynaklanir.
Antioksidanlarin yoklugunda reaktif olan oksijen veya nitrojen gruplar1 kanser,
diyabet, artrit, Parkinson hastaligi, AIDS, beyin veya kalp rahatsizlig1 vb. cesitli
hastaliklara sebep olmaktadir.

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak {izere canli hiicrelerin
savunma sisteminde yer almaktadir. Canli sistemlerde enzimatik antioksidanlar olarak
Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Askorbat Peroksidaz (APX), Glutatyon
peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimler bulunurken, enzimatk
olmayan antioksidanlar arasinda ise melatonin, glutatyon, bilurubin, iirik asit, albiimin,
selenyum, koenzim Q10, a-lipoik asit ve transferrin bulunmaktadir.

Antioksidanlar ayrica bir ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Ozellikle gida
sektoriinde yaygin olarak kullanilan antioksdanlar Yyapay olarak iiretilmis
antioksidanlardir. Bu amagla kullanilan yapay antioksidan grubu i¢inde biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), ii¢iinciil biitilhidrokinon
(TBHQ) ve etoksigin yaygin olanlaridir. Bu antioksidanlar ¢ok kararli, etkili ve
ucuzdur. Bu grupta bulunan antioksidanlarin diger antioksidan sinifina gére daha ucuz
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olmasi, dayanikliliginin ve etkinliginin fazla olmasi sebebiyle kullanimi daha da
yayginlagmistir. Gidalarda dogal olarak bulunduklarindan, gida sektoriinde gidalarin
yapisini ve besin degerlerini korumak i¢in daha sonra eklenirler. Bu, acilasmaya ve
gida bozulmalarma karsi ¢alisan kimyasaldir. Antioksidanlar viicut hiicreleri
tarafindan iiretilir ve yiyeceklerden de elde edilebilir. Gidalarin i¢inde bulunup insan
bedenini radikallerin faydasiz etkisinden korumaya calisan belli basli dogal
antioksidanlar oncelikle vitamin gruplari (A, C, E vitaminleri), flavonoid, karotenoid
ve polifenoller olarak adlandirilirlar.

Antioksidanlarin enzim aktiviteleri incelenirken Polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz
(POD), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) enzimleri secilmistir. Polifenol
oksidaz (PPO), kesilmis meyve ve sebzelerin yiizeyindeki oksidasyon iirlinlerinden
kahverengimsi renk olusturan belirli bir enzim grubunun adidir. Bunlar esas olarak
bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunmaktadir. PPO enzimi oksidorediiktaz sinifi
bir enzim olup (EC 1.14.18.1) oksijen varliginda monofenolik bilesiklerin o-
difenollere hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi) ve o-difenollerin o-kinonlara
oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi) katalizler. PPO enzimi meyve ve sebzelerde
karamaya sebep olurken, ayni zamanda viicutta koyu renkli pigmentlerin birlikte
olusturulmasi, melanin pigmentlerinin biyosentezi, polifenol gruplarinin baslatilmasi
ve korunmasinda da gorev alir. Peroksidaz (POD) enzimi (EC:1.11.1.7), oksitleyici
olarak hidrojen peroksiti (H2.02) kullanarak ikinci bir substrat varliginda indirgeyip su
olustururken diger substrati da yiikseltgemeyi katalizleyen bir oksidaorediiktaz sinifi
antioksidan enzimidir. Peroksidazlar iki etkin gruba ayrilabilir. Bunlar; hayvan
peroksidazlart ve bitki, mantar, bakteri peroksidazlari olarak gruplandirilabilirler.
Askorbat peroksidaz (APX) H20.yi suya indirger ve bu sirada asidi (AsA) elektron
verici olarak kullanir. APX'ler (askorbat peroksidazlar) bitkilerin antioksidan savunma
mekanizmalarinda 6nemli rola sahiptir. Katalaz (CAT) enzimi (E.C.1.11.1.6),
hidrojen peroksitin (H20.) suya ve oksijene doniisiimiinii katalize eden, aerobik
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan bir oksidreduktaz sinifi
enzimdir. Hiicrenin i¢inde bulunan metabolizmayla ilgili siireglerle iiretilen hidrojen
peroksit, katalaz enzim tarafindan hidrolize edilmezse, hiicrelerde viicutta kalic1 hasara
neden olan oldukca zararli ve zehirli bir radikal tretilir.

Bu ¢aligmada, Sakarya’da yetistirilen ti¢ farkli kabak tiiriiniin (bal kabagi, spagetti
kabak, sakiz kabak) kabuk ve i¢ kisimlarinin antioksidan aktiviteleri arastirilmastir.
Antioksidan aktiviteleri, Ui¢ farkli antioksidan analiz yOntemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla kullamlan ydntemler; Demir (II) Iyonlarimi Selatlama
Aktivitesi, DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi ve Indirgenme Kapasitesidir.
Ayni zamanda ti¢ farkli kabak tiirtiniin kabuk ve i¢ kisimlarinin antioksidan enzim
(Polifenoloksidaz, Peroksidaz, Katalaz ve Askorbat peroksidaz) aktiviteleri
incelenmistir. Analiz sonuglarinda; analizi yapilan kabaklarmm kabugu ve i¢
kisimlarindan ¢ikan sonuglar en yiiksek DPPH aktivitesi, etil asetatta bal kabaginin
kabuk kisminda %94,93 (+0,12) degeri ile belirlenmis olup, metanolde ise en yliksek
DPPH giderim aktivitesi spagetti kabagin kabuk kisminda % 94,40 (+0,18) olarak
belirlenmistir. En yiiksek Indirgeme kapasitesi tayininde etil asetat ekstratlarinda
calisilan kabak ¢esitlerinde goriilmiistiir. Demir (II) Iyonlarmi Selatlama ydnteminde
etil asetat ekstratlarinda en fazla bal kabaginin kabuk kisminda belirlenmis olup,
metanol ekstratlarinda ise en fazla bal kabaginin i¢ kisminda belirlenmistir.

Kabaklarin antioksidan enzim aktivitelerini belirlerken dort adet enzim i¢in aktiviteler
belirlenmistir. Bu enzimler polifenol oksidaz, peroksidaz, katalaz ve askorbat
peroksidazdir. Kabaklarda polifenol oksidaz enzim degerleri analiz edildiginde en
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yiiksek enzim aktivitesi spagetti kabagin kabuk kisminda bulunurken, en diisiik enzim
aktivitesi bal kabaginin kabuk kisminda bulunmustur. Peroksidaz enzim aktivitesi
incelendiginde ise en yiiksek enzim aktivitesi balkabagmin kabuk kisminda
bulunurken, en diisiik enzim aktivitesi sakiz kabaginin i¢ kisminda belirlenmistir.
Katalaz enzim aktvitesi incelendiginde 100 pL i¢in; en yiliksek deger bal kabaginin
kabuk kisminda bulunrken, en diisiik deger sakiz kabaginin kabuk kisminda
bulunmustur. Katalaz enzim aktivitesi ayrica 500 pL’lik hacimde denendiginde ise
maksimum aktivite degeri spagetti kabagin kabuk kisminda goriiliirken, en diisiik
enzim aktivite degeri sakiz kabaginin i¢ kisminda goriilmiistiir. Askorbat peroksidaz
i¢in en fazla enzim aktivite degeri bal kabaginin kabuk kisminda bulunurken, en diisiik
enzim aktivite degeri spagetti kabagin i¢ kisminda bulunmustur. Boylece elde edilen
tim veriler 1s181nda, Sakarya’da yetisen ii¢ farkli kabagin farkli kisimlarindaki
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktiviteleri degerlendirildiginde en
yiiksek antioksidan aktivitenin balkabaginin kabuk kismida oldugu belirlenmistir.
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF THREE
DIFFERENT CUCURBITA SPECIES

SUMMARY

There is a natural defense mechanism in the body against free radicals formed as a
result of certain metabolic reactions. The molecules that play crucial role in the defense
mechanism are called "antioxidants”. Antioxidants are molecules that keep free radical
species stable and minimize the damage they can cause in metabolism without
damaging the cells.

The main effect of antioxidants on living life is through the mechanisms of scavenging
free radicals and breaking chains. Molecular structures with one or an unpaired
electron in their final orbital are usually unstable and highly reactive. These are called
free radicals. Free radicals can contain oxygen and nitrogen. Since oxygen radicals in
this group easily pass through cell membranes, they have the ability to cause changes
in the structure of lipids, proteins and nucleic acids in cells and have an effective
harmful effect on cells. These radicals are called "reactive oxygen species (ROS)".
Antioxidants act as hydrogen atom donors by converting these harmful ROS,
especially chain-forming radicals, into slightly reactive forms. The resulting
antioxidant radical is stabilized by replacing the oxygen atom in the aromatic ring with
an unpaired electron. For this reason, antioxidant molecules generally perform
phenolic functions in their structures. The role of antioxidants in human health has
recently been better understood. Research shows that antioxidants; It has been shown
to play a more effective role in preventing cataracts, cancer, cardiovascular disease or
many other diseases caused by oxidative stress. Antimutagenic, antitumor and anti-
aging effects are due to substances with antioxidant properties found in living
organisms. Oxygen or nitrogen groups that are reactive in the absence of antioxidants
can cause cancer, diabetes, arthritis, Parkinson's disease, AIDS, brain or heart disease,
etc. cause various diseases.

Antioxidants play important roles in the defense system of living cells as enzymatic
and non-enzymatic. While there are enzymes such as Superoxide dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Ascorbate Peroxidase (APX), Glutathione peroxidase (GPx) and
Glutathione reductase (GR) as enzymatic antioxidants in living systems, non-
enzymatic antioxidants include melatonin, glutathione, bilirubin, uric acid, albumin,
selenium, coenzyme Q10, a-lipoic acid and transferrin.

Antioxidants are also used in many industrial areas. Antioxidants, which are widely
used in the food industry, are artificially produced antioxidants. Among the artificial
antioxidant group used for this purpose, butylated hydroxytoluene (BHT), butylated
hydroxyanisole (BHA), tertiary butylhydroquinone (TBHQ) and ethoxygin are the
common ones. These antioxidants are very stable, effective and inexpensive. The use
of antioxidants in this group has become more widespread due to the fact that they are
cheaper than the other antioxidant class, their durability and effectiveness are higher.
This is the chemical that works against rancidity and food spoilage. Antioxidants are
produced by body cells and can also be obtained from food. The main natural
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antioxidants found in foods and trying to protect the human body from the useless
effects of radicals are primarily called vitamin groups (vitamins A, C, E), flavonoids,
carotenoids and polyphenols.

While examining the enzyme activities of antioxidants, the enzymes Polyphenol
oxidase (PPO), peroxidase (POD), ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT)
were selected. Polyphenol oxidase (PPO) is the name of a particular group of enzymes
that creates a brownish color from oxidation products on the surface of cut fruits and
vegetables. They are mainly found in bacteria, fungi, plants and animals. PPO enzyme
is an oxidoreductase class enzyme (EC 1.14.18.1) and catalyzes the hydroxylation of
monophenolic compounds to o-diphenols (cresolase activity) and oxidation of o-
diphenols to o-quinones (catecholase activity) in the presence of oxygen. While the
PPO enzyme causes darkening in fruits and vegetables, it also takes part in the co-
creation of dark pigments in the body, the biosynthesis of melanin pigments, and the
initiation and protection of polyphenol groups. Peroxidase (POD) enzyme
(EC:1.11.1.7) is an oxidaoreductase class antioxidant enzyme that uses hydrogen
peroxide (H20>) as an oxidizer, reducing it in the presence of a second substrate and
forming water while catalyzing the oxidation of the other substrate. Peroxidases can
be divided into two active groups. These; they can be grouped as animal peroxidases
and plant, fungal and bacterial peroxidases. Ascorbate peroxidase (APX) reduces H>O>
to water and uses acid (AsA) as an electron donor. APX (ascorbate peroxidases) have
an important role in the antioxidant defense mechanisms of plants. Catalase (CAT)
enzyme (E.C.1.11.1.6) is an oxidreductase class enzyme found in aerobic animals,
plants and microorganisms that catalyzes the conversion of hydrogen peroxide (H205)
to water and oxygen. If the hydrogen peroxide produced by the metabolic processes
inside the cell is not hydrolyzed by the enzyme catalase, a very harmful and toxic
radical is produced in the cells that causes permanent damage to the body.

In this study, the antioxidant activities of the skin and inner parts of three different
zucchini species (pumpkin, spaghetti squash, gum zucchini) grown in Sakarya were
investigated. Antioxidant activities were determined using three different antioxidant
analysis methods. The methods used for this purpose; Iron (11) lons Chelating Activity,
DPPH Free Radical Removal Activity and Reducing Capacity. At the same time, the
antioxidant enzyme (Polyphenoloxidase, Peroxidase, Catalase and Ascorbate
peroxidase) activities of the skin and inner parts of three different pumpkin species
were investigated. In the analysis results; The results obtained from the peel and inner
parts of the squash analyzed were the highest DPPH activity, % 94.93 (+0.12) in the
skin of the pumpkin in ethyl acetate, and the highest DPPH removal activity in
methanol was % 94.40 in the skin of the spaghetti squash. (£0.18). The highest
reducing capacity was observed in pumpkin cultivars studied in ethyl acetate extracts.
In the Chelating of Iron (I1) lons method, it was determined the most in the shell of the
pumpkin in ethyl acetate extracts, and the most in the inner part of the pumpkin in
methanol extracts.

While determining the antioxidant enzyme activities of pumpkin, activities were
determined for four enzymes. These enzymes are polyphenol oxidase, peroxidase,
catalase and ascorbate peroxidase. When polyphenol oxidase enzyme values were
analyzed in pumpkins, the highest enzyme activity was found in the skin of the
spaghetti squash, while the lowest enzyme activity was found in the skin of the
pumpkin. When the peroxidase enzyme activity was examined, the highest enzyme
activity was found in the peel of the pumpkin, while the lowest enzyme activity was
determined in the inner part of the gum squash. When catalase enzyme activity is
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examined, for 100 pL; While the highest value was found in the shell part of the
pumpkin, the lowest value was found in the shell part of the pumpkin. When catalase
enzyme activity was also tested in a volume of 500 pL, the maximum activity value
was observed in the skin of the spaghetti squash, while the lowest enzyme activity
value was observed in the inner part of the gum squash. The highest enzyme activity
value for ascorbate peroxidase was found in the skin of the pumpkin, while the lowest
enzyme activity value was found in the inner part of the spaghetti squash. In the light
of all the data obtained, when the enzymatic and non-enzymatic antioxidant activities
in different parts of three different pumpkins grown in Sakarya were evaluated, it was
determined that the highest antioxidant activity was in the skin part of the pumpkin.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, kendiliginden oksitlenen maddelerin oksidasyonunun baglamasini
erteleyen ya da bu hiz1 azaltan maddelerdir. Yiizlerce dogal ve sentetik bilesigin
antioksidan 06zelligi oldugu bilinmektedir [1]. Canli organizmalart serbest
radikallerden koruyan bir antioksidan koruma sistemine sahiptir [2]. Antioksidanlar,
baslangic ve/veya gelisim asamasinda oksidasyonu erteleyen ya da Onleyen
maddelerdir. Canli olan organizmalarda bu bilesiklerin varligi i¢in onemli bir
gerekliliktir.  Antimutajenik, antitimér ve yaslanma karsit1 etkiler, canli
organizmalarda bulunan antioksidan Ozelliklere sahip maddelerden kaynaklanir.
Antioksidanlarin yoklugunda reaktif olan oksijen veya nitrojen gruplari kanser,
diyabet, artrit, Parkinson hastaligi, AIDS, beyin veya kalp rahatsizlig1 vb. ¢esitli
hastaliklara sebep olmaktadir [3].

Antioksidanlarin insan saglig1 tizerindeki temel etkisi, serbest radikalleri siiplirme ve
zincir kirma mekanizmalar1 araciligiyla gerceklesir. Antioksidanlar, zincir gibi yap1
olusturabilen radikal gruplar1 daha da az reaktif formlara doniistiirerek hidrojen atomu
donorleri olarak islev goriir. Ortaya ¢ikan antioksidan radikal, aromatik halkadaki
oksijen atomunun eslesmemis bir elektronla degistirilmesiyle stabilize edilir. Bu
antioksidan molekiiller yapilarinda fenolik olarak fonksiyonlar1 yerine getirirler.
Antioksidanlar dogrudan metabolizmada aktif olabilir veya gida ile alinabilir. Bitkiler,
dogal antioksidanlarin ana kaynagidir. Meyve ve sebzelerde, baharatlarda, bitki
caylarinda ve yagli tohumlarda bulunan antioksidan bilesikler kapsamli bir sekilde
arastirilmis ve antioksidan aktivitelerinin flavonoid yapi dahil fenolik bilesiklerden

kaynaklandig1 gosterilmistir [4].

Bu calisma ile Sakarya bolgesinde yetistirilen sakiz (Cucurbita pepo), spagetti
(Cucurbita pepo subsp. pepo.) ve bal kabag1 (Cucurbita Moschata) kabak ¢esitlerinin
farkli kisimlarmin antioksidan kapasitelerini belirlemek adina arastirma yaparak,

bunlatin antioksidan profilleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi planlanmastir.



1.1. Literatiir Ozet

Emine ve arkadas1 (2005) bal kabag1 unu eklenmis biskiivilerin antioksidan aktivitesi
ve beslenme kalitesi tizerine etkilerini arastirmistir. Kabak ununun fonksiyonel bir
katk1 maddesi ve diyet lifine alternatif olarak unlu mamullerin oldugu gidalar en fazla
olmak Tizere bir¢ok gida malzemelerinde kullanilabilecegi, besinsel 6zelliklerini,

antioksidan aktiviteyi ve fenolik madde diizeylerini arttirdigi bulunmustur [5].

Nuri ve arkadas1 (2016) bes farkli ¢erez ¢esidi arasinda kavrulmus kabak ¢ekirdeginin
en az fenolik madde igerigine sahip oldugunu bulmuslardir. Kabak g¢ekirdeginde
bulunan etkin antioksidan bilesikler; lutein, 3-karoten zeaksantin, ve kriptoksantin gibi

karotenoidler oldugunu tespit etmislerdir [6].

Aysun ve arkadasi (2008) on farkli ¢erez (kavrulmus antep fistigi, kavrulmus findik,
kavrulmus ay ¢ekirdegi, kavrulmus yer fistig1, kavrulmus badem, kavrulmus kabak
cekirdegi, kavrulmus sar1 leblebi, kavrulmus beyaz leblebi, patlamis misir, patlamisg
mustr (salsada) ve kavrulmus bugday) ¢esidinin ¢cogu toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik madde icerikleri bakimindan kaynaklarma goére 6nemli farklilik
gostermistir. Arastirilan on ¢erez cesidi arasindan antioksidan kapasite ve toplam
fenolik madde igerigi bakimindan en zengin ¢erez ¢esidi kavrulmus ay¢igegi ¢ekirdegi
bulunmus olup, bunu sirasiyla kavrulmus Antep fistig1 ve kavrulmus musir gerezi takip
etmistir. Diger c¢erez cesitlerinin toplam antioksidan kapasiteleri ve fenolik madde

icerikleri daha diisiik ve birbirlerine yakin oldugu bulunmustur [7].

Elif ve arkadas1 (2011) ¢iris, yesil sogan ve pirasanin antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir. Sogansi bitkilerin fenolik profilleri HPLC yontemi ile analiz edilmis,
¢ozgen farkliliklarinin sonuglari ne sekilde etkiledigi belirlenmistir. Kullanilan
yontemlerin en genel sonucu 65°C de kurutulan bitkilerin sulu ekstraktlarinin analiz
degerleri > metanol ekstrakti: su > ekstrakt metanol > ekstrakt etil asetat olarak
bulunmus ve bitki 6zlerinden daha yiiksek degerlere sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Antioksidan aktivite ¢alismalarinda; ¢irisin en az yesil sogan ve pirasa kadar hatta bazi

metotlarda analiz sonuglarinin bu iki bitkiden daha ytiksek oldugu goriilmiistiir [8].

Rana ve arkadasi (2013) tibbi amag¢li kullanilan dort farkli bitkinin antioksidan
aktivitesi, fenolik molekiil icerigi ile fenol bilesik profilini belirlemislerdir.
Ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢oziiciilerdeki farkliligin sonuglar1 etkileyip

etkilemedigi konusunda c¢alisma yapmiglardir. Bu kapsamdaki antioksidan aktivite



caligmalarina genel olarak bakildiginda bitkilerin aktivitelerinin kunitsa otu >

cigertaze otu > sedef otu > pelin otu seklinde oldugu gosterilmistir [9].

1.2. Calismanin Amaci

Bu ¢alisgmanin amaci {i¢ farkli kabak g¢esidinin (Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti
kabak) kabuk ve i¢ kisimlarimin farkli ¢ézgenler ve gesitli metotlar dogrultusunda
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesidir. Daha 6nce Sakarya bolgesinde yetisen tig
farkli kabagin kabuk ve i¢ kisimlar1 da dahil edilerek antioksidan aktiviteyle ilgili
calisma yapilmamis olmasindan dolayi, segilen kabak gesitleri bu tezin konusunun

belirlemede 6nemli bir faktor olmustur.






2. GENEL BiLGILER

2.1. Antioksidanlar le Serbest Radikaller Hakkinda Genel Bilgi

Son yoriingesinde bir adet veya eslesmemis elektron bulunan molekiil yapilart
genellikle kararsizdir ve oldukga reaktiftir. Bu nedenle ¢evredeki atom ve molekiillere
saldirirlar  [10]. Serbest radikaller biyolojik veya hiicresel kokenli olabilir.
Peroksizomlardaki enzimler, mitokondriyal elektron tasima sistemi, oksidatif stres
durumu (travma, iskemi, reperfiizyon hasari ve zehirlenme), hiicresel orijin,
radyasyon, antikanser ilaglar, lipid metabolizmasinin toksik iiriinleri, ultraviyole (UV)
1isinlar, virlisler, hava olusturan fosiller, gesitli yanma dumanlari, Kirleticiler, sigara
dumani, ¢evresel kirleticiler, enfeksiyonlar ve stres biyolojik kokenli radikal tiriinlerdir
[11,12]. Radikaller egzersiz durumlarinda da ortaya ¢ikabilir. Hidrojen peroksit,
stiperoksit ve hidroksil artan oksijen alimi ile artabilir. Yiiksek laktik asit, peroksidi
hidroksile doniistiirebilir boylelikle oksidatif bir duruma neden olabilmektedirler [13].
Diger molekiillerle rahat bir sekilde transfer yapan molekiillere "oksidatif molekiiller"
denir. veya "reaktif oksijen molekiilleri (ROP)" olarak adlandirilir [14]. Serbest
radikaller kendilerini 3 sekilde gosterebilirler [15]:

Kovalent olarak baglanan siradan molekiiliin, her bir par¢ada paylasilan elektronlardan

birini birakarak homolitik boliinmesinden kaynaklanabilir.
X:Yo>Xe+Ye

Molekiile elektronun tek bir sekilde gelmesiyle olusur.
X+e-—Xe

Molekiilden bir adet elektronun gitmesi yoluyla veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi yoluyla meydana gelebilir. Kovalent bag yapist olusturabilen iki adet
elektron atomlarm bir tanesinde kalmaktadir.

X Y—-=X-+Y+

Radikallerinin olusabilmesine endojen veya ekzojen kaynaklar sebep olur.



Onemli serbest radikal gruplari oksijen radikalleridir. Bu radikaller, eslesmemis
elektronlart olmadig: icin radikal olarak adlandirilmazlar. Ancak hiicre zarlarindan
kolayca gectikleri i¢in hiicreler iizerinde etkili bir sekilde etki etme yetenegine
sahiptirler. Bu nedenle, "reaktif oksijen tiirleri (ROS)" terimi, reaktif ve radikal
olmayan tiirleri ifade etmek i¢in kullanilir [16,17]. Viicutta birgok ROS iiretilir. En
yaygin olanlar lipit yapilarinda bulunanlardir. Lipit radikali oksijen ile reaksiyona
girdiginde, siire¢ bir peroksil lipid radikalinin olusumu ile sona erer. Bir lipid peroksil
radikalinin diger lipidlerle zincir reaksiyonunun baslatilmasi, lipid hidroperoksitlerin
olusumuna yol acar. Ortamda bulunan bakir ve demir iyonlar1 lipid peroksidasyonunu
hizlandirirlar. Lipit radikallerini oldukg¢a toksik iiriinlere doniistiirmek de miimkiin
olmalidir. Bunlarin en bilinen iriinii aldehit grubundan malondialdehit (MDA)

olusumudur [18].

Niikleik asitler, lipidler, proteinler ve karbonhidratlarla tepkimeye girebilen serbest
radikaller yapisal degisikliklere neden olabilir. Bu etkileri nedeniyle oksidasyona,
kromozom kirilmalarina, mutasyonlara ve dliime neden olabilirler [19]. Yaslanmay1
hizlandirirlar, kardiyovaskiiler hastalik, katarakt, kanser ve bagisiklik sistemi

bozukluklar1 gibi hasarlara neden olurlar [20].

2.2, Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgi

Serbest radikallere karsi viicutta ¢esitli mekanizmalardan kaynaklanan sistemleri
bulunmaktadir. Bu sistemi olusturan bilesik grubuna “antioksidan” adi verilir [21].
Oksitlenebilir substratlardan daha diisiik konsantrasyonlardaki antioksidanlar,
prooksidan tarafindan baslatilan substrat oksidasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe eder
veya geciktirir. Pro-oksidanlar (reaktif oksijen, serbest radikal ve nitrojen tiirleri), bazi
patolojik olaylara ve/veya rahatsizliklara sebebiyet veren, lipid, protein ve niikleik
asitler hasara neden olabilecek zehirli etkenlerdir. Bu tehlikeli bilesiklerin varhigi,
antioksidanlar saglikli yagam i¢in 6nemli kilar [22]. Antioksidanlar karmasiktir ve iki
sekilde calisir. Direkt veya indirekt olarak adlandirilirlar. Dogrudan (glutatyon, fenolik
bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidler vs.), serbest radikali nétr bir
olusuma getirip veya baslattiklar1 kimyasal reaksiyonlar1 oOnleyerek fizyolojik,
biyokimyasal veya hiicresel siireclerde yer alirlar. [23]. Direkt antioksidanlarin da pro-
oksidan etkiye sahip oldugu deneysel olarak bulunmustur. Ara antioksidanlar, serbest

radikal reaksiyonlari veya redoks reaksiyonlarini yok edemezler. Hiicrelerin



antioksidan giiciinii gostermelerinde etkindirler. Aslinda insan viicudunda bulunan bir
grup enzim elektrofilik gruplarin detoksifikasyonuna sebep olmaktadir [24].
Antioksidanlar, metabolik hiicrelere zarali bir etki vermeden serbest radikalleri

stabilize eden ve hasarlarini en aza indiren molekiillerdir [25]. Etkin antioksidan,

- Ogzel olarak serbest radikalin etkinligini yok edebilmeli

- Yiikseltgenme indirgeme tepkimelerinde selatlama yapabilmelidir

- Dokuda, viicutta bulunan sivilarda olmasi gereken miktarlarda bulunmalidir.
- Rahat bir sekilde emilebilmelidr.

- Sivi alanlarda hem de membranlarda kolayca fonksiyon gérebilmelidir [26].

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan iiretilir ve yiyeceklerden de elde edilebilir.
Gidalarin ig¢inde bulunup insan bedenini radikallerin faydasiz etkisinden korumaya
calisan belli basl dogal antioksidanlar dncelikle vitamin gruplari (A, C, E vitaminleri),
flavonoid, karotenoid ve polifenoller olarak adlandirilirlar. Bir¢ok ¢alisma, narenciye
tilketilmesiyle bazi kanser tiirleri ve kalp hastalig1 arasindaki iliskinin ters oldugunu
belirlemistir [27]. En 6nemli antioksidanlar polifenol ile tiirevleridir. Bilesikler
oksidatif ortamda bazi farkliliklar gosterebilir. Ornegin; Singlet oksijen alarak oksijen
konsantrasyonunu azaltabilirler. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri
yakalayarak ve metal iyonu katalizorlerini baglayarak zincir reaksiyonlarin

baslamasini dnlerler [28].

Gidalarda dogal olarak bulunduklarindan, gida sektoriinde gidalarin yapisin1 ve besin
degerlerini korumak i¢in daha sonra eklenirler. Bu, acilagsmaya ve gida bozulmalarina
kars1 ¢alisan kimyasaldir. Oncelikle yaglarda havadaki oksijenden dolayr meydana
gelebilecek oto-oksidasyonu yavaslatmak i¢in kullanilirlar. Bu nedenle yaglarin raf
Omriinii, rengini, kailtesini etkileyen faktorlerdir. Cevrede ¢ok kiiciik miktarlarda
bulunsalar bile aktif maddelerdir. Gidalarda herhangi bir sentetik yada dogal
antioksidan ilave edilmeden oOnce saglik agisindan zararli olmadigi sonucuna

varilmalidir [29].

2.2.1. Antioksidan enzimler

Antioksidan kelimesinin tanimlanmasinda olduk¢a genis ve ¢ok farkli sekillerde
aciklamalar kullanilabilmektedir. Ancak genel olarak bu terim, etkin oksijen gruplarini
Oldiirticii  bir serbest radikale doniismeden uzaklastiran bir molekiil olarak

tanimlanabilir. Bir antioksidan, yaglarin otooksidasyonunu yavaglatan bir madde
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olarak tanimlanir. Tamimlanan ilk etkiler, hiicre zar1 lipidlerinin oksidasyondan
korunmasiydi. Sonug olarak, antioksidan maddeler, lipid peroksidasyon inhibitorleri
olarak adlandirildi.  Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda oksidanlarla
karsilastiklarinda bu ajanlarla rekabet ederek bir substratin oksidasyonunu geciktiren
veya Onleyen maddeler olarak tanimlanir. Canli organizmalarda, kimyasal siiregler
(asamalar), ozellikle oksidasyon, serbest radikallerin olusumuna yol agar. Yiiksek
oranda reaktif serbest radikaller, canli hiicrelere ve organizmalara zarar vererek ¢esitli
molekiillerle kolayca reaksiyona girebilir. Antioksidanlar serbest radikallerle
reaksiyona girer (baglanir) ve onlarin hiicre hasarint 6nler. Bu 6zellikler, hiicresel
anormallikler ve olast tiimdr olusumu ve hiicre yikimi riskini azaltarak yaslanma
lizerinde minimum etki ile daha saglikli bir yasam silirme sansini artirir [30].

Antioksidanlarin siniflandirilmasi;

1)  Ogzelliklerine gore;

a. Enzim

b. Enzim olmayan protein, ufak molekiiller
2)  Kaynak kisimlarina gore;

a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b. Disardan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3)  Cozinirlik smiflandirilmasina gore;

a. Suda ¢oziinenler

b. Yaglarda ¢6ziinenler
4)  Konumlandirma sekillerine gore;

a. Hiicre i¢i olanlar

b. Ekstraseliiler sivilarda bulunanlar [31].
2.2.2. Antioksidan savunma sistemi

2.2.2.1. Polifenol oksidaz (PPO)

Kesilmis meyve ve sebzelerin yiizeyindeki fenolik bilesiklerin oksidasyon
tiriinlerinden kahverengi bir renk olusturan bir grup enzimin genel adidir. PPO,
1856’da Schoenbein tarafindan mantarlarda bulundugu kesfedilen, bakir igeren
oksidorediiktazlar grubunda bulunur; Bazi bitkilerin dokularinda, kabuklu
hayvanlarda ve bazi mikroorganizmalarda bulunur [32]. PPO'nun rolii ayn1 zamanda

viicutta koyu renkli pigmentlerin birlikte olusturulmasi, melanin pigmentlerinin



biyosentezi, polifenol gruplarinin baslatilmasi ve korunmasidir. Bitkiler kesildiginde
veya cliriidiigiinde, PPO bir savunma mekanizmasi icerir, normalde fenolik bilesikler
oksijen varliginda polimerik yapilara oksitlenir. Farkli canli yapilarindan izole edilen
PPO enziminin aktivitesi ve salgilanma hizi, canlinin tiirtine, bulundugu yere,
biiylimesine ve yasina bagl olarak degisebilmektedir [33]. Meyve ve sebzelerin PPO
katalizli enzimatik esmerlesmesi; Depolama ve endiistriyel isleme sirasinda donmus
meyvelerin kesilmesi, zarar gormesi, ¢oziilmesi sirasinda atmosferik oksijenin etkisi
altinda olusur. Enzim inaktive edilerek bu tiir istenmeyen kararma reaksiyonlari
engellenmeye ¢alisilir. Bazi gida teknolojilerinde PPO enziminin sebep olabilecegi
enzimatik olan kararma istenmektedir. Ornegin; bu enzimatik karartma ¢ay, kara {iziim

veya erik iiretiminde ¢cok onemlidir [34].

2.2.2.2. Peroksidaz (POD)

Bitki yapisinda goriilen bu enzim (EC1.11.1.7) yapisinda demir bulunduran enzim
grubu olup prostetik olarak ferriprotoporfirin III igermektedir. Bu enzim membran
(mPOD) veya ¢oziiniir formda bulunur.Kirmizi turptan elde edilen ikm-POD izoenzim
molekiiler agirlig1 44, 45 kDa, cilekten elde edilen ikm-POD izoenziminin molekiiler
agirhi@r ise 58.1 ve 65.5 kDa idi. Bitkinin peroksit emici olarak kabul edilebilecek
belirli bir peroksit ihtiyaci vardir. Peroksit etkinliginde bitki kisimlarindan izole
edilebilecek peroksidazlar, guaiacol, pyrogallol, klorojenik asit, katesinler ve
katesinler vb. gesitli fenolik bilesikleri oksitleyebilir [35]. Esas olarak bakteri, mantar,
bitki, hayvanlarda bulunur. Diger benzerliklere dayanarak, peroksidazlar iki kisma
ayrilabilir; birincisi bitki, bakteri peroksidazlari ve mantar ikincisi ise hayvan

peroksidazlaridir [36].

2.2.2.3. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi (H202: H202 oxidoreductase E.C.1.11.1.6), hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunan hidrojen peroksiti (H202) suya, molekiiler oksijene
dontisimiine sebep olan enzimdir. Molekiil biiyiikliigii bakimindan ortasinda 4
hemomolekiil barindiran hemoproteindir. Eritrosit ve karaciger katalaz aktivitesinin
yiiksek oldugu organlardir. [37]. Oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarinda yer alan
enzimlere, oksidorediiktaz CAT (oksidaz, dehidrojenaz, hidroperoksidaz, oksijenaz)
grubundan 06zel bir adi olan oksidorediiktazlar ve hidroperoksidazlar denir.
Hidroperoksidazlar, hiicreleri hidrojen peroksit veya diger organik peroksitlerle etkisiz

hale getirerek zararli peroksitlerden korur. Peroksitin diflizyonu, radikal gruplarin
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olusumuna neden olur hiicrelerinin durumunu kétii etkileyerek bircok hastaliga ve
kansere neden olur. Katalaz enzimi, hidrojen peroksitin tek yonde H2O ve O'ye
cevrimini katalize eder ve hidrojen peroksitin canli hiicrelerde neden oldugu hasari
notralize ederek canli organizmalar1 korumaktadir. Hiicrenin ig¢inde bulunan
metabolizmayla ilgili siireglerle iiretilen hidrojen peroksit, katalaz enzim tarafindan
hidrolize edilmezse, hiicrelerde viicutta kalic1 hasara neden olan olduk¢a zararli ve

zehirli bir radikal tretilir.
CAT
2 H,O) w2 H,0 + O

Bu enzim tiirti elektron alicis1 ve vericisi substrat olarak hidrojen peroksit kullanir [38].

2.2.2.4. Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX) (EC 1.11.1.11), 6zellikle bitkilerin kloroplast [39], sitozol
[40] ve peroksizomlarinda [41] olusabilen H202’1 giderici olarak gorev yapan bir
antioksidan enzimdir. [42, 43, 44]. Askorbat peroksidaz (APX), bitkilerin yapisinda
bulunan ¢ok fazla ve iyi ¢alisilmis antioksidan enzimlerdendir. Bu enzim H20>'yi
askorbik asidi elektron vericisi olarak kullanip suya indirger ve bitkilerin antioksidan
sisteminlerinde bulunur. APX bitkilerde thylakoid ve mikrozomal membran bagh
sekilde bulunabildigi gibi ¢oziiniir sekildede stroma ve sitozolde de bes farkl sekilde
bulunabilir. Ancak APX'in kloroplasttaki sekli c¢ok kararsizdir veaskorbik asit
eksikliginde 30 saniye gibi son derece kisa siirede aktivitesi azdir. Sitozoldeki sekli ise
daha saynikli olup yar1 6mrii 40-60 dakika kadardir [45].

Askorbat peroksidaz enzimi bitkiler, algler gibi birgok organizmada serbet radikallere
karsi savunma sistemi olarak Onemli role sahip enzimatik Ozellikteki
antioksidanlardandir. Daha 6nce yapilan calismalarda farkli bitkilerde tilki kuyrugu,
hardal, bugday, siyah mercimek ve fasulye gibi bir¢ok bitkide stres kosullar1 altinda
APX enzim aktivitesinde ve gen olusumunda artiglar gézlenmis, bunun da canlinin
savunma sistemi ile iligkili oldugu 6ngoriilmistiir [46]. Hayvanlar yapilan ¢alismlarda
ise sadecce sigir gozinde APX aktivitesi belirlenmistir ve bu aktivitenin
bitkilerdekinden daha farkli oldugu tespit edilmistir [47]. Sigir géziinde yani hayvansal
dokularda askorbik asit fazla miktarda oldugundan APX ile birlikte bir diger
antioksidan enzim olan Glutatyon peroksidaz (GPX) enzimide H207’in

uzaklastirmasina elektron donérii olarak kulandiklarindan daha diisiik aktivite

10



gosterdigi bulunmustur [48]. APX’in aktivitesi bazen ozellikle abiyotik stres
oldugunda azalabilmelte ve hatta durdurulabilmektedir. Ornegin, salisilik asit ve 2,6-
dichloroisonicotinic acid (INA) ile enzimin aktivitesi inhibe edilebilir [49] ayrica bitki

hiicrelerinde nitrik oksit (NO) de enzimi inaktive edebilmektedir [50].

2.3. Gidalar ve Antioksidanlar

Gidalardaki antioksidan diizeyi ve antioksidanlarin biyoyararlilii, gidanin cinsine,
hasat zamani ve tiiriine, sicaklik, 1s1k, iklim, saklama yeri ve saklama ortaminin nemi,
gidanin hazirlanma ve hatta toplumun bireysel tiikketim aligkanliklarina bagl olarak
degisebilmektedir. [51,52]. Antioksidanlarin insan sagligindaki etkisi son yillarda
daha da artis gosterip fazlasiyla anlasilmigtir. Yapilan arastirmalar neticesinde,
antioksidan aktiviteye sahip maddelerin katarakt, kanser, kardiyovaskiiler rahatsiziklar
ve oksidatif stresin etkiledigi rahatsizliklarin engellenmesinde olduk¢a 6nemli rolii
bulunmaktadir [53].

Gidalarin yapisinda, sagliga yararl etkileri oldugu bilinen ve son yillarda dikkatleri
tizerine ceken karotenoidler, vitaminler ve flavonoidler gibi dogal antioksidan
Ozelliklere sahip bir¢ok bilesen bulunmaktadir [54]. Gilinlimiizde kullanilan ¢ogu
antioksidanin iiretimi yapaydir. Tikettigimiz gidalarda en fazla kullanilan yapay
antioksidanlar arasinda biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), ti¢iinciil biitilhidrokinon (TBHQ) ve etoksigin bulunur. Bu antioksidanlar ¢ok
kararl, etkili ve ucuzdur. Ancak, toksisiteleri ve yan etkileri hakkinda endiseler vardir

[55, 56].

2.3.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitkilerin ¢esitli kistmlarinda bulunurlar. Cok sayida arastirma
sonucunda meyvelerde, sebzelerde, baharatlarda, tohumlarda, yapraklarda, koklerde
ve kabukta dogal bir antioksidan kaynagi potansiyeli bulunmustur. Antioksidanlar
keten, aycicegi, soya fasulyesi, pamuk tohumu ve kanola tohumu gibi tohum
yaglarinda bulunur. Dogal antioksidanlarin en temel bilesigi fenolik bilesiklerdir.
Ayrica tokoferol, flavonoidler ve fenolik asitler gibi nemli dogal antioksidan gruplar

¢ogu bitkinin yapisinda ortaktir [57].
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2.3.2. Sentetik antioksidanlar

1940'lardan bu yana yiizlerce insan yapimi antioksidan sentezlenmis olmasina ragmen,
glinlimiizde ¢ok azi hala kullanilmaktadir. Gidalarda en yaygin kullanilan sentetik
antioksidanlar sunlardir: BHA (biitillenmis hidroksianisol), BHT (biitillenmis
hidroksitoluen), PG (propil galat) ve TBHQ (tersiyer biitil hidrokinon). Bu tiiriin
gidalarda kullanimi yaklagik 60 yi1l Oncesine dayanmaktadir. Bu grupta bulunan
antioksidanlarin diger antioksidan sinifina gére ucuz olmasi, dayaniklilik, etkinliginin

fazla olmasi sebebiyle kullanimi daha yayginlasmistir [58].

2.4, Bazi1 Antioksidan Maddeler

Alfa tokoferol (E Vitamini): Vitamin E gama, delta, alfa ve gama tokoferolleri
igermektedir. Onemli bir antioksidan olan alfa tokoferol ve bugday, misir, sorgum ve
piring gibi tahillarda biiyiik miktarlarda bulunur. Ayrica farkli yaglarda; Aygicek yagi,
misir yagl, pamuk cekirdegi yagi, ceviz, badem, yer fistig1 gibi sert kabuklu yemisler,
yesil sebzeler iginde bulunmaktadir. Istya dayanikli bir vitamindir, bu nedenle pigsirme
gibi kosullar altinda bozulmaz. E vitamini disinda, cesitli maddelerin igerdigi
tokoferoller cogunlukla pargalanir. E vitamini de tahillarin kizartilmasi ve
ogiitiilmesiyle bozuldugu i¢in Vitamin E icerinde bulunduran gidalar yag iginde

kizartilmamalidir. Bugday ¢esitleri tam tahil seklinde tiiketmek daha saglikli olacaktir.

Askorbik Asit (C Vitamini): Yaprakl yesillikler (brokoli, 1spanak vb.), domates,
turunggiller ve patates gibi meyve ve sebzeler agisindan zengindir. Hizli bir sekilde
bozulabildiklerinden, igerdigi besinleri hazirlarken veya pisirirken dikkatli olunmali,

tilkketilebildigi zaman az pismis, ¢ig ve cabuk tiiketilmelidir [59].

Beta-caroten (A Vitamini): B-karoten; Tetraterpenoid yapiya sahip karoten grubunun
lipofilik ve sari-turuncu dogal boyalarina aittir [60,61]. B-karoten genellikle bitkilerde
ve mikroorganizmalarda bulunur. B-karoteni sentezleyemeyen hayvanlarin bu bitkilere
ihtiyaci vardir. Beslenme ¢aligmalari, B-karotenin antioksidan 6zellikleri ve A vitamini
onciisii sayesinde bir¢ok kanser tiirli ve diger hastalik tiirleri ile miicadelede faydali
oldugunu bildirmektedir [62]. A vitamini Oncilisii olmadan viicut tarafindan
sentezlenemediginden, insanlar veya tiim memeliler i¢in disaridan emilen bir vitamin
olarak bilinir. Bu vitaminin eksikligi; Viicudun gelisimini, hiicre yenilenmesini ve

viicudun enfeksiyonlara kars1 bagisikligin1 olumsuz etkiledigi sdylenmektedir [63].
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2.5. Fenolik Bilesikler
2.5.1. Fenolik bilesiklerle ilgili bilgiler

Bitkilerdeki karbonun yaklasik %’2'si fotosentez sirasinda olusur ve fenolik bilesiklere
doniistiiriiliir. Fenolik bilesik gruplart bitkiden iiretilemektedir, aktiviteleri redoks
Ozelliklerine ve iyi hidrojen donérleri olma ozelliklerine dayanmaktadir [64]. Bu
bilesikler, bitki fizyolojisinde onemli bir rol oynar, 6rn. Patojenlere karsi direng
saglarlar ve onlar1 hastaliklardan korurlar ve ayrica bazilar1 ac1 ve kekremsi tada ait
olup kendilerine 6zgii koku ve renklerini olusturmada rol oynarlar [65]. Antioksidan
veya antimikrobiyal etkileri ve gidalara kazandirdiklar1 duyusal 6zellikler nedeniyle
birgok hastaliga kars1 etkili olduklari kanitlanmistir. Polifenol grubun antioksidan veya
antimikrobiyal olmasi onlar1 gida tiiketiminde ve bu endiistride kullanim agisindan iyi

bir yere getirmistir [66].

Dogal antioksidanlarin en dnemli grubu olan fenolik maddeler bitkiler tarafindan
ikincil metabolitler olarak iiretilir. Bu nedenle, tim meyve ve sebzelerde farkli nitelik
ve nicelikte bir¢ok farkli fenolik bilesik bulunmasina ragmen, bilesikler meyve, sebze,
cicek kisimlari, bitki saplarinda bulunabilir. Bir ya da birden fazla fenolik grubun

aromatik bir halkaya dogrudan baglanmasiyla olusur (Sekil 2.1.) [67].

OH

Sekil 2.1. Fenol

Polifenoller ise birden ¢ok hidroksil grubunun tek veya daha da fazla benzenyapisina
tutunmasiyla olusmaktadir. Fenol terimi ¢ok g¢esitli bilesikleri kapsar ve
gruplandirmast da ¢ok cesitlidir (Tablo 2.1). Molekiilde bulunan Harborne ve

Simmonds (1964) karbon sayisina gore siniflandirma islemi yapmaistir:
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Tablo 2.1. Karbon sayilarina gore fenolik bilesiklerin gruplandirilmasi

Yapisi Grubu

C6 Basit fenolikler

C6-C1 Fenolik asitler ve ilgili bilesikler
C6-C2 Asetofenonlar ve fenilasetik asitler
C6-C3 Sinamik asitler, sinamil aldehitler sinamil alkoller
C6-C3 Kumarinler, ixokumarinler, chromene
Ci15 Chalkone, aurone, dihidrochalkone
C15 Flavan

C15 Flavanone

C15 Flavanonol

C15 Antosiyanidinler

C15 Antosiyanidinler

C30 Biflavon

C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzofenonlar, xanthone, stilbene
C6, C10, C14 Qinone c18 betasiyaninler

2.5.2. Fenolik asitler ve aldehitler

Bir fenole bagl karboksil grubu igeren hidroksi benzoik asitler ve bunlarin

substituentleridir (Sekil 2.2) [68].

.-'C'HJ
o HO OH
OH OH
@ (b)
Sekil 2.2. @) Vanilin (aldehit grup vardir). b) Gallik asit (karboksil grup vardir)
2.5.3. Sinamik asitler

6 adet sinamik asit bulunur : Sinamik asit, kafeik asit, p- kumarik asit, ferulik asit, 5-
hidroksiferulik asit, sinapik asitsinamik asitlerin en az ii¢ tanesi bitkilerde

bulunabilmektedir.
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Sekil 2.3. Klorojenik asit

Bu asitler bitkilerin yapisinda ¢ogunlukla qunic, shikimic ve tartarik asitin esteri gibi
bulunmaktadirlar. Klorojenik asit Sekil 2.3’te kafeik asit Sekil 2.4’te gosterilmistir
[68].

OH

J
\

\

\ 7/

“OH

OH
Sekil 2.4. Kafeik asit
2.5.4. Flavonoidler

Bitkilerin bircok kisminda tohum, yaprak, ¢icek ve meyvelerinde bulunabilen dogal
olarak olusan yapilardir. Antiinflamatuar, antibakteriyel, antialerjik ve antiviral
ozelliklere sahip olan bitkisel ilaglarin neredeyse hepsi ¢esitli flavonoid tiirevleri igerir.
Cesitli calismalara gore, flavonoidler, hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonlar1 ve
lipid peroksil radikal gruplar siipiirerek onlart milkemmel antioksidanlar haline
getirdigi bulunmustur [69]. Flavonoidler ilk olarak 1936'nin baslarinda insanlarin
refahini iyilestirdikleri ve kalp sagligini koruduklar i¢in dikkat ¢ekti. Bir tiir flavonoid
olan turunggillerin metabolizmasi ilk kez bu donemde c¢alisildi. Daha sonraki
incelemeler, bitkisel gidalarda bulunan diger flavonoidleri de igeriyordu. Bitki

polifenolleri olan flavonoidler, diyette (R) bol miktarda bulunur [70].

Bunlar bir zincirle ile iki adet fenil halkasinin diizenlenmesinden olusan difenilpropan
yapili (C6-C3-C6) fenolik bilesiklerdir [71]. Flavonoidler yapilarina gore 3 sinifa
ayrilabilir. Yapidaki C3 grubu siniflandirmayi saglar. Bu simiflandirma su sekildedir:
Chalcones, Auron ve Flavonoids [72]. Su anda 4.000'den fazla izole edilmis bitki

flavonoidleri bilinmektedir. Sekil 2.5’te flavonoidlerin yapisi gosterilmistir [73].
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Halka smiflandiriimasma gore flavonoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyaninler,

katesinler ve izoflavonoidler olarak ayrilirlar.

Flavonoid

Antoksantinler Antosiyaninler

flavonoller - antosiyanin ve antosiyanidinler

flavonlar

flavonoller

flavanonlar

- izoflavonlar

Sekil 2.5. Flavonoidlerin yapisi

Flavonoidler, kimyasal yapilarindan heterosiklik bir piron halka (C) ile baglanmis iki
benzen halkasindan (A ve B) olusmus on bes karbonlu bir omurgaya dayanir.
Flavonoidler, C halkasinin oksidasyon ve doymamislik derecesine gore
smiflandirilirken, sinif i¢indeki bireysel bilesikler, A ve B halkasiin yerine kullanma

modelinde farklilik gosterir [74].
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Flavonol Flavon

OH
OH

HO O
I OH
oM

OH

Flavanol [zoflavon

Flavanon

Sekil 2.6. Antoksantin iiyelerinin kimyasal yapilari

6 karbon halkast A, B ve C'den olusan heterosikller, heterosiklin oksidasyon
derecesinde farklilik gostermektedir. Aromatik halka A, B ile ve heterosiklik C ile
gosterilir. Sekil 2.6’da antoksantin iiyelerinin kimyasal yapilar1 gésterilmistir [74].
Oksijen atomundan C halkasinda bulunan karbon atomu, B halkasinda bulunan karbon
atomu tst simge (') ile numaralandirilir. Yenilebilir bitkilerde flavonoidler en yaygin
olarak 3-O-glikozitler ve polimerler seklinde bulunur. Lipit peroksidasyonunu 6nleme
ve reaktif olan oksijen tiiriinii iginde barindiran biyolojik tepkimeleri smnirlama gibi

ozelliklere sahiptir.

Flavonoidlerin glikosidik birimleri esas olarak glikozdur, ancak glukoramnoz,
rhamnoz, arabinoz ve galaktoz da bulunabilir [75]. Flavonlarin heterosiklik halkalar
bir keto grubudur. En yaygin dogal flavon ornekleri kaempferol, kuersetin ve
mirisetindir. (Sekil 2.7) [76].
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OH O

myricetin

Sekil 2.7. Kaempferol, kuersetin, myricetin

Kuersetin, bitkilerde yaygin olarak bulunan ana flavonoid bilesik ve fenolik bir
yapidir. Brokoli, domates salatalik, ¢ay, kirmizi1 sarap, findik, zeytinyagi ve elma
kabuklartyla dolu. Myricetin kizileik, liziim ve kirmizi1 sarapta bulunur. Pirasa, brokoli,
marul, greyfurt ve siyah ¢ayda kaempferol bulunmaktadir [77]. Flavone 'nin dihidroksi
tirevi bir flavanondur. En yaygin Ornekleri naringenin, naringin, hesperidin ve
hesperetindir. Flavonlarin izomerleri olan izoflavonlarin 6rnekleri genistein, daidzein
ile onlarin glikozidleri genistin ile daidzin'dir. Flavonoller, flavonollerin C-
halkasindaki ¢ift bagl bir oksijen atomunun yerine bir -CH2 grubu yerlestirildiginde
olusur. Flavanoller, flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. Bu grubun en o6nemlisi

katesin ile epikatesindir [78].

2.6. Calsilan Kabaklar ve Ozellikleri

Sebze olarak tiiketilen birgok bitki, 6zellikle yapraklar1 ve ¢esitli kisimlar1 insanlar
tarafindan tedavi amacli da kullanilmaktadir. Diinyada goriildiigii gibi Tiirkiye'de de
sifali bitkiler arastirilmakta ve bu bitkiler bir¢ok hastaliga sifa olacak sekilde
gelistirilmektedir. Bu caligmada ii¢ farkli kabak cesidinin i¢ kisimlar1 ve kabuk

kisimlar1 antioksidan aktiviteleri belirlenmek amaciyla kullanilmistir. Kabaklar Tablo
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2.2’de gosterilmistir. Kullanilmis olan kabak tiirleri: Sakiz Kabagi (Cucurbita pepo),
bal kabagi (Cucurbita moschata) ile spagetti kabak (Cucurbita pepo subsp. pepo)’tir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan kabak cesitleri

Tiirkce adt Latince ad1 Familyasi1

Sakiz Kabagi Cucurbita pepo Cucurbitaceae
Bal kabagi Cucurbita moschata Cucurbitaceae
Spagetti kabak Cucurbita pepo subsp. pepo.  Cucurbitaecae

2.6.1. Kabagin kokeni

Balkabaginin anavataninin Amerika bdlgesi oldugu bilinmektedir. Ek olarak, Anadolu
kabaklar1 iizerine yapilan arastirmalar, Anadolu’da zengin bir kabak ¢esidi
bulunabileceginden, Cucurbita pepo’nun Anadolu’da bulundugu diisiiniilmektedir.
Bundan dolay1 balkabagimmin Anadolu sartlarina kolaylikla uyum saglayacagi ve
yetistiriciliginde uygun tarim tekniklerinin kullanilmasi ile ¢ok ciddi problemler

cikmayacagi ve yeterli verim alinabilecegi soylenebilir.

Tiirkiye, kabak c¢esitliliginden bazilariin merkezi olan, Cucurbitaceae familyasinin
icinde olan kabak c¢esitlerinin birgogunun tariminin rahatlikla olmasina imkan

saglamaktadir.

Cucurbitaceae familyasina ait sebzelerin yetistirilmesi ve iiretiminin ¢ok eski ¢aglara
kadar dayandigi sanilmakta olup M.O. ve kalntilar1 Kahuna’nin Teb’deki (Misir)
mezarinda bulundu. Kabak ¢esitlerinin, 6zellikle C. pepo ve C. moschata’nin ilk olarak
Amerika kitasinda bulundugu ondan sonra her yere yayilmis oldugu bilinmektedir
[80].

2.6.2. Kabak cesitleri ile ilgili genel bilgiler

Kabakgiller yapilan siniflandirma igerisinde Dicotyledoneae smifi, Cucurbitales
takimi, Cucurbitaceae familyas: igerisinde bulunmaktadir. Bunlar “Cucurbit”

(Kabakgiller) olarak belirtilen tropik, sicagi seven ¢esitleridir [81].

Bu familyanin (Cucurbitaceae) igerisinde, 118 cins ve 825 tiir bulunmaktadir [82].
Tiirkiye’de cok fazla yetistirilen Cucurbitaceae familyasina ait tiirler; Cucumis
sativus, Cucumis melo, Citrullus lanatus, Cucumis flexuosus, Cucurbita moschata,

Cucurbita maxima ve Cucurbita pepo. Ek olarak ¢ok fazla yetistiriciligi yapilmayan
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Lagenaria siceraria, Luffa cylindrica ve Momordica charantia da yetistirilmektedir
[83].

Kabaklar, sicak iklimi seven ancak diger iklim kosullarinda da yetisebilen tek yillik
bitkilerdir. Olgun ve olgunlasmamis meyvelerinin insan beslenmesinde
kullanilmasinin yan1 sira besin degeri yiiksek tohumlart iilkemizde ilk sirada olmak
tizere Akdeniz ve Orta Dogu gibi iilkelerde ¢erez gibi kullanilmakta olup gida, ilag
veya gida sanayisi giizellik sektoriinde de degerlendirilebilmektedir [84]. Kabak
bitkisi tek yillik sebzeler grubuna aittir. Cigegin yapisi tekdiize, iri ve genis yaprakli,
tirmanicidir. Ayrica gesitli meyve gruplari barmdirir. Ulkemizde kabaklar yaz kabagi
ve kis kabagi olmak tizere iki gruba ayrilir. Yaz kabagi, Sakiz Adasi, Girit, Su ve Asma

kabagi icerir. Kis kabagi bal, kestane ve diger biiylik kabaklardan yapilir [85].

2.6.3. Kabaklarin insan saghgi acisindan énemi

Kabaklar, fenolik glikozitler, polisakkaritler, protein ve 13-Hidroksi-9Z, 11-
Eodtadekatrienoik asit vb. c¢esitli bilesikler iceren iyi bir fitokimyasal kaynagidir.
Meyve 6zleri 6nemli miktarda karotenoidler, klorofil, toplam fenoller ve B6, C, E, K,
tiamin, rivoflavin gibi makro ve mikro mineraller (K, P, Se ve Fe) igermektedir. Ayrica

icerigindeki karotenoid miktarlar bakimindan biiyiik farklar bulunur.

Kabak tiirleri ve ¢esitleri arasinda temel fark bulunsa da tohumlari, yag ve yag asitleri,
proteinler ve polifenoller agisindan zengin bir kaynaktir. Kabaklar ayrica alkaloidler
ve flavonoidler gibi ¢esitli antibiyotik bilesenlerin yani1 sira esas olarak bitkileri
patojenlere karsi savunmak i¢in kullanilan a- ve B-moschin ve moshatin igerir. Kabak
tirleri saghik icin antibakteriyel, antidiyabetik, antihipertansif, antikanser,
immiinomodiilatdr, antihipokolesterolemik, antiparaziter, antiinflamatuar ve analjezik
gibi cesitli terapodtik ozelliklere sahiptir. Ayrica tohumlart bitkinin en ¢ok calisilan
kismudir ve geleneksel halk hekimliginde birgok rahatsizligin tedavi yonteminde ¢ok

fazla bulunurlar [86].

2.6.4. Sakiz kabagi (Cucurbita pepo )

Cucurbitaceae familyasiin tohumlar1 protein,yag, doymamis yaglar agisindan etkili

oldukga degerli gida ve gelir kaynagini temsil eder [87].
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Sekil 2.8. Cucurbita pepo

Cucurbita pepo L., govde uzunlugu 50-100 cm, sert ve diken yapilidir (Sekil 2.8).
Govde bitkinin bogumlu kismindan 6-24 cm uzunlugunda dallanir. Kabak bir asma
veya tirmanicidir ve tek evciklidir [88]. Kabagin geng doneminde ilk olarak kazik kok
meydana gelir ve belirli bir zaman sonucunda yan kisimlarindan kokleri oldukga hizli
biiyiir sagakli kok gorinimii alir. Koklerin yanal yayilimi 1-1,5 m kadar olabilir.
Yapraklar1 miinavebeli, basit loblu, oldukea iri ve kalp seklinde, besgen ve ovaldir.
Kismi veya kesik olabilir. Yapraklarin rengi agiktan koyuya dogru ren degistirir. Gri-
yesil, glimiis-yesil bir renge sahiptir. Cigekler sari-turuncu ve aktinomorftur. Erkek
cicekler uzun ve 3 erkek organli saplidir. Disi ¢igekler 3 pistillidir, stil tek veya 3
adettir. Disi ¢icek gruplari erkek cigek gruplarindan oldukga iri taglara sahiptir [89].

Kabak soguktan zarar goriir ve 0°C'de bitkilerde buz soku olur. Kabak -1 ve -2 °C'de
dondugu i¢in balkabaginin gelisme derecesi 10 °C'nin iizerindedir. Sicaklik diisiisii ve
sicaklik artisi, ¢ok kuru, ¢ok sicak ve nemin etkisi gibi biiylimeyi yavaslatir. Tohumlar
5-10 yi1l ¢imlenebilir. uygun ¢imlenme degeri 20-25°C'dir. 4-8 giin i¢inde gergeklesir.
Bazi kabaklar i¢in ¢imlenme sirasinda 15181n varligi ¢cimlenmeyi azaltir. Isik miktarim
azaltmak disi bitkilerin ¢igeklenme oranini azaltir ve verimi azaltir. Kabagin biiyiime
mevsimi 100 ila 180 giin arasinda degismektedir. Kabak her tiirli toprakta
yetistirilebilirken kumlu topraklar bu amag¢ i¢in uygun degildir. Besin agisindan
zengin, daha yiiksek humus igerigine sahip orta-agir topragi tercih eder [90]. Cucurbita
pepo’nun anavatani Orta Amerika'nin kuzey bolgesi ve Meksika'nin daglik bolgeleridir
[91]. Tirkiye’ye, Yunanistan’dan geldigi ve Trakya bolgesinden yetistiriciler
tarafindan sahiplenildigi ve burada iiremesinin yayildig1 ve iilkenin diger bolgelerine
yayildigi bilinmektedir [92]. Kabak yetistiriciligi diinya ¢apinda ve Tirkiye'de yiiksek
ekonomik degere sahiptir [93]. Tiirkiye'de balkabagi yetistiriciligi tiim bolgelerde

yetistirilebilir. 72 ilde {iretimi yapilmakta olan sakiz kabaginin {iretim ag1 geenellikle
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Mersin, Antalya, Mugla, Bursa ve Ankara'nin Polath ilgesinde artis gostermektedir
[94].

2.6.5. Balkabag (Cucurbita moschata)

Balkabagi (Cucurbitaceae) ailesine ait olup ve Cucurbita tiiriine dahil kabak ¢esididir.
Baslica balkabag tiirleri; Cucurbita maxima (C. maxima), Cucurbita moschata (C.
moschata), Cucurbita pepo (C. pepo), Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) ve Cucurbita

mixta (C. mixta) dur.

Balkabagi ¢esitlerinden; Cucurbita moschata Duchesne, Cucurbita maxima Duchesne
ve Cucurbita pepo tiim diinya genelinde oldukga fazla iiretim giiciine sahip, ciddi bir

alanda kiiltiirii olan, ekonomik ag¢idan 6nemli bir konumdadir [95,96].

Balkabagi (Cucurbita moschata) uzun, silindirik, yassi, yuvarlak ve armut bigimlidir.
Kabagin dis kismi1 yani kabugu turuncu, turuncu-sar1 ve saridir ve eti agigimsi renk
grubundan daha koyulasmis renge dogru degiskenlik gostermektedir. Agirliklar:
ortalama 5 ila 60 kg arasindadir. Kabaklar 6.5-7 kat isgal eder. Meyveyi maksimum
verimli, en iyi bigimde 5 civarinda bir pH'ta tiretir. [liman hava kosullarinda, 18 - 27
°C sicakliklarda yaklasik 3,5 ayda olgunlasirlar. [97,98, 99].

Balkabaginin kimyasal bilesimi c¢eside gore degisir. Bazi arastirmacilar kabak
posasinda nem, protein % 0.2-2.7, kiil %0.47-2 bulmuslardir.1 ve karbonhidrat igerigi
%3 ile %13 arasindadir. Balkabagi mineral bakimindan olduk¢a zengindir bir yapiya
sahiptir. 100 gr taze madde kalsiyum olarak 475 mg, fosfor olarak 175 mg ve 0,8 mg
demir, kuru madde 9,21 mg aliiminyum, 0,29 mg kobalt, 2.84 mg krom, 15,4 mg bakir,
5,70 mg potasyum, 5,60 mg magnezyum, 6,90 mg sodyum, 113 mg ¢inko bulunur.
Kabak bilesenlerinin saglik {izerindeki etkileri degerlendirildiginde balkabaginin
hepatoprotektif, antidiyabetik, antioksidan, antihipertansif, antikanser, antimikrobiyal,
antiparaziter ve antiinflamatuar etkileri olabilecegi sonucuna varilmistir. Esansiyel yag
asitleri linoleik asit, amino asitler, Mg, Zn, Cu elementleri, molibden ve selenyum gibi
eser elementler agisindan zengin olan kabak g¢ekirdegi yemeklik yag iiretmek igin
kullanilir [88]. Kabak saglik acisindan faydalari nedeniyle tiikketim sektoriinde yiiksek
bir kullanim giicline sahiptir, lif ve karotenoidler a¢isindan zengindir. Karotenoidler
acisindan zengin bir meyve olan kabak tiiketmenin A vitamini eksikligine bagli gorme

sorunlar1 gibi hastaliklar1 da 6nledigi bulunmustur [100].
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Sekil 2.9. Cucurbita moschata

Kabak Uretimi yapan iilkeler; Birinci grupta Cin (8.051.495 ton) yer almaktadir. Cin’i
Hindistan (5.142.812 ton), Ukrayna (1.346.160 ton), Rusya (1.195.611 ton), Ispanya
(734.640 ton), Meksika (679.145 ton), Banglades (634.951 ton) ve Amerika Birlesik
Devletleri (610.120 ton). Tirkiye'deki toplam bal kabagt iiretim hacmi; 590414 tondur
ve diinya ¢apinda 9. siradadir [101]. Ulkemizde kabak iiretimi 92.319 tondur. Bu
tiretimde Sakarya ili 11.558 ton kabak {iiretimi yaparak ilk siray1 almigtir. Sakarya'y1
Ankara (11.305 ton), Diizce (8.009 ton) ve Samsun (5.529 ton) illeri izlemektedir
[102].

2.6.6. Spagetti kabak (Cucurbita pepo subsp. pepo)

Spagetti kabagi, fildisi, sar1 ve turuncu renge ilave olarak bazi farkli sekil, boyut,
renklerde gelirler. Merkezi bir¢ok biiyiikk tohum igerir. Cig eti serttir ve diger ¢ig
kabaklara benzer. Pisirildiginde hamur seritler veya seritler halinde ayrilir, spagettiye
alternatif olarak kullanilabilir. Spagetti kabak, folik asit, potasyum, A vitamini ve beta-
karoten vb. besinlerle doludur. Kalorisi diisiiktiir, 1 fincan (155 gram) porsiyon basina
ortalama 42 kaloridir. Spagetti kabaginin yetistirilmesi nispeten kolaydir ve bahgelerde
veya kaplarda iy1 sonug verir. Erkek ¢i¢ekler, asmadan yukar1 dogru uzanan uzun, ince
saplara sahiptir. Disi ¢igekler daha kisadir ve yapraklarin altinda kiigiik yuvarlak bir
bliylimeye sahiptir. Cicek basariyla tozlanirsa, bu yuvarlak biiyiime balkabagina

doniistir. Spagetti kabak bitkileri, kabak bitkileriyle ¢iftlesebilir [103].
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Sekil 2.10. Cucurbita pepo subsp. pepo
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamilan Materyaller ve Kimyasallar
3.1.1. Materyal

Deneylerde kullanilan kabak gesitleri Sakarya bolgesindeki koyliilerden temin edilmis

ve tii antioksidan analizler de kullanilmustir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Analiz esnasinda kullanilmig biitiin reaktifler analitik kalitededirler. Biitiin analizlerde
kullanilan sular ¢ift damitilmis sudur. Gallik asit (GA), kersetin (QE), Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Almanya), etanol, metanol, etil asetat, aseton, asetik asit Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Diger tiim kimyasallar Merck'ten

(Darmstadt, Almanya) satin alinmistir.

3.1.3. Kullanilan aletler

Kullanilan aletler Marka ve modeli

uVv: Shimatzu UV-2401 PC UV-VIS recording
Evaporator: RUCHI Rotavapor ve B-114 RUCHI Waterbath B-480
Vortex: Heidolp Reaxtop

Buzdolaba: Argelik

Hassas terazi: AND GR-200

Santrifiij: Niive-NF200

pH metre: Lab 850 SCHOTT

Vorteks karistrict: Votex 2 GENIE ve SHAKER QL861
Blender: Hotmix 2155 Beko

Mikropipetler: Brand Transferpette® S 200 ve 1000 puL

Etiiv: Nuve-FN 120



3.2. Kullamilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
3.2.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayininde kullanilan c¢ozeltiler

DPPH ¢ozeltisi hazirlama islemi (0.1 mM): 4 mg DPPH tartilip 100 mL etanol

icerisinde ¢oziilme iglemi gergeklestirilmistir.

3.2.2. Demir(11) iyonlar: selatlama aktivitesinde kullamlan ¢ozeltiler

Cozelti hazirlama islemi (2 mM FeCly): 0.0245 gr FeCl tartilip saf suda ¢oziiliip balon

joje igerisinde 100 mL’ye tamamlanmustir.

Cozelti hazirlanma islemi (5 mM Ferrozin): 0.0616 gr ferrozin tartildiktan sonra saf

suda ¢oziilerek balon jojeye alindi ve 25 mL’ye tamamlanmustir.

3.2.3. indirgeme kapasitesi tayini icin kullanilan cézeltiler

Cozelti hazirlama islemi (% 1°lik KaFe(CN)s. 3H20:) 1 gr KsFe(CN)s tartilip saf suda

coziilerek balon joje igerisinde 100 mL’ye tamamlanmuistir.

Cozelti hazirlama islemi (%10’luk TCA): 10 gr TCA hassas terazide tartilip saf su

ilave edilerek ¢oziildii balon jojeya alinip 100 mL’ye tamamlama islemi yapildir.

Cozelti hazirlanma islemi (%0,1°lik FeCls): 0.1 gr FeCls hassas terazide tartilip saf su

igerisinde ¢oziilerek balon joje igerisinde 100 mL’ye tamamlanmuistir.

0.2 M fosfat tampon i¢in (pH=6.6): 27.22 gr KH2POg ile 28.40 gr Na,HPO4 ¢ozeltiler
pH=6.6 ya denk gelecek sekilde karistirilip hazirlanmistir.

3.3. Kabaklarin Ekstraksiyon islemleri

Bu boliimde sakiz kabagi (Cucurbita pepo), balkabagi (Cucurbita moschata) ve
spagetti kabagin (Cucurbita pepo) kabuklart ve i¢ kisimlarinda yapilan ekstraksiyon
islemleri ve ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin test edilmesi hakkinda bilgi

verilmektedir.

Kabaklarin kabuklar1 soyularak, kabaklarin i¢ ve dis kisimlar1 (kabugu) ayr1 bir sekilde
ortalama 45°C sicakliktaki etiivde kurutma islemi yapildiktan sonra 6giitiicii ile iri toz
haline getirildi. Kabaklarin i¢ ve kabuk kisimlar1 1:20 ¢oziicii oraninda ilave edilerek
tiirbiilansli su banyosunda 250 rpm'de 8 saat ekstrakt edilmistir. Coziicii madde olarak
etanol, metanol, aseton ve etil asetat kullanilmistir. Siire sonunda ¢ozelti Whatman

filtre kagidindan stiziilmiis, stiziintiideki ¢oziiciiler 50°C'de buharlastirildi ve kalan kat1
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tartilarak her kabak i¢in stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu stoklar 5000 rpm'de 15 dakika

santrifiijlenerek, peletlerden ayrilip dondurucu dolapta muhafaza edilmistir.

Stok ¢ozeltiler i¢in evaparatorde ¢oziicliler ugurulduktan sonra kabak gesitleri i¢in ayri
ayr1 kalan kati kisimlar ekstrakte edilip dort adet ayri ¢ozelti i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler igin istenilen miktarlarda seyreltici islem etil asetat ile

metanol ¢ozeltileri igerisinde yapilmistir.

3.4. Uygulanan Metodlar ve Grafiklerin Cizimi
3.4.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

Kabak ekstraktlarinin ve referans maddelerinin radikal siipiirme aktivitesi DPPH
radikalleri ile belirlendi [104]. Yontem degistirilerek uygulandi. Trolox ve BHT
standart olarak kullanilmistir. 1 mL numune igeren numunelere, 50 pg ve 1000 pg
araliginda degisebilen konsantrasyonlarda 4 mL DPPH soliisyonu eklendi. Kontrol
degeri i¢in 1 ml etanol kullanilmistir. K&r deger i¢in olarak etanol kullanilmistir. Oda
sicakligr icinde 30 dakikalik inkiibasyondan sonra absorbanslar 517 nm'de
olgiildii.Orneklerin absorbans degerleri kontrollere karsi degerlendirildi. Artan
konsantrasyonla absorbansin azalmasi beklenebilir. Ciinkii azalan absorbans kalan
DPPH'dir. Cozelti miktarini, yani serbest radikal siipiiriicii aktiviteyi dondiiriir.
Numunelerin serbest giderim aktivitesi, asagida belirtilen denklem yontemi ile

bulunmustur. (3.1).

A(kontrol)-A(6rnek)
A(kontrol)

% DPPH giderme aktivitesi = x 100 (3.1)

Denklem 3.1° de gorildiigii izere Aontroly kKontroliin absorbansini ve Asmek) i1S€

ekstrakt absorbansini degerleridir.

3.4.2. Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesi

Kabak ekstraktlarindan Fe*? iyonlarinin birden fazla konsantrasyonlar1 i¢in (100-1000
ng/ml) selatlama aktivitesi Dinis ve ark. [105] yontemine gore test edildi. Yontem,
giiclii bir demir gelatorii olan ferrozin reaktifi ile ortamdaki metal baglayici bilesiklerin
Fe?" iyonlarmi baglamak icin rekabet etmesine dayanir. Selatlama yiiksek ise kirmizi
renkli Fe?*/ferrosin kompleksinin olusumu engellenir. 1 mL numuneye 3,7 mL su ile

100 puL 2 mM FeCl; ¢ozeltisi eklenmistir.
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Ortam kosullar1 altinda 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan 200 pL 5 mM ferrozin
soliisyonu ilave edildi ve vortekslendi. 10 dk gectikten sonra karisimlarin absorbans
degerleri 562 nm'de 6l¢iildii. Kontrol, numune yerine 1 mL deiyonize su kullanilarak
test edildi. K6r numune olarak su kullanildi. Standart madde 10 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlu EDTA soliisyonlar1 kullanilmistir. Ferrozin-Fe?* kompleksinin yiizde

inhibisyonu asagidaki belirtilen denkleme gore hesaplanmaistir. (3.2).

% SelatlamaAktivitesi = |- —oeri dedrnek absorbanst ) (3.2)

562 nm'de kontrol absorbansti

Denklem 3.2°de belirtildigi iizere % Selatlama aktivitesi i¢in, 562 nm’de Grnegin

absorbansi, 562 nm’ de kontrol absorbansi ifade edilmektedir.

3.4.3. Indirgeme kapasitesi tayini

Kabak o6zlerinin indirgeme giici Oyaizu yontemi [106] kullanilarak belirlendi.
Ortamdaki bir indirgeyici ajan Fe** iyonunu Fe?* iyonuna diisiiriir ve FeCls eklenerek
olusan Prusya mavisi kompleksinin sonmesi dl¢iiliir. Yiiksek bir absorbans degeri,

yiiksek bir indirgeme kapasitesini gosterir.

Birden fazla konsantrasyonlarda hazirlanan kabak ekstrakti (100-1000 pg/mL) ve sabit
maddeler (100-1000 pg/mL) 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,6) 1 mL’ye ve 2,5
mL % 1’lik K4Fe(CN)6.3H20 eklenmistir. Maddeler 50°C’de 20 dakikalik bir siire
inkiibsyona tabi tutulduktan sonra %10°luk 2,5 mL TCA eklenmistir. 2500 rpm’de 10
dk santrifiijleme yapilmistir. Stipernatantlardan 2.5 mL alinmis olup esit miktarda saf
su ve 0.5 mL % 0.1 FeCls gozeltisiyle karistirilmistir.700 nm’de absorbans degerleri

okunmustur. Su blank olarak kullanilmistir.

3.4.4. Bradford yontemi ile protein tayini

Hassas ¢alisilan bir reaksiyondur (5-100 pg/mL); Boyalarin organikleri, proteinlerin
yapisindaki asidik ve bazik amino asitlerin yan zincirlerini bir araya getirerek bir
maddenin renk degistirmesine dayanir. Proteinlerdeki amino asitlerin kombinasyonu
(0zellikle arginin ve aromatik amino asitler gibi temel amino asitler) mavi rengin
olugsmasinda rol oynar. Bu testin temeli renk degisimidir, reaksiyona girmemis
boyanin maksimum absorbansi 465 nm'de meydana gelirken, maksimum absorbans
boya proteini ile etkilesime girdiginde 595 nm'de gozlenir. Sekil 3.1°de Bradford
protin tayini standart grafigi gosterilmektedir [107].
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Toplamda 12 tane Kabuk ve i¢ kisimlarindan olusan numunelerden 1mL lik tiipte 595
nm’de okunacak sekilde alinmistir. Kor numune igin tliplin i¢ine Bradford

¢Ozeltisinden 1 mL ilave edilir.

Numunelerin 6 tanesine 900 ul, 6 tanesine 940 ul Bradford ¢ozeltisi ilave edilir.
ImL’ye tamamlamak i¢in 6 numuneye 100 ul, diger 6 numuneye ise 60 ul kabak
numunelerinden ilave edilmistir. 10 dk agz1 kapatilip beklemeye alinip daha sonra 595

nm’ de okuma islemi yapilmuistir.

frnegin absorbans:

Absorbans
NUoASIEESUOY UiEMLI)

Konsantrasyon (mg/ml)
Sekil 3.1. Bradfort protein tayini standart grafigi
3.4.5. Enzim aktivitesi icin homojenat hazirlanmasi

Homojenat i¢in; Her biri ayr1 olacak sekilde 8 gr Sakiz kabagi, Bal Kabagi ve Spagetti
Kabak’in kabuk ve i¢ kismi, 0,1 M fosfat tamponu 40 mL i¢in (pH 7,0) blendirda
pargalandi. 0.07 gr askorbik asit, 0,02 gr PVP, 1 mL Tiriton x-100 ilave edip
karistirilir. Ekstrakt ti¢ katli ince bezden siiziildi. Santrifiijde 4500 rpm’de 10 dk
boyunca santrifiijleme islemi yapilip, siizlintiisii kat1 boliimden ayrilmistir. ImL’lik

tiiplere koyulup buzdolabinda saklanmustir.

3.4.6. Kullanilan substratlar

Tablo 3.1. Aktivite 6l¢limiinde kullanilan substratlar

Enzim Substrat

PPO 4-metil Katekol
Peroksidaz 4-metil Katekol, H202
Katalaz Hidrojen Peroksit (H202)
Askorbat peroksidaz Askorbik asit
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3.4.7. Aktivite 6l¢iimii

Asamalarda kullanilan tiim kabak c¢esitleri tazedir.

3.4.7.1. Polifenol oksidaz (PPO) aktivite Ol¢iimii
50 mM 4-metil katekol hazirlamak igin

4-metil katekol 1,24 gr tartilip saf su ile 20 mL’ye tamamlanmuistir.

3.4.7.2. Polifenol oksidaz (PPO) aktivitesinin belirlenmesi

Substrat (4-metilkatekol) konsantrasyonuna gore ayni enzim konsantrasyonlarinda
PPO enzimi ile aktivite dl¢limleri yapildi. Enzim aktivitesi dl¢iimleri, 420 nm'de 60
saniye boyunca absorbanstaki artisi gézlemleyerek spektrofotometri ile yapilmistir. 10
MM 4-metilkatekol substrat kullanilmistir. 3 mL’lik kiivet icerisine 10 mM 4-metil
katekol ve 100 pL enzim ekstrakt1 3 mL’ye tamamlanarak iistiine Ph 7 olacak sekilde
fosfat tamponu eklendi kiivet karigtirildi ve iistiine fosfat (pH 7,0) ihtiva eden kor
numuneye kars1 420 nm’deki absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Olciimde dakika basina
absorbans artmasi hesaplandi. 25°C’de 1 dakikada absorbansi 0,01 arttirmasini

saglayan enzim 1 enzim iinitesi kabul edilmistir.

3.4.7.3. Peroksidaz (POD) aktivite ol¢iimii
1,24 gr 4-metil katekol su ile 20 mL’ye tamamlanmustir.

3.4.7.4. Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi

60 sn 420 nm dalga boyunda bulunan absorbansin spektrofometrik olarak artis
saglamasi incelenerek yapilmaktadir. Substrati 5 mM’lik 4-metil katekol ve 25 mM’lik
H20> dir. 3 mL’lik kiivet igerisine 25 mM (300 pL) H202, 5mM 4-metil katekol ile
100uL enzim ekstrakti, 3 mL’ye tamamlayarak fosfat tamponu (pH 7,0) eklenip, kiivet
icinde numune karistirilmistir ve fosfat tamponu (pH 7,0) denk gelen kore karst 420
nm’deki absorbans o6lciim okumasi yapilmistir. Olgiimler icin dakika basina
absorbansin artma islemi hesaplanmistir. 25°C’de 1 dakikada absorbansi 0,01

yiikselten enzim 1 enzim tnitesidir.

3.4.7.5. Katalaz (CAT) aktivite 6l¢iimii
204 puL % 30’luk hidrojen peroksit (H202) cozeltisi saf su ile 20 mL’ye

tamamlanmaistir.
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3.4.7.6. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi
Absorbans olgiimleri 240 nm'de spektrofometrik yontemle gerceklestirildi. Aktivite
6l¢timiinde bulunan katalazin, hidrojen peroksit ile etkilesiminden sonra absorbans

azaliminin 240 nm'de incelenmesi esasina dayanmaktadir.

Aktivitenin 6l¢iimiinde 20 mM’lik hidrojen peroksitin hesaplamasi yapildiktan sonra
ve 3 mL’lik kuartz kiivet kullanilmistir. 3mL’lik kuartz kiivetin igerisine 20mM (1200
uL) H202, 500uL enzimin ekstrakti ve 3 ml’ye tamamlamasi i¢in 1300 uL fosfat
tamponu (pH 7,0) eklenmistir.

Kiivette numune karistirildiktan fosfat tamponu (pH 7,0) substrat (H20>) i¢ine aldiktan
sonra kor numuneye karsilik 240nm’de absorbans okunmasi yapilmistir. H2O2’nin
H>O ve O2’ye doniismesi olusurken azalma enzimin aktivitesini gostermistir. 2 dk
boyunca 240 nm'de olusan absorbansin azalmasi kore karsilik not edildi. Olgiim
islemlerinde dogrusal bir sekilde absorbansin azaldigi andan itibaren, her dakika
basina azalma miktar1 hesaplanmistir. 25°C’de 1 dakikada absorbe islemini 0,01

azaltan enzim 1 enzim unitesidir.

3.4.7.7. Askorbat peroksidaz dl¢iimii

0,21 gr askorbik asit saf suda ¢oziilerek hacmi saf su ile 20 mL’ye tamamlanmustir.

3.4.7.8. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Spektrofotometrik yontemle enzimlerin aktivite degerleri 60 sn siiresince 285 nm
dalga boyunda absorbansin artmasi gézlenerek yapilmigtir. Askorbik asit substrat
olarak 2 mM kullanildi.

3 mL’lik kiivet igerisine 2 mM askorbik asit ilave edilerek 100 uL enzim ekstrakti ve
3 ml’ye tamamlamak i¢in fosfat tamponu (pH 7,0) ilave edildikten sonra kiivetin
icerisindeki numune karigtirtlip, fosfat tamponu (pH 7,0) ihtiva eden kér numuneye
karsilik 285 nm’de absorbans dl¢limii yapilarak, dogrusal olarak absorbansin artmasi
gereken araliktan, dk basina absorbans yiikselmesi hesaplanarak not edildi. 25°C’de 1

dakikada absorbansi 0,01 yiikselten enzim 1 enzim tinitesidir.
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4. SONUCLAR

4.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Tayini Sonuclari

Kabak ¢ozeltilerinin 1000 ng/mL’de DPPH aktivitesi analiz edilmektedir. BHT ve
Troloks standart olarak kullanilmakta ve BHT ile Troloksa gore aktivitelerin
karsilastirmasi yapilmistir. Bulunan degerler metanol ve etil asetat olmak tizere iki ayr1
grafik olarak incelendi. Etil asetat grafiginde en yiiksek DPPH giderim aktivitesini bal
kabaginin kabuk kism1 % 94,932 gostermis olup en diisiik aktivite sakiz kabaginin i¢
kisminda %39,249 olarak bulunmustur. Metanol grafigi incelendiginde ise en yliksek
DPPH giderim aktivitesi spagetti kabagin kabuk kisminda % 94,40 olarak bulunurken,
en diisiik sakiz kabaginin kabuk kisminda %87,196 gozlemlenmistir.

Analizlerin sonucunda en yiikksek DPPH sonuglari etil asetat grafiginde Bal Kabag1 >
Spagetti Kabak > Sakiz Kabagidir. Metanol grafiginde ise Spagetti Kabak > Bal
Kabagi1 > Sakiz Kabagidir. Biitiin kabak ¢esitlerinde ¢oziiciiler farkli olsa dahi kabuk
kisimlarinin inhibisyon degerlerinin etil asetat grafigindeki Sakiz Kabagi haricinde

yuksek oldugu goriilmiistiir. Sonuclar Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Kabak ekstreleri DPPH serbest radikali giderim aktivitesi %
inhibisyondegerleri (etil asetat ¢cozgeni)
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Sekil 4.2. Kabak ekstreleri DPPH serbest radikali giderim aktivitesi % inhibisyon
degerleri (metanol ¢ozgeni)

4.2. Demir (II) iyonlarlnl Selatlama Aktivitesi Sonuclar:

Metal iyonu selatlama aktivitesi; Soliisyondaki Fe?* iyonlarinin baglanmas igin
kabak ekstraktlarinin ferrozin ile rekabetine dayali olarak degerlendirilmistir.
Karsilastirma maddesi olarak EDTA secilmistir. Sekil 4.3 ve sekil 4.4’te metal

selatlama aktivitelerini gosteren grafikler olusturulmustur.
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Sekil 4.3. Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti kabagin etil asetat ekstraktinda selat
aktivitesi
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Sekil 4.4. Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti kabagin metanol ekstraktinda selatlama
aktivitesi

Calismada goriildiigii iizere Sekil 4.3 ‘te ki Fe?* iyonlarmi selatlama aktivitesi
balkabaginin kabuk kisminda digerlerine gore daha fazladir. Spagetti kabagin ic
kisminda ise selatlama aktivitesi en diisiik degeri gostermektedir. Etil asetat ekstrat
grafiginde Bal kabag1 kabuk > Sakiz kabag1 i¢ > Bal kabag1 i¢ > Spagetti kabak kabuk
>Sakiz kabagi kabuk >Spagetti kabak i¢ seklinde oldugu gorildii.

Sekil 4.4’ te ki Fe?" iyonlarim selatlama aktivitesi incelendiginde ise balkabaginin ig
kismindaki Fe?* iyonlarmi selatlama aktivitesi daha yiiksektir. Sakiz kabagmin ic
kismindaki selatlama aktivitesi ise en diisiik degeri gostermektedir. Metanol ekstrat
grafiginde Bal kabag1 i¢ > Bal kabag1 kabuk > Spagetti kabak i¢ Sakiz kabag1 kabuk
> Spagetti kabak kabuk > Sakiz kabagi i¢ seklinde oldugu goriildii.
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Sekil 4.6. Metal selatlama aktivitesi % inhibisyon degerleri (metanol)

Biitiin ekstraktlarda aktivite vardir, fakat diger ekstraktlarin higbirisi EDTA kadar daha

1yl sonu¢ vermemistir. Sonuglar Sekil 4.5 ve 4.6” da gosterilmektedir.

4.3. Indirgeme Kapasitesi Tayin Sonuclari

Fe3* iyonlarmin indirgenme miktari, bilesikteki antioksidan aktivitesi icin dnemli bir
mekanizma olan ve diger antioksidan 6zelliklerle yakindan iligkili olan elektron verme
kapasitesinin bir gostergesidir. Kabak ekstraktmin ortamda bulunan Fe™ii azaltma
kapasitesini belirlemek icin ekstrakt ve standardin farkli konsantrasyonlarinda test

edilmis ve olusan komplekslerin absorbanslar1 700 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.7 — 4.8 ‘de konsantrasyon-absorpsiyon grafikleri, her kabak 06zii i¢in

olusturulmus BHT ve C vitamini standartlariyla karsilastirma islemi yapilmaktadir.
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Sekil 4.7. Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti kabagin etil asetat ekstraktlarinda
indirgeme kapasitesi
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Sekil 4.8. Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti kabagin metanol ekstraktlarinda
indirgeme kapasitesi

Sekil 4.7 ve 4.8°de belirtildigi lizere calisilan sakiz kabagi, bal kabagi, spagetti kabagin
ekstraktlarmin Fe®*’ii indirgeme kapasitesi standartlarla denklestirildiginde yiiksek

aktiviteye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir.

Analizi yapilan kabak tiirlerinin indirgeme kapasiteleri degerlendirildiginde etil asetat

ekstratlarindaki  indirgeme  kapasitesi metanol ekstratlarindaki  indirgeme
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kapasitesinden daha yiiksektir. Etil asetat ekstratlarinda spagetti kabagin i¢ kismi artis
gosterip daha sonra dogrusal bir hal almistir. Balkabaginin i¢ kism1 dogrusal giderken
daha sonra artig gostermistir. Sakiz kabaginin i¢ kismi1 devamli artis géstermistir. Sakiz
kabaginin kabuk kismu siirekli artis gdstermistir. Balkabaginin kabuk kismi artip daha

sonra azalip tekrar artig gostermistir. Spagetti kabagin kabuk kismi artig gosterilmistir.

Metanol ekstratlarinda spagetti kabagin i¢ kismi artig gostermistir. Balkabaginin i¢
kismi1 dogrusal giderken daha sonra artig gosterip tekrar dogrusal hal almistir. Sakiz
kabaginin i¢ kismi devamli artig gostermistir. Sakiz kabaginin kabuk kismi stirekli artis
gostermistir. Balkabaginin kabuk kismi artip sonra azalip tekrar artma egilimi

gostermistir. Spagetti kabagin kabuk kismi artig gdsterilmistir.

Indirgeme kapasitesinde yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesini
gosterir. Absorbans sonuglarinin tiim kabak ekstraktlarinda hepsinin oldukga yakin
degerlere sahip olabildigi ve kabak numunelerinde 1000 pg/mL konsantrasyonda
bulunan degerlerin standartlarinin 100 pg/mL (C vitamini; 3,40+0,01 BHT:

2.98+0,05) konsantrasyonlarinda, absorbanslariyla benzer sonug vermistir.

4.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Sakiz kabagi, bal kabagi ve spagetti kabak ¢esitlerine protein miktari tayini yapilmistir.
60 mL ve 100 mL Kkonsantrasyonlarda kabak c¢ozeltileri olusturulmustur.
Hesaplamalardtanda BSA’nin (Bovine Serin Albumin) farkli konsantrasyonlardaki da

Bradford standard grafiginden yararlanilmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Standard BSA’nin (Bovine Serin Albumin) farkli konsantrasyonlardaki da
Bradford standard grafigi.

100 pL’de en fazla sakiz kabagin i¢ kisminda 1,928 mg/mL protein bulunmustur.
Sirastyla sakiz kabaginin kabuk kisminda 1,903 mg/mL, spagetti kabagin i¢ kisminda
1,815 mg/mL, spagetti kabagin kabuk kisminda 1,801 mg/mL, balkabaginin ig
kisminda 1,752 mg/mL en az bal kabagmmin kabuk kisminda 1.654 mg/mL

bulunmustur.

60 pL’de ise en fazla yine sakiz kabaginin i¢ kisminda 1,651 mg/mL protein bulunmus,
sakiz kabaginin kabuk kisminda 1,648 mg/mL, spagetti kabagin i¢ kisminda 1,645
mg/mL, spagetti kabagin kabuk kisminda 1,639 mg/mL.bal kabaginin i¢ kisminda
1,624 mg/mL en az ise bal kabaginin kabuk kisminda 1,598 mg/mL bulunmustur.

4.5. Enzim Aktivitesi Tayin Sonuclar:
4.5.1. Peroksidaz enzim aktivite sonuglari

Bitki ile hayvan organizmalarinin koruma diizeneginde bulunan enzim ¢esididir..
Hidrojen peroksitin canli organizmalar ve bitkiler iizerinde neden oldugu oksidatif
stresi Onleyerek bitki biiyiimesine katilir. Bitkilerin, 6zellikle meyve ve sebzelerin
savunma sisteminde yer aldigindan, bitki zarar gérdiiglinde veya pul pul dokiildiigiinde
rengi ve tadinda farklilasmaya sebep olabilmektedir. Bu nedenle koruyucu amach
besin degerini disiirir. Peroksidazlar, bir hidrojen vericisi yardimiyla peroksit
molekiiliinii parcalar. Bunlara etki ederek hiicrede bulunan diger metil veya etil
peroksitleri de par¢alamaktadirlar. Bu enzim grubu bitkilerin yapisinda bulunmakta ve
en saglam enzim olarak nitelendirilmektedir. Peroksidaz enzim sonuglar1 Tablo 4.1 de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Kabaklarin POD aktivite degerleri

AntioksidanEnzim Kabak Tiirleri AA/100uL EU/mL
Spagetti kabak kabuk 0,019515 1,9515

Spagetti kabak i¢ 0,012181 1,2181

] Bal kabagi kabuk 0,057751 5,7751

PEROKSIDAZ

Bal kabagi i¢ 0,019866 1,9866

Sakiz kabagi kabuk 0,023931 2,3931

Sakiz kabagi i¢ 0,016336 1,6336
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Tablo 4.1. de en fazla enzim aktivtesi bal kabaginin kabuk kisminda, Bal kabagindan
sonra ki en yiiksek aktivite sakiz kabaginin kabuk kisminda 2,3931 EU/mL, bal
kabaginin i¢ kisminda 1,9866 EU/mL spagetti kabagin kabuk kisminda 1,9515 EU/mL
sakiz kabaginin i¢ kisminda 1,6336 EU/mL analiz edilmistir, en diisiik enzim aktivitesi

spagetti kabagin i¢ kisminda gozlemlenmistir.

4.5.2. Polifenol oksidaz enzim aktivitesi sonuglari

Gidada neden oldugu enzimatik kararmaya ek olarak, PPO besin maddelerinin ¢ok
hizli tiikenmesine neden olur. Bitki kaynakli PPO enziminin enzimatik aktivitesinin
aragtirtlmasi, gida endiistrisinde gida isleme sirasinda olusabilecek zararlar1 en aza
indirirken, endiistriye etkili bilgiler saglayacaktir. Bitkinin tiim kisimlarinda bulunan
PPO, hiicre yapisinda fenolik ve oksijen ile etkilesime girerek enzimatik esmerlesme
reaksiyonlarini baglatir. Bu enzimatik esmerlesme, bitki besinlerinin rengini ve besin

degerini azaltir ve degistirir. Polifenol oksidaz degerleri Tablo 4.2’de bulunmaktadir.

Tablo 4.2. Kabaklarin PPO aktivite degerleri

AntioksidanEnzim Kabak Tiirleri AA/100uL EU/MI
Spagetti kabak kabuk 0,004638 0,4638

Spagetti kabak i¢ 0,002132 0,2132

PPO Bal kabagi kabuk 0,001102 0,1102

Bal kabagi i¢ 0,003745 0,3745

Sakiz kabagi1 kabuk 0,003523 0,3523

Sakiz kabagi i¢ 0,002398 0,2398

Tabloda 4.2’de belirtildigi gibi en ¢ok PPO aktivite artisinin spagetti kabagin kabuk
kisminda 0,4638 EU/mL oldugu belirlenmis spagetti kabag: takriben balkabaginin i¢
kisminda 0,3745 EU/mL sakiz kabagmin kabuk kisminda 0,3523 EU/mL sakiz
kabaginin i¢ kisminda0,2398 EU/mL spagetti kabagin i¢ kisminda 0,2132 EU/mL en
diisiik PPO aktivitesi bal kabaginin kabuk kisminda 0,1102 EU/mL gézlemlenmistir.

4.5.3. Katalaz enzim aktivitesi sonuglar:

Canlilarin yapilarinin = stres karsiligi savunmasinda gorevi olan bu asamada
olusabilecek fayda saglamayan H202’in H20 ile O2’ye donmesini destekleyen oldukga
onemli antioksidanlardan bir tanesidir. Bu ¢caligma Katalaz 100 pL ve Katalaz 500 puL

olarak iki konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Tablo 4.3” te veriler belirtilmistir.
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Tablo 4.3. Kabaklarin katalaz (100 uL) aktivite degerleri

AntioksidanEnzim Kabak Tiirleri AA/100uL EU/mL
Spagetti kabak kabuk 0,000233 0,0233

Spagetti kabak i¢ 0,000236 0,0236

KATALAZ Bal kabagi kabuk 0,000264 0,0264

100 uL Bal kabagi i¢ 0,000208 0,0208

Sakiz kabagi kabuk 0,000103 0,0103

Sakiz kabagi i¢ 0,000228 0,0228

Tablo 4.3’te belirtildigi tizere katalaz 100 uL i¢in enzim aktivite degeri en fazla bal
kabagmin kabuk kisminda 0,0264 EU/mL olarak bulunmustur. Spagetti kabagin i¢
kisminda 0,0236 EU/mL bulunmustur. Spagetti kabagin kabuk kisminda 0,0233
EU/mL bulunmus, sakiz kabaginin i¢ kisminda 0,0228 EU/mL bulunmustur. En diisiik
enzim aktivite degeri sakiz kabaginin kabuk kisminda 0,0103 EU/mL olarak

goriilmiistiir.
Tablo 4.4. Kabaklarin katalaz (500 puL) aktivite degerleri
AntioksidanEnzim  Kabak Tiirleri AA/100uL EU/mL

Spagetti kabak kabuk 0,002254 0,2254

Spagetti kabak i¢ 0,000338 0,0338

KATALAZ Bal kabagi kabuk 0,001318 0,1318

500 uL Bal kabagi i¢ 0,001145 0,1145

Sakiz kabag1 kabuk 0,000345 0,0345

Sakiz kabagi i¢ 0,000219 0,0219

Tablo 4.4.’te goriildligii tizere katalaz 500 uL i¢in enzim aktivite degeri birinci sirada
olan spagetti kabagin kabuk kisminda 0,2254 EU/mL gbzlemlenirken, bal kabaginin
kabuk kisminda 0,1318 EU/mL bal kabagmin i¢ kisminda 0,1145 EU/mL
bulunmustur. Sakiz kabagmin kabuk kisminda 0,0345 EU/mL, spagetti kabagin i¢
kisminda 0,0338 EU/mL En diisiik enzim aktivitesi degeri sakiz kabaginin i¢ kisminda
0,0219 EU/mL go6zlemlenmistir.

4.5.4. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi sonuglari

Bitkilerin yapisinda bulunan kuvvvetli antioksidan olan askorbik asit (AsA), 176.12
gmol-1 'liik bir molekiil agirligindadir. Suda ¢oziinebilen, beyazdan agik sariya dogru
kristaller halinde veya toz seklinde goriilebilmektedirler. Taze olan meyve
gruplarinda, oncelikle portakal, limon ve mandalina agirlikli, narenciye ailesinde

bulunmakta ayrica yesil yaprakli sebzelerde oldukga fazla oranda goriilebilmektediler.
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Askorbat peroksidaz ile ilgili elde edilen enzimatik aktivite sonuglar1 asagidaki Tablo

4.5’ te degerlendirilmistir.

Tablo 4.5. Kabaklarin askorbat peroksidaz aktivite degerleri

Antioksidan Enzim  Kabak Tiirleri AA/500uL EU/mL
Spagetti kabak kabuk 0,000335 0,0335

Spagetti kabak i¢ 0,000136 0,0136

ASKORBAT Bal kabagi kabuk 0,000528 0,0528
PEROKSIDAZ Bal kabagi i¢ 0,000475 0,0475
Sakiz kabag1 kabuk 0,000175 0,0175

Sakiz kabagi i¢ 0,000279 0,0279

Tablo 4.5’ te en yiiksek enzim aktivitesi bal kabaginin kabuk kisminda 0,0528 EU/mL
gozlemlenirken, balkabaginin i¢ kismi 0,0475 EU/mL spagetti kabagin kabuk kismi1
0,0335 EU/mL sakiz kabaginin i¢ kismi 0,0279 EU/mL bulunmus, sakiz kabaginin
kabuk kisminda 0,0175 en diisiik enzim aktivitesi spagetti kabagin i¢ kisminda 0,0136
EU/mL bulunmustur.
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5. TARTISMA

Calismada kullanilan {i¢ farkli kabak ¢esidinin kabuk ve i¢ kisimlari, (sakiz kabagi, bal
kabagi, spagetti kabak) cesitli ¢ozgenlerdeki ekstraksiyonlarda toplam maddelerin

yapilart géz oniinde bulundurularak antioksidan aktiviteleri hakkinda bilgi verilmistir.

Kabaklarin en yiiksek antioksidan aktiviteye ulagsabilmesinde kullanilan ekstraksiyon
yontemi ve analizlerde kullanilmasi gereken solvent farkinin, sonuglar1 ne sekilde
etkiledigi belirlenmeye calisilmistir. DPPH giderim aktivitesi, Demir (II) iyonlarinin
selatlama aktivitesi, indirgeme kapasitesi sonuglar1 belirlenirken c¢oziicli olarak
metanol ve etil asetat kullanildi. Sonuglar1 belirleyebilmek i¢in kabak ¢esitlerinin

kabuk ve i¢ kisimlar1 2 farkli ¢6zgen grafiginde degerlendirilmistir.

Kabak ¢esitlerinin hem yapisal farkliliklar1 hem de kabugunun ve i¢inin kisim kisim
kullanilmasindan &tiirii kullanilan yontemlerde biitlin kabak gesitleri i¢in sadece bir
adet ¢ozgen kullanmak miimkiin degildir. Yapilan analizlerde belirtildigi lizere en
uygun olan1 birden fazla ¢oziicii kullanilmasidir. Bu sayede daha dogru ve istenilen

miktarlarda sonuglar elde edilmis olacaktir.

Antioksidan aktivite hakkinda tek bir yontemle ¢alisilmasi dogru bir karar degildir.
Daha etkili ve anlasilir sonucglar elde etmek i¢in birden fazla analiz yOntemi

kullanilmasi gerekmektedir.

Yapilan antioksidan aktivite caligmalar1 sonucunda DPPH giderim aktivitesinde
¢ozgen olarak metanol kullanildiginda spagetti kabagin kabuk kisminda en fazla
aktivite gosterilirken, ¢oziicli etil asetat kullanildiginda bal kabaginin kabuk kismi1 en

fazla aktiviteyi gostermistir.

Demir (II) iyonlarmin selatlama aktivitesi incelendiginde ¢6zgen olarak metanol
kullanildiginda bal kabaginin i¢ kism1 daha fazla aktivite gosterirken, ¢ozgen olarak
etil asetat kullamldiginda bal kabagimmin kabuk kisminda daha fazla aktivite

gostermektedir.

Indirgeme kapasitesi tayini sonuglarinda etil asetat ekstratlarindaki indirgeme

kapasitesi metanol ekstratlarindaki indirgeme kapasitesinden daha yiiksektir. Bradford



yontemi ile protein miktar1 tayininde 100 pL’de en fazla sakiz kabagin i¢ kisminda
1,928 mg/mL protein bulunmustur. 60 pL’de ise en fazla yine sakiz kabaginin i¢

kisminda 1,651 mg/mL protein bulunmustur.

Enzim aktivite tayinleri incelendiginde PPO aktivite artisinin spagetti kabagin kabuk
kisminda, peroksidaz enzimin en yliksek enzim aktivtesi bal kabaginin kabuk
kisminda, katalaz 100 pL i¢in en ¢ok goriilen enzim degeri bal kabaginin kabuk
kisminda, katalaz 500 pL i¢in en fazla enzim aktivite spagetti kabagin kabuk kisminda,
askorbat peroksidaz igin en yliksek aktivite degeri bal kabagmin kabuk kisminda

gbzlemlenmistir.

Emine ve arkadas1 tarafindan (2005) bal kabagi unu eklenmis biskiivilerin antioksidan
aktivitesi ve beslenme kalitesi tizerine etkilerini arastirilmistir ve DPPH antioksidan
aktiviteleri iginde en yliksek deger 33.85 umol troloks/g gosterilmistir [5]. Bu tezdeki
yapilan calismada DPPH Giderim Aktivitesi etil asetat ¢ozgeninde en fazla bal
kabaginin kabuk kisminda % 94,32 bulunmus, metanol ¢dzgeninde en fazla spagetti

kabagin kabuk kisminda % 94,39 bulunmustur.

Elif ve arkadasi (2011) sogans: bitkilerin fenolik profilleri HPLC ydntemi ile analiz
edilmis, DPPH antioksidan aktiviteleri BHT ve troloksa gore aktivite karsilastirmalar
yapilmistir. Sonuglara gore en yiiksek DPPH giderim aktivitesini, troloks % 87,69
degerinde bulunmusken, ikinci sirada gelen BHT % 74,44 olarak bulunmustur [8]. Bu
tezde BHT %91,68, Troloks %90,24 bulunmus ve sonuglarin daha yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Rana ve arkadasi (2013) tibbi amag¢lhi kullanilan dort farkli bitkinin antioksidan
aktivitesi belirlenmis, sonuglara gore en yiiksek DPPH giderim aktivitesini, BHT %
91,64 (£0,01) degerinde gosterilmistir. Cigertaze otunun metanol ekstrakt1 % 90,89
(£0,12) ve etil asetat ekstrakti % 90,48 (+0,23) bulunmustur [9]. Bu ¢alismada etil
asetat ¢ozgeninde en fazla bal kabaginin kabuk kisminda % 94,32 bulunmus, metanol
¢Ozgeninde en fazla spagetti kabagin kabuk kisminda % 94,39 bulunmustur. Rana ve
arkadaslar1 (2013) Demir (II) Iyonlarin1 Selatlama Aktivitesinin Tayini Sonuglarina
gore tiim ekstraktlarin konsantrasyonu arttikga selatlama aktivitesininde arttigini
belirlemistir. Ayrica sedef ve pelin otunun aseton ekstraktlarinin demir iyonunlarini
selatlama kapasitelerinin ¢ok diisiik oldugunu belirlemistir. Bu yapilan tezde ise Demir

(II) Iyonlarmi Selatlama Aktivitesi etil asetat ¢cozgeninde bal kabagmin kabuk
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kisminda fazla iken, metanol ekstraktinda ise bal kabaginin i¢ kisminda yiiksek

bulunmustur.

Rana ve arkadasi tarafindan (2013) bitki ekstraktlarin indirgeme kapasitesinin
sonuglarinda Fe+3’ii indirgeme yetenekleri yoniinden standartlarla karsilastirildiginda
cok yiiksek aktiviteye sahip olmadiklar1 gosterilmistir. Ancak tiim bitki ekstraktlarinin
1000 pg/mL konsantrasyondaki degerlerinin standartlarin 100 pg/mL (Cvitamini;
3,41+0,01 BHT: 2.95+0,05) konsantrasyonlarindaki degerlerine yakin sonug verdigi
goriilmiistiir. Bu tezde sakiz kabagi, bal kabagi, spagetti kabagin ekstraktlarinin
Fe3+’ii indirgeme kapasitesi standartlarla denklestirildiginde yiiksek aktiviteye sahip
olmadiklart goriilmiistiir. 100 pg/mL C vitamini; 3,40+0,01 BHT: 2.98+0,05

konsantrasyonlarinda, absorbanslariyla benzer sonu¢ vermistir.

Kabak yapilar ve cinsleri arasinda oldukca fazla farklilagma olmasina ragmen, zengin
bir yag asidi ve protein kaynagidir. Fenolik glikozitler, polisakkaritler, proteinler ve
cesitli bilesikler iceren iyi bir fitokimyasal kaynagidir. Kabak tiirleri saglik igin
antibakteriyel, antidiyabetik, antihipertansif, antikanser, immiinomodiilatér,
antihipokolesterolemik, antiparaziter, antiinflamatuar ve analjezik gibi gesitli terapotik
ozelliklere sahiptir. Ayrica tohumlari bitkinin en ¢ok ¢alisilan kismidir ve geleneksel
halk hekimliginde ¢okca hastaliklarin tedavi etme siirecinde kullanilir. Oniimiizdeki
stireclerde sentetik antioksidan yapilarmin yerini alabilen dogal antioksidanlar i¢in
yogun bir arayis var. Bu testlerin, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bitki
ekstraktlarin1 belirlemek, gida ve saglik sistemlerinde antioksidan aktivitelerini test
etmek ve alternatif hastalik tedavi yontemlerini uygulamak i¢in arastirma siirekliligini

saglamak i¢in kullanilmasi 6nerilir.
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