T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

METAL ETKIiSi UYGULANARAK YETISTIRILEN ROKA (Eruca
sativa) BITKISININ ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ
BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Esra KOCABAY

Kimya Anabilim Dal

Biyokimya Bilim Dah

AGUSTOS 2024






T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

METAL ETKIiSi UYGULANARAK YETISTIRILEN ROKA (Eruca
sativa) BITKISININ ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ
BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Esra KOCABAY

Kimya Anabilim Dal

Biyokimya Bilim Dah

Tez Danismani: Prof. Dr. Giilnur ARABACI

AGUSTOS 2024






Esra KOCABAY tarafindan hazirlanan "METAL ETKiSI UYGULANARAK
YETISTIRILEN ROKA (Eruca sativa) BITKISININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ BELIRLENMESI" baslikli bu calisma, Prof. Dr. GULNUR
ARABACI danismanliginda Esra KOCABAY tarafindan hazirlanmistir.  Sakarya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii'nde Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Tez Jiirisi

Jiiri Bagkan: Prof. Dr. Giilnur ARABACI (Danisman) ...................
Sakarya Universitesi

Jiiri Uyesi: Prof. Dr.Meryem Niliifer YARASIR ...
Sakarya Universitesi

Jiiri Uyesi: Prof.Dr.Esra ALTINTIG ~ ceeeereeeernnnenns
Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi






ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Egitim-Ogretim
Yonetmeligine ve Yiksekogretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Yonergesine kurallarina uygun olarak “METAL ETKIiSI UYGULANARAK
YETISTIRILEN ROKA (Eruca sativa) BITKISININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ BELIRLENMESI” baslikli tezin bana ait oldugunu; tez calismamin
her agamasinda yukarida belirtilen yonetmelik ve yonergeye uygun hareket ettigimi,
tezde yer alan yenilik ve sonuglarin tamamen bana ait oldugunu, baska bir kaynaktan
alinmadigini, tezde kullandigim eserlerin kaynaklarin1 dogru ve usuliine uygun olarak
gosterdigimi, bu tezi baska bir bilim kuruluna akademik amacla veya unvan almak
amaciyla sunmadigimi ve 20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii
Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince Sakarya
Universitesi'nin abonesi oldugu intihal yazilim programi kullanilarak Enstitii
tarafindan belirlenen Olgiitlere uygun rapor alindigini, caligmamla ilgili yaptigim bu
beyana aykir1 bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul

ettigimi beyan ederim.

(...]...J12024)

Esra KOCABAY






TESEKKUR

Bu calismanin her asamasinda anlayisi ve sabirli ve bilge rehberligi ile bana yol
gosteren degerli bilgi ve deneyimlerini paylasarak tez calismami destekleyen
danmismanim Prof. Dr. GULNUR ARABACTI’ya siikranlarimi sunarim.

Ayrica, bilgisini benden esirgemeyen, Duygu YAMAN’a tesekkiir ederim.
Bilgisayarim bozuldugunda bir an bile diisinmeden bana bilgisayarin1 veren ¢ok
sevgili arkadasim Neslihan KELES e tesekkiirlerimi sunarim.

Bunun yaninda, bana her kosulda destek veren ve biiylik bir anlayisla yanimda olan
sevgili esim Muhammet YALCIN’a da tesekkiirlerimi sunarim.

Esra KOCABAY

vii






ICINDEKILER

Sayfa
TESEKKUR ......oooviiiiiiiceeeeee e ettt s sttt en st s st vii
ICINDEKILER .......oooooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iX
KISALTMALAR .ottt ettt ettt Xi
TABLO LISTESI ....coootiiiiiiiiie e Xiii
SEKIL LISTEST .......cooviiiiiiieceee et n sttt XV
OZET ... XVII
SUMMARY et XXi
| IR ) 128 1N 1
2. GENEL BILGILER ........cooooiiiiiiiiiiieessies st 5
2.1, Serbest RAIKAIIET..........ccooi i 5
2.2, ANLIOKSTAANIAT ... 6
2.3. Bazi Antioksidan Maddeler.............cocoueiiiiiiiiiiiiii 8
2.3.1. ASKOIDIK @SIT ... e 8
2.3.2. Alfa tokoferol (E Vitamini) ile ilgili Dilgi .......cccoovveiiiii 9
2.3.3. Beta-caroten (A VItamini): ..o 10
2.4. Antioksidan Aktivite Metodlart..........ccocceeeiiiiiiiiiiiiieee e 11
2.4.1. DPPH yontemi kullanilarak numunelerin toplam antioksidan
POANSTYEIININ TAYINT. ..t 12
2.4.2. CUPRAC -Bakir (IT) iyonunu indirgeme 6zelligine sahip antioksidan
BAYENE vttt bbbt e e 13
2.4.3. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde tayini .............. 14
2.5. Metallerin Bitkilerdeki Onemi ve EtKiSi .....ccccovvrueveierieiccieieeseeeccee e, 15
2.6. ROKA (EFUCA SALIVA) ..ocvvvevieiieesiie ettt ra e 16
2.7, LAtratlit TATQmMAST .. ..eeveeiieieiieiieeeiee sttt sttt et n et e e e sneeenne e 17
3. MATERYAL VE METOD ...ttt 19
3.1, BitKinin YetiStITIMEST ...vveivviiiiiie it 19
3.2. Kimyasal Materyaller ... 20
3.3, Kullanilan ALCtIEr ........c.oeieiiiiiiiieie e 20
3.4. Kullanilan Ana Cozelti Hazirlama SUreci ........coooeveeiiiiiiciie e 20
3.4.1. Fenolik madde tayini i¢in hazirlanan ¢ozeltiler..........cccooeriieiiiiicinnnnne. 20



3.4.2. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi i¢in kullanilan soliisyonlar-.......

3.4.3. Bakir (I) iyonlarinin indirgenmesi ile antioksidan kapasite tayini i¢in
Kullantlan GOZEIHILET .........oiuieiiiiiieiie e

3.5. Uygulanan Yontemler ve Kalibrasyon Grafikleri ..........ccccvvvviviiiiiiiiiniiinenne,
3.5.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini..........c.ccccevvevviierieennenne.

3.5.2. Bakir (II) iyonu indirgeme yOntemi ile antioksidan kapasite 6l¢iimii
(CUPR A ) ettt bbb bbb bbbt

3.5.3. Folin yontemiyle toplam fenolik madde tayini........ccccocoveviiiiiiiiiiinennnn.
4. ARASTIRMA BULGULARI ........ccoooiiiiiiiiii
4.1. DPPH Radikal Indirgeme Aktivitesi SONUGIArL..........cccceveevevirererceriercieienns

4.2. Bakir (II) Iyonlarinin indirgenmesi ile Antioksidan Kapasitesinin Ol¢iim
Sonuglart (CUPRAQC) ...

4.3. Folin Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuglart ...........c.ccoeeueenee.
S5.SONUGLAR ..ottt bbb s e b e s nn e e nnneenns
KAYNAKGCGA ...ttt bttt b et bt et s be b
L0 Z€] 001\ 1 £ 3T



KISALTMALAR

DPPH
CUPRAC
FCR
CAT
GPX
GSH

Cu

Zn

C vitamini
H202

QE

NBT
GAE

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali; C18H12N506
: Bakar (IT) iyonunu rediikte eden antioksidan

: Folin-Ciocalteu

: Katalaz

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon

: Bakir

: Cinko

: Askorbat/Askorbik asit

: Hidrojen peroksit GA:3,4,5-trihidroksibenzoik asit
: 3,3',4',5,7-pentahidroksiflavanon

- Nitroblue tetrazolium

- Galik asit esdegeri

Xi






TABLO LIiSTESI

Sayfa

Tablo 4.1. DPPH giderim aktivitesi sonucu % inhibisyon degerleri..............ccuun.... 24
Tablo 4.2. DPPH giderim aktivitesi sonucu % inhibisyon degerleri..............cccune... 24
Tablo 4.3. CUPRAC sonucu numunelerin TEACcurrac (TEAC, uM TE/g dw)
AEGTICT L. ...t 25

Tablo 4.4. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar1 (Fenolik madde miktari: gallik
asite esdeger olup birimi mg fenolik madde / gram ekstre olarak ifade
edildi. Sonuglar 3 paralel testin ortalamasi olup, standart sapma degerleri
€0Z ONUNE AIINAL) ..ot 27

Xiii






SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2.1. DPPH ile antioksidan madde arasindaki reaksiyon" ............c.cccccvervinnnnen. 13
Sekil 2.2. Roka bitKisi (ErUCa SALIVA ) .....ccveiveiieiierii e se e 17
SekKil 3.1. EKIlEN FOKAIAT.........c.ccoiviiiiiiie et 19
Sekil 3.2. Troloks standardinin kalibrasyon €Zrisi .........ccccceeerereninenininsinsieees 22
Sekil 4.1. DPPH % InhibiSyon grafigi..........ccccceveeeiiieveiceiieeisseceeesesesessessessesenens 24
Sekil 4.2. CUPRAC tayini i¢in inkiibasyon sonucu numuneler ............cccocoeevvennene 26
Sekil 4.3. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan gallik asitin
KaliDrasSyOn €EIIST . .covueverveeriieiiiie et 26

XV






METAL ETKiSi UYGULANARAK YETISTIRILEN ROKA (Eruca sativa)
BITKIiSININ ANTIOKSIDAN AKTIiVITESININ BELIRLENMESI

OZET

Gliniimiiz diinyasinda cevre kirliligi, modern yasamin stresli yapis1 ve kullanilan
cesitli ilaglar, sadece insanlar iizerinde degil, tiim canlilar iizerinde de olumsuz etkiler
yaratmaktadir. Bu faktorler, canli organizmalarin hiicrelerinde serbest radikallerin
olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikaller, hiicre bilesenlerini okside ederek
zarar verir ve bu siiregte proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi Onemli
biyomolekiiller hedef alinir. Bu zararlar, hiicresel islev bozukluguna ve ciddi saglik
sorunlarina yol acabilir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesi sonucu ortaya ¢ikan bir
durumdur. Serbest radikaller, hiicrelerin dogal metabolik siirecleri sirasinda olusabilir,
ancak cevresel faktorler bu olusumu artirabilir. Oksidatif stres, DNA mutasyonlarina,
protein yapilarinin bozulmasina ve hiicre membranlarinin hasar gérmesine neden
olabilir. Bu durum, kanser, kalp ve damar hastaliklari, seker ve norodejeneratif
hastaliklar gibi pek ¢ok kronik hastalikta etkili oldugu goriilmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikalleri notiirleyerek oksidatif stresi azaltan bilesiklerdir.
Antioksidanlar, hiicreleri koruyarak sagligin siirdiiriilmesine yardimeci olur. Bu
molekiiller, hem viicut tarafindan iiretilen (endojen) hem de dis kaynakli (eksojen)
olabilir. Diyetle alinan antioksidanlar, bitkisel kaynaklardan gelen fenolik bilesikler,
flavonoidler, vitaminler ve mineraller gibi bilesenler igerir.

Bitkiler, dogal antioksidanlar a¢isindan zengin kaynaklardir ve bu nedenle beslenmede
onemli bir yere sahiptir. Son donemlerde, dogal bitkisel iiriinlere olan ilgi giderek
artmis ve bircok bitkinin antioksidan Ozellikleri detayli olarak arastirilmistir. Bu
bitkilerden biri olan roka (Eruca sativa), Brassicaeae ailesine ait olup, yiiksek
antioksidan Ozelliklere sahip flavonoidler, fenolik bilesikler, vitaminler ve
karotenoidler gibi bilesikler igermektedir.

Roka, Brassicaceae (Turpgiller) familyasina ait, genellikle Akdeniz mutfaginda
yaygin olarak kullanilan bir bitkidir. Latince ad1 Eruca sativa olan bu bitki, 6zellikle
salatalarda, garnitiir olarak ve gesitli yemeklerin i¢inde kullanilan aromatik ve acimsi
bir tada sahiptir.

Roka bitkisi, yaklasik 20-100 cm ytikseklige kadar biiyiiyebilen, yesil yapraklar: olan
ve kiiclik beyaz veya sarimsi ¢igekler agan bir bitkidir. Yapraklar1 genellikle tiiysiiz
olup, derin loblu ve saphdir. Cigekleri ise dort tag yapraktan olusur ve capraz bir
yapiya sahiptir.

Roka, zengin besin icerigi ve saglik iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle beslenme
uzmanlar1 tarafindan sikga tavsiye edilen bir bitkidir. Igerdigi vitaminler, mineraller
ve antioksidan bilesikler sayesinde saglikli bir beslenme diizeninin 6nemli bir unsuru
olabilir.
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Roka, A, C ve K vitaminleri agisindan olduk¢a zengindir. Bunun yani sira, demir,
magnezyum, potasyum ve kalsiyum gibi temel mineraller de barindirir. Bu vitaminler
ve mineraller, bagisikligin gliglenmesine katkida bulunur ve kemik sagligini destekler
ve viicut genelinde bir¢ok biyokimyasal islevin diizgiin ¢alismasini saglar.

Roka, flavonoidler, glukozinolatlar ve fenolik bilesikler zengin antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Bu bilesikler, reaktif molekiillerin neden oldugu oksidatif stresle savasarak
hiicreleri korur ve kronik hastaliklarin riskini azaltir.

Roka, glukozinolatlar agisindan zengindir. Bu bilesikler, viicutta izotiyosiyanatlar gibi
aktif bilesiklere doniiserek kanser hiicrelerinin bitylimesini engelleyebilir. K vitamini
igerigi sayesinde roka, kemik sagligini destekler ve osteoporoz riskini azaltir. Yiiksek
A vitamini igerigi, gorme saghginda etkilidir. Makula dejenerasyonu riskini yasa baglh
olarak diisiiriir. Icerdigi lif ile sindirimi diizenler ve bagirsak saghigini korur.

Roka bitkisinin antioksidan aktiviteleri iizerine yapilan arastirmalar, bu bitkinin saglik
lizerindeki olumlu etkilerini daha da belirgin hale getirmistir. Ozellikle metal stresine
maruz birakildiginda rokanin antioksidan kapasitesinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu
durum, bitkisel antioksidanlarin ¢evresel stres faktorlerine karsi koruyucu 6zelliklerini
ortaya koymaktadir.

Yapilan arastirmalarda, farkli metal konsantrasyonlari ile yetistirilen roka bitkilerinin
antioksidan aktivitelerinin 6lgiilmesi, bu bitkinin adaptif savunma mekanizmalarini
anlamada Onemli veriler saglamistir. DPPH ve CUPRAC yontemleri ile yapilan
analizler, metal stresinin antioksidan aktiviteyi artirabilecegini gostermektedir.

Antioksidanlarin saglik tizerindeki koruyucu etkilerine bakildiginda, bu bitkisel
kaynaklarin diyetle alinmasinin 6nemi bir kez daha vurgulanmaktadir. Gelecek
caligmalarda, farkli bitkilerin antioksidan aktivitelerinin ve bu aktivitelerin insan
sagligia olan etkilerinin daha derinlemesine arastirilmasi, yeni dogal antioksidan
kaynaklarinin kesfi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ozellikle farkli gevresel
kosullarda ve stres faktorleri altinda yetistirilen bitkilerin antioksidan kapasitelerinin
incelenmesi, bu alandaki bilgi birikimini artiracaktir.

Bu calismada, roka bitkisinin (Eruca sativa) farkli konsantrasyonlardaki metallerle
yetistirilerek antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Arastirmada, roka tohumlari ¢esitli
metal ¢ozeltileriyle (Pb*?, Na*, Co*?, Cd*? Fe*3, Zn*2)) iki farkli konsantrasyonda (15
ve 50 mg/L) yetistirilmistir. Kontrol grubu olarak sadece su eklenerek yetistirilen roka
bitkileri kullanilmistir. Yeterli biiytikliige ulasan bitkiler hasat edilip kurutulmus ve
etanol ¢oziiclisi ile ekstrakte edilmistir.

Ekstrakte edilen numunelerin antioksidan ozellikleri, DPPH (1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil radikali; C1s8H12N50s) radikal giderim kapasitesi, CUPRAC (Bakir (II)
iyonunu indirgeme ve toplam fenolik madde tayini metotlar1 kullanilarak dl¢limler
yapilmistir. Sonuglar, DPPH inhibisyon degeri , CUPRAC ve toplam fenolik madde
sonuglarina gore degerlendirilmistir.

Yapilan analizlerde, metal cozeltileri ile yetistirilen roka bitkilerinin antioksidan
aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla artig gézlemlenmistir. DPPH inhibisyon degeri
ve CUPRAC analiz sonuglari, 700 pg/ml konsantrasyonunda incelendiginde, metalsiz
kontrol grubuna oranla 15 ve 50 mg/L metal konsantrasyonlarinda artis tespit
edilmistir. Farkli metal konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda ise 15 mg/L metal
konsantrasyonlarinin DPPH ve CUPRAC degerlerinde artig, ancak 50 mg/L
konsantrasyonunda bu degerlerin tekrar azaldigi gorilmiistiir. Bu veriler, roka
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bitkisinin metal ¢ozeltileri ile yetistirildiginde antioksidan aktivitesinin strese bagl
olarak arttigim gostermektedir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek Co*? 50
degerinde yetistirilen roka bitkisinde gozlenmistir. Ikinci sirada ise Zn*? 50 degerinde
ve Fe*™ 50 de ise en diisiik deger tespit edilmistir.

Roka bitkisi, sadece lezzetli bir besin kaynagi olmanin 6tesinde, sagliga olan faydalari
ve zengin antioksidan igerigiyle de bilinir. Antioksidan 6zelliklerinin yaninda, i¢erdigi
vitaminler ve mineraller sayesinde saglikli bir beslenme diizeninin olmazsa olmazidir.
Gelecekte yapilacak arastirmalar, rokanin saglik tlizerindeki etkilerini daha detayh

olarak ortaya koyabilir ve bu bitkinin terapotik potansiyelini daha iyi kavramamiza
katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Roka (Eruca sativa), Metal, DPPH, CUPRAC, Toplam Fenol
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DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ROKA (Eruca
sativa) PLANT GROWED USING METAL EFFECT

SUMMARY

In today's world, environmental pollution, the stressful nature of modern life, and the
use of various drugs create negative effects not only on humans but also on all living
organisms. These conditions lead to the generation of free radicals in the cells of living
organisms. Free radicals oxidize cellular components, targeting important
biomolecules such as proteins, lipids, and nucleic acids. This damage can result in
cellular dysfunction and serious health problems.

Oxidative stress is a state resulting from the damage inflicted on cells by free
radicals.Free radicals can be formed during the natural metabolic processes of cells,
but environmental factors can increase this formation. Oxidative stress can cause DNA
mutations, protein structure degradation, and cell membrane damage. This condition
contributes to the development of numerous chronic diseases, including cancer,
cardiovascular diseases, diabetes, and neurodegenerative disorders.

Antioxidants are elements that neutralize free radicals and lessen oxidative stress.
Antioxidants help maintain health by protecting cells. These molecules can be both
endogenous (produced by the body) and exogenous (obtained from external sources).
Dietary antioxidants include phenolic compounds, flavonoids, vitamins, and minerals
derived from plant sources.

Plants are rich sources of natural antioxidants and thus hold an important place in
nutrition. Lately, the interest in natural herbal products has surged, and the antioxidant
properties of many plants have been studied in detail. One of these plants, rocket
(Eruca sativa), belongs to the Brassicaceae family and contains compounds with high
antioxidant properties such as flavonoids, phenolic compounds, vitamins, and
carotenoids.

Rocket, a part of the Brassicaceae (Cruciferous) family, is a plant commonly used in
Mediterranean cuisine. Known by its Latin name Eruca sativa, this plant is especially
used in salads, as a garnish, and in various dishes due to its aromatic and slightly bitter
taste.

The rocket plant can grow to a height of approximately 20-100 cm, with green leaves
and small white or yellowish flowers. The leaves are generally hairless, deeply lobed,
and stalked. The flowers have four petals arranged in a cross shape.

Rocket is often endorsed by nutritionists for its rich nutrient profile and beneficial
health effects. Its vitamins, minerals, and antioxidant compounds make it a vital
component of a healthy diet.

Rocket is particularly abundant in vitamins K, A, and C, it also comprises essential
minerals like calcium, iron, potassium, and magnesium. These vitamins and minerals
support the immune system, maintain bone health, and ensure the proper functioning
of various biochemical processes in the body.
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Rocket contains compounds with high antioxidant properties, such as flavonoids,
glucosinolates, and phenolic compounds. These compounds protect cells by reducing
oxidative stress attributed to reactive molecules and lower the risk of chronic diseases.

Rocket is rich in glucosinolates. These compounds can be converted into active
compounds such as isothiocyanates in the body, which can inhibit the growth of cancer
cells. Thanks to its vitamin K content, rocket supports bone health and reduces the risk
of osteoporosis. Its high vitamin A content protects vision health and reduces the risk
of age-related macular degeneration. The fiber content regulates digestion and
supports gut health.

Research on the antioxidant activities of the rocket plant has further highlighted its
positive effects on health. It has been observed that rocket's antioxidant capacity
increases when exposed to metal stress. This situation reveals the protective properties
of plant antioxidants against environmental stress factors.

Studies measuring the antioxidant activities of rocket plants grown with different metal
concentrations have provided important data in understanding this plant's adaptive
defense mechanisms. Analyses using DPPH and CUPRAC methods have shown that
metal stress can increase antioxidant activity.

Considering the protective effects of antioxidants on health, the importance of
consuming such plant sources through diet is emphasized once again. Future studies
on the antioxidant activities of different plants and the effects of these activities on
human health are crucial for discovering new natural antioxidant sources. Particularly,
examining the antioxidant capacities of plants grown under different environmental
conditions and stress factors will enhance the knowledge in this field.

In this study, the antioxidant activities of rocket (Eruca sativa) cultivated with
different concentrations of metals were determined. The research involved growing
rocket seeds with various metal solutions (Pb*?, Na*, Fe*3, Co*2, Zn*> Cd*?) at two
different concentrations (15, 50 mg/L). As a control group, rocket plants were grown
with only water. The plants were harvested when they reached sufficient size, dried,
and extracted with ethanol solvent.

The antioxidative properties of the extracted samples were assessed using the DPPH
(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) scavenging activity, CUPRAC (Cupric ion
reduction capacity) methods and total phenolic content assay.The results were
evaluated based on DPPH inhibition value, CUPRAC and total phenolic content assay
results.

In the analyses conducted, an increase in antioxidant activities was observed in rocket
plants grown with metal solutions compared to the control group. When examining the
DPPH inhibition value and CUPRAC analysis results at a concentration of 700 pg/ml,
an increase was detected in metal concentrations of 15 and 50 mg/L compared to the
metal-free control group. Comparing different metal concentrations, it was observed
that DPPH and CUPRAC values increased at 15 mg/L metal concentrations, but these
values decreased again at 50 mg/L concentrations. These data indicate that the
antioxidant activity of the rocket plant increases in response to stress when grown with
metal solutions. The highest amount of total phenolic substances was observed in
arugula plants grown at Co*? 50 values. In the second place, the lowest value was
determined for Zn*2 at 50 and Fe*® at 50.
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The rocket plant stands out not only as a delicious food source but also for its health
benefits and high antioxidant content. In addition to its antioxidant properties, it can
be an indispensable part of a healthy diet due to its vitamins and minerals.Future
research can further elucidate the health effects of rocket and help us better understand
its therapeutic potential.

Keywords: Arugula (Eruca sativa), Metal, DPPH, CUPRAC, Total Phenol
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1. GIRIS

Modern yasamin kaginilmaz bir pargasi olan cevresel kirlilik, yogun stres, yanlis
beslenme aligkanliklar1 ve kimyasal madde kullanimi, tiim canlilarin saglig: iizerinde
derin etkiler birakmaktadir. Bu faktorlerin tiimii, canli organizmalarin hiicrelerinde
serbest radikallerin olusumunu artiran temel nedenler olarak kabul edilmektedir [1].
Serbest radikaller, eksik elektrona sahip olduklari i¢in son derece reaktif olan ve
hiicresel bilesenlerle kolayca etkilesime giren molekiillerdir. Bu reaktif oksijen tiirleri,

hiicre zarlarina, proteinlere ve DNA'ya zarar vererek oksidatif strese neden olur [2].

Oksidatif stres, serbest radikallerin antioksidan savunma mekanizmalarini asarak
hiicrelerde hasara yol a¢tig1 bir durum olarak tanimlanabilir. Oksidatif stresin etkileri
arasinda hiicresel yaslanma, DNA mutasyonlari, protein yapilarinin bozulmasi ve
hiicre zarlarmin hasar gormesi sayilabilir [3]. Bu durum, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok kronik hastaligin
gelisiminde kritik bir rol oynar [4]. Dolayisiyla, serbest radikallerin neden oldugu
hasarin Onlenmesi ve hiicre sagliginin korunmasi i¢in etkili antioksidan savunma

mekanizmalarina ihtiyag vardir.

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek oksidatif stresi azaltan ve hiicreleri
koruyan molekiillerdir. Bu bilesikler, viicutta dogal olarak {iretilen (endojen) veya
disaridan besinlerle alinan (eksojen) molekiiller olabilir [4]. Antioksidanlar, serbest
radikallerle etkilesime girerek onlarin reaktif 6zelliklerini ortadan kaldirir ve boylece
hiicresel hasar1 onler. Baslica antioksidan bilesenler arasinda vitaminler (C ve E
vitamini), mineraller (selenyum ve ¢inko), flavonoidler ve fenolik bilesikler bulunur
[5].

Antioksidanlarin insan saghigi tizerindeki olumlu etkileri genis ¢apta arastirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda, antioksidanlarin kronik hastaliklarin 6nlenmesinde ve yaslanma
siirecinin yavaslatilmasinda énemli bir rol oynadigi gosterilmistir [6]. Ornegin, E
vitamini ve C vitamini gibi antioksidanlarin, hiicre zarlarin1 ve DNA'y1 oksidatif

hasara kars1 koruyarak kanser ve kalp hastaliklari riskini azalttigi bilinmektedir [7].



Benzer sekilde, bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, bu

bilesiklerin reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirme kapasiteleri ile iligkilidir [8].

Bitkiler, dogal antioksidanlar acisindan zengin kaynaklar olarak kabul edilir ve bu
nedenle saglikli beslenmede onemli bir yere sahiptir. Antioksidan 6zellik gdsteren
bilesikler, genellikle bitkilerin yapraklarinda, ¢iceklerinde, tohumlarinda ve
kabuklarinda bulunur [2]. Flavonoidler, fenolik bilesikler, vitaminler ve karotenoidler
gibi bilesikler, bitkilerin antioksidan Ozelliklerini artirir ve bu bilesiklerin saglik

tizerindeki olumlu etkileri genis bir literatiir tarafindan desteklenmektedir [9].

Dogal bitkisel tirtinlere olan ilgi, son yillarda giderek artmistir. Bu artan ilgi, bircok
bitkinin antioksidan &zelliklerinin daha detayli bir sekilde arastirilmasina ve saglik
acisindan faydalarinin ortaya konulmasina zemin hazirlamistir. Bu baglamda, roka
(Eruca sativa) bitkisi, igerdigi yiiksek antioksidan 6zellikler nedeniyle dikkate deger
bir bitki olarak 6ne ¢ikmaktadir [10].

Roka, Brassicaceae (Turpgiller) ailesine ait, Akdeniz mutfaginda yaygin olarak
kullanilan ve besleyici dzellikleri ile bilinen bir bitkidir. Latince ad1 Eruca sativa olan
roka, 6zellikle salatalarda ve garnitiir olarak kullanilmakta, kendine 6zgii aromatik ve
hafif acimsi tadiyla taninmaktadir. Yaklasik 20-100 cm yiikseklige kadar biiyliyebilen
roka bitkisi, yesil yapraklara ve kii¢lik beyaz veya sarimsi ¢igeklere sahiptir [8].

Roka bitkisi, A, C ve K vitaminleri agisindan zengin olup, ayni zamanda demir,
magnezyum, potasyum ve kalsiyum gibi temel mineralleri de igermektedir. Bu
vitaminler ve mineraller, bagisiklik sisteminin giiclenmesine katkida bulunur, kemik
sagligini destekler ve viicuttaki biyokimyasal siireclerin diizenlenmesine yardimci olur
[10]. Roka bitkisi, igerdigi flavonoidler, glukozinolatlar ve fenolik bilesikler sayesinde
giiclii antioksidan 6zellikler sergiler. Bu bilesikler, hiicreleri oksidatif stresin zararli
etkilerine kars1 koruyarak, kanser, kalp hastaliklar1 ve diger kronik hastaliklarin riskini
azaltir [9].

Roka bitkisinin antioksidan aktiviteleri iizerine yapilan arastirmalar, bu bitkinin saglik
tizerindeki olumlu etkilerini daha da belirgin hale getirmistir. Cesitli ¢alismalarda,
roka bitkisinin farkli metal konsantrasyonlari ile yetistirilmesi durumunda antioksidan
aktivitelerinin arttign gdzlemlenmistir [11]. Ozellikle, DPPH ve CUPRAC gibi

antioksidan aktivite 6l¢lim yontemleri kullanilarak yapilan analizler, roka bitkisinin



metal stresine kars1 adaptif savunma mekanizmalarint harekete gecirdigini

gostermektedir [12].

Bu arastirma kapsaminda, farkli konsantrasyonlardaki metallerle yetistirilen roka
bitkisinin (Eruca sativa) bitkisinin antioksidan aktivitelerinin  belirlenmesi
amagclanmaktadir. Roka tohumlari, ¢esitli metal ¢ozeltileri (Pb*?, Na*, Co*?, Cd*?, Fe™3,
Zn*?) ile iki farkli konsantrasyonda (15 ve 50 mg/L) yetistirilmis ve bu metallerin
bitkinin antioksidan kapasitesi lizerindeki etkisi DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil
radikali) giderin kapasitesi, CUPRAC (Bakir (II) iyonunu indirgeme ve toplam fenolik
madde tayini metotlar1 kullanilarak incelenmistir. Kontrol grubu olarak sadece su

eklenerek yetistirilen roka bitkileri kullanilmistir.

Elde edilen verilerle roka bitkisinin antioksidan kapasitesini etkileyen faktorleri
incelenerek, bitkisel antioksidanlarin insan sagligi tizerindeki potansiyel etkilerini
degerlendirilmistir. Metal stresinin, bitkisel antioksidan aktiviteleri tizerindeki
etkilerini anlamak, bu bitkilerin adaptif savunma mekanizmalarin1 ortaya koymada
onemli bir role sahiptir. Gelecek c¢alismalarda, farkli bitkilerin antioksidan
aktivitelerinin ve bu aktivitelerin insan sagligi {zerindeki etkilerinin daha
derinlemesine arastirilmasi, yeni dogal antioksidan kaynaklarimin kesfi acisindan

bliyiik 6nem tagimaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicrelerde dogal biyokimyasal siire¢ler sirasinda olusan molekiiller
olup, eksik bir elektrona sahip olduklari i¢in son derece reaktif ve kararsizdirlar. Bu
reaktif molekiiller, hiicrelerde proteinler, lipitler ve DNA gibi 6nemli biyomolekiillerle

etkilesime girerek oksidatif hasara yol agabilir [1].

Serbest radikallerin olusumu normal metabolik siireglerin bir parcast olmasina
ragmen, dig etkenler de serbest radikal iiretimini artirabilir. Bunlar arasinda sigara

dumani, hava kirliligi, radyasyon, bazi1 ilaglar ve toksinler yer alir [2].

Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikallerin antioksidan savunma mekanizmalarini
asmast durumunda ortaya ¢ikar ve cesitli hastaliklarin gelisiminde kritik rol oynar.
Oksidatif stresin etkileri arasinda hiicresel yaslanma, kronik hastaliklardan kalp-damar

hastaliklari, kanser, seker ve ndérodejeneratif hastaliklar sayilabilir [3].

Serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonu, hiicre zarlarmin yapisal

biitiinligiinii bozar ve hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkiler [13].

Ayrica, DNA'da meydana gelen oksidatif hasar, mutasyonlara ve kanser olusumuna

yol agabilir [14].

Antioksidanlar, reaktif molekiilleri etkisiz hale getirerek ve oksidatif stresi hafifleten
molekiillerdir. Viicutta, cesitli enzimler; O0rnegin siliperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz ile diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (6rnegin, C,E vitamini,

ve glutatyon) araciligiyla oksidatif hasara karsi savunma mekanizmalar gelistirir. [4].

Besinlerle alinan antioksidanlar da bu savunma sistemine katkida bulunur. Ozellikle
meyve ve sebzeler, flavonoidler, karotenoidler ve polifenoller gibi dogal antioksidan

bilesenler agisindan zengindir [5].

Serbest radikallerin biyolojik etkileri ve antioksidanlarin bu etkileri nasil notralize
ettigi lizerine yapilan arastirmalar, serbest radikallerin saglik iizerindeki etkilerinin

anlasilmasinda énemli ilerlemeler saglamistir. Ornegin, beta karoten, likopen ve lutein



gibi karotenoidlerin, serbest radikallerin sebep oldugu hiicresel hasar1 azaltmada etkili

oldugu gosterilmistir [15].

Ayni sekilde, vitamin E'nin lipit peroksidasyonunu 6nleyerek hiicre zarlarini korudugu

ve oksidatif stresle ilgili olan hastaliklarin riskini azalttig1 bilinmektedir [7].

Oksidatif hasara yol agan serbest radikallerin etkisini azaltmak i¢in, saglikli bir yagsam
tarz1 ve dengeli beslenme Onemlidir. Antioksidan ac¢isindan zengin gidalarin
tiikketilmesi, viicudun dogal savunma mekanizmalarin1 destekler ve oksidatif stresin

zararlarimi azaltir [6].

Nikotin igeren maddelerden uzak durmak, alkol tiikketimini azaltmak, diizenli spor
yaparak ve stresi dogru yoneterek yasam aligkanliklari serbest radikal olusumunu

azaltmada etkilidir. [16].

Sonug olarak, reaktif molekiiller ve antioksidanlar arasindaki denge, genel sagligin
korunmasinda hayati éneme sahiptir. Oksidatif stresin g¢esitli hastaliklarin ortaya
cikmasindaki etkisini anlamak, bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni
yaklagimlar gelistirilmesine katki saglayabilir. Bu nedenle, serbest radikallerin ve
antioksidanlarin biyokimyasal mekanizmalarimin daha 1iyi anlagilmasi, saglik

bilimlerinde 6nemli bir aragtirma alanidir [17].

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikaller tarafindan olusan oksidatif stresle miicadele ederek

hiicrelerin korunmasina yardimei olan molekiillerdir [18].

Bu savunma mekanizmasi, kronik hastaliklarin 6nlenmesinde ve yaglanma siirecinin
yavaglatilmasinda 6nemli bir rol oynar [4]. Serbest radikaller, gesitli metabolik
siirecler sirasinda veya cevresel faktorlere maruz kalmak sonucu olusan, hiicrelere
zarar verebilecek reaktif molekiillerdir. Antioksidanlar, bu zararli molekiilleri
notralize ederek hiicresel hasarin 6nlenmesine yardimci olur. Antioksidanlar, besinler

araciligiyla dogal olarak alinabilecegi gibi, takviyeler yoluyla da saglanabilir [19].

Antioksidanlarin genellikle daha giivenli oldugu ve saglikli bir beslenme diizeninin
olmazsa olmazi oldugu kabul edilmektedir. Sonug olarak, antioksidanlarin, hiicresel
hasar1 6nleme ve kronik hastalik riskini azaltma potansiyeline sahip dnemli molekiiller

oldugu anlasilmaktadir. Ancak, antioksidan alimi1 konusunda dengeli ve bilingli bir



yaklasimin benimsenmesi gerekmektedir. Bu, beslenme yoluyla yeterli miktarlarda

antioksidan alimini tesvik ederken, takviye kullaniminda 6lgiilii olmayi igerir [6], [20].

Organizmada, oksidatif strese yol agan ¢esitli oksidanlara karst savunma
mekanizmalart bulunur. Bu savunma mekanizmalari, antioksidanlar araciligiyla
serbest radikallerin agir1 liretimini engelleyerek, mevcut serbest radikallerin zararlarini
azaltarak veya meydana gelen oksidatif hasar1 azaltip onararak ¢aligir. Bu savunma
sistemlerinin arasinda SOD (Siiperoksit dismutaz), CAT (Katalaz) ve GPX (Glutatyon
peroksidaz) gibi endojen antioksidan enzimler yer alir. Ayrica, GSH (Glutatyon),
seruloplazmin ve transferin gibi metal baglayici proteinler, Cu (Bakir) ve Zn (Cinko)
gibi antioksidan 6zellige sahip elementler ile A, E ve C vitaminleri gibi antioksidan

vitaminler de bu sistemde 6nemli rol oynar.

Bu bilesenler, serbest radikallerin olumsuz etkilerini nétralize ederek ve hiicre hasarini
onararak organizmanin oksidatif strese karsi diren¢li olmasini saglar. Antioksidan
savunma sistemi, oksidatif hasarin 6nlenmesi ve onarimi acisindan hayati bir rol
oynamaktadir. Bu sebeple, saglikli bir yasam devam ettirmek i¢in bu antioksidanlarin

yeterli diizeyde alinmasi ve viicutta etkin bir sekilde ¢alismasi biiyiik 6nem tagir [21].

Aerobik organizmalar, antioksidan savunma sistemlerine sahip olup, aerobik solunum
ve substrat oksidasyonu sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretimini
kontrol altinda tutar. Bu savunma mekanizmalari, hidroksil radikalleri (¢OH),
stiperoksit anyonlar1 (O2+—) ve H202(hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunu engelleyerek organizmayi korur.

Hem ig¢sel hem de dissal uyaricilara yanit olarak, aerobik organizmalarda bu reaktif
oksijen tiirlerinin kiiclik miktarlart siirekli olarak iiretilir. Reaktif oksijen tiirleri,
organizmanin normal metabolik siireclerinin bir yan iirlinii olarak ortaya ¢ikarken, asir1
tiretimlerinin Oniine gegilmesi hayati 6nem tasir. Bu siirecte antioksidan savunma
sistemleri, reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelere zarar vermesini Onleyerek oksidatif

stresi azaltir [22,23].

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu sinirlandiran, radikal reaksiyonlarini
sonlandiran, olusmus radikalleri etkisiz hale getiren ve hasarli molekiilleri ortadan
kaldiran maddelerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ile antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi, antioksidanlarin yetersizligi ve/veya

reaktif oksijen tiirlerinin asir1 miktarda {iretilmesi sonucunda oksidatif stresin ortaya



¢ikmasina neden olur. Bu dengesizlik, hiicresel hasara ve ¢esitli saglik sorunlarina yol

acabilecek oksidatif stresin temel sebebidir [24].

Antioksidanlar, genellikle reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyen bilesikler
olarak tanimlanir. Antioksidan mekanizmalar, hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak tiizere iki
ana kategoriye ayrilir. Hiicre i¢i savunma sisteminde yer alan enzimatik antioksidanlar
arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX)
bulunur. Enzim dis1 hiicre i¢i antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), hiicre zarina
tutunabilen alfa-tokoferol ve beta-karoten, C vitamini (askorbat), transferin,
seruloplazmin ve bilirubin gibi bilesenlerden olusur. Hiicre disi savunma sistemi ise
metallotionein gibi serbest radikal temizleyiciler ve ¢inko (Zn) gibi eser elementlerden

meydana gelir [21].

Bitkilerde farkli antioksidan bilesiklerin sentezlendigi bilinmektedir [25]. Dogal
antioksidanlar, bitkilerin tohum, yaprak ve govdeleri gibi doku ve organlarinda
bulunabilir. Baslica dogal antioksidanlar arasinda karotenoidler, fenoller, vitaminler,
flavonoidler, glutatyon gibi metabolitler yer alir. Bitkilerden elde edilen
antioksidanlar, tekli ve li¢lii oksijen sondiiriicii, serbest radikal temizleyici, peroksit

pargalayici, enzim inhibitdrleri ve sinerjist olarak gorev yaparlar [26].
Sebze ve meyveler, gesitli antioksidan bilesikler barindirir [27, 28].

Bu antioksidanlar, yapraklarda, ¢igceklerde, tohumlarda, kabuklarda ve koklerde bolca
bulunur [29].

Yapilan c¢alismalarda, meyve ve sebze tiiketmenin hastaliklarin bulagma riskini
azalttigi, kalp ve damar, kanser hastaliklarinda ©Onemli distlisler sagladigim

gostermektedir [30].

2.3. Baz1 Antioksidan Maddeler

2.3.1. Askorbik asit
Askorbik asit (C vitamini), insan viicudu igin gerekli olan ve suda ¢oziinebilen bir

vitamindir.

Insanlar askorbik asiti sentezleyemedikleri igin disaridan besinler yoluyla almalar:

gerekmektedir.



Askorbik asit, bircok biyokimyasal reaksiyonda koenzim olarak iglev goriir ve
ozellikle kollajen sentezi, ndrotransmitter biyosentezi ve protein metabolizmasinda

onemli rol oynar. [31]

Ayrica C vitamini gii¢lii bir antioksidan olarak taninir ve serbest radikallerle etkilesime

girerek oksidatif stresi azaltir.

Oksidatif stres, hiicresel hasara ve kronik hastaliklarin gelisimine katkida bulunur, bu

nedenle askorbik asitin antioksidan 6zellikleri saglik lizerinde koruyucu bir etkiye

sahiptir [32].

Arastirmalar, askorbik asitin bagisiklik sisteminin islevini de destekledigini

gostermektedir. Ozellikle enfeksiyonlara karsi direng gelistirmede énemli rol oynar.

Hiicresel bagisiklik yanitini artirarak, patojenlerin etkisiz hale getirilmesinde yardimci

olur [33].

Ayrica, askorbik asit, demir emilimini artirarak anemi riskini azaltir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin dnlenmesinde potansiyel bir rol oynar. Yapilan klinik
calismalar, yiiksek dozda askorbik asit alimmnin soguk alginligi siiresini ve

semptomlarini azaltabilecegini ortaya koymustur [34].

Sonug olarak, askorbik asit, insan sagligi icin vazgecilmez bir bilesen olup, diizenli
alim1 bir¢ok kronik hastaligin onlenmesi ve genel sagligin korunmasinda 6nemli

katkilar saglar.

2.3.2. Alfa tokoferol (E Vitamini) ile ilgili bilgi

E vitamini, yagda ¢6ziinebilen bir vitamindir ve viicudumuz i¢in gerekli roller iistlenir
[7]1.

Hiicre zarlarmi serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyarak oksidatif stresi
azaltir. Alfa tokoferol, 0Ozellikle lipoproteinler, hiicre membranlar1 ve kan
dolagimindaki lipidler gibi lipid igeren yapilari oksidatif hasardan koruma yetenegi ile
bilinir [35].

Bu koruyucu etkiler, kronik hastaliklar olan kalp-damar hastaliklari, kanser ve
norodejeneratif hastaliklarin riskini azaltmada kritik rol oynar. [7]. E vitamininin
bagisiklik sisteminde pozitif yonde etkileri de genis ¢apta belgelenmistir; 6zellikle
yash bireylerde bagisiklik fonksiyonlarini iyilestirdigi gosterilmistir [36].



Ayrica, alfa tokoferol, cilt sagligin1 destekler, yara iyilesmesini hizlandirir ve ciltteki

yasglanma belirtilerini azaltir [37].

Alfa tokoferoliin eksikligi, kas zayifli§i, koordinasyon bozuklugu ve bagisiklik

sisteminin diismesi gibi saglik problemlerini de beraber getirir [35].

Bununla birlikte, yiiksek dozlarda alfa tokoferol alimi, kanama riskini artirabilecegi

icin dikkatle kullanilmalidir [7].

E vitamininin besin kaynaklar1 arasinda yesil yaprakli sebzeler, findik, tohumlar ve

bitkisel yaglar bulunur [37].

Besin takviyesi olarak da yaygin bi¢cimde kullanilir ve 6zellikle diyetlerinde yeterli
miktarda E vitamini alamayan bireyler i¢in Onemlidir [36]. Alfa tokoferoliin
biyoaktivitesi ve metabolizmasi, diyetle alinan diger besinlerle etkilesimler

gosterebilir [37].

E vitamininin antioksidan islevi, viicutta serbest radikallerin sebep oldugu hasari

onleyerek genel sagligin korunmasina katkida bulunur [7].

2.3.3. Beta-caroten (A Vitamini):
Beta karoten, bitkilerde bulunan kirmizi, turuncu ve sar1 pigmentlerden biridir ve insan

sagligi icin 6nemli olan provitamin A'nin en yaygin formlarindan biridir [38].

Beta karoten, antioksidan 6zellikleri ile taninir ve viicutta reaktif molekiillerin neden

oldugu hiicresel hasar1 azaltmada 6nemli bir rol oynar [39].

Antioksidan olarak, kalp hastaliklari, kanser ve yaslanma ile ilgili diger hastaliklarin
riskini azaltabilir. Beta karotenin bagisiklik sistemi iizerindeki pozitif etkileri de
belgelenmistir; bu bilesen, bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonunu destekleyerek viicudu

enfeksiyonlara kars1 korur [40].

Ayrica, gz sagligir lizerinde de koruyucu etkileri vardir; Gozde katarakt gibi

hastaliklarin 6nlenmesinde fayda saglar [41].

Beta karotenin, cilt sagligini iyilestirici etkileri de bulunmaktadir; Giinesin zararhh UV

1isinlarina karsi cildi korur ve cildin genel goriiniimiini iyilestirir [39].

Beta karotenin besin kaynaklar1 arasinda havug, 1spanak, tatl patates, brokoli, kabak

ve kirmizi biber gibi renkli sebzeler yer alir [38].
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Ayrica, baz1 meyveler, 6zellikle mango, papaya ve kayisi da beta karoten agisindan

zengindir [41].

Beta karoten, viicutta A vitaminine doniistiiriilerek kullanilabilir ve bu nedenle A

vitamini eksikligi olan kisiler i¢in 6nemli besin bilesenidir [39].

Yeterli miktarda beta karoten alimi, ¢ocuklarda ve hamile kadinlarda A vitamini

eksikliginin 6nlenmesine yardimet olabilir [40].

Bununla birlikte, beta karoten takviyelerinin uzun siireli ve yiiksek dozlarda kullanima,
sigara kullananlarda akciger kanseri riskini artirabilecegi i¢in dikkatle
degerlendirilmelidir [41].

Beta karotenin viicutta etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in yagda ¢6ziinen bir bilesik
oldugu g6z onilinde bulundurularak, yag iceren yiyeceklerle birlikte tiiketilmesi

oOnerilir [38].

Beta karoten, dengeli ve ¢esitli bir diyetin unsuru olarak, genel sagligin korunmasina

ve kronik hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunur [39].

2.4. Antioksidan Aktivite Metodlari

Son yillarda, antioksidanlar oksidatif stresle baglantili hastaliklarin 6nlenmesindeki
olumlu etkileri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistir. Bu ilgi, tiiketilen besinlerin
antioksidan kapasitelerini kesfetme arzusu ile saglik, beslenme gibi durumlarda
uzmanlarin yani sira halk arasinda da artmustir. Artan bu ilgi, antioksidanlar ve
oksidatif stres iizerine yapilan bilimsel makalelerin sayisinda 6nemli bir artiga neden

olmustur [42].

Yapilan arastirmalar incelendiginde, antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde bir¢cok
terimlerin kullanildig1 goriilmektedir. Bu terimler arasinda toplam antioksidan

“kapasite, giic, aktivite’” gibi ifadeler bulunmaktadir.

Tek bir analiz yonteminin kullanimi, bu yontem belirli kosullara bagli olarak belirli
reaksiyonlar vereceginden, reaksiyonlarin genel olarak “toplam antioksidan aktivitesi”
seklinde genelleme yapmak gercegi yansitict sonuglara neden olabilir. Bunun yerine,
stiperoksit giderici aktivite veya demir iyonu indirgeme kapasitesi gibi belirli
terimlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Eger farkli yontemlerle elde edilen

sonuglar uyumlu ise, genel bir "antioksidan aktivitesi" yorumu yapilabilir [43].
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Tayin metotlar1 bu sekilde incelenebilir;

e Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak fenolik bilesiklerin toplam miktarimin

tespiti.

e CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity) testi ile bakir (II)

iyonlarinin indirgenme kapasitesinin belirlenmesi.

e Trolox esdegerligi kullanilarak maddelerin antioksidan kapasitesinin

degerlendirilmesi.

e DPPH yontemi kullanilarak numunelerin toplam antioksidan potansiyelinin

belirlenmesi.

e FRAP testi ile maddelerin ferrik (Fe**) iyonlarini indirgeme kapasitesinin

Olclilmesi.

Bitkilerdeki antioksidan maddelerin molekiiler farkliliklari, antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi i¢in kullanilan yoOntemlerin sonuglari arasinda tutarlilik olmasim
engelleyebilir. Tek metotla c¢alismak, antioksidan kapasitesini tam olarak

yansitmayabilir.

Bitkilerin antioksidan aktiviteleri, uygulanacak yonteme biiylik olgiide baghdir ve
bitki 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlari ile antioksidan aktiviteleri her zaman
birbiriyle tamamen uyumlu olmayabilir. “Bu sebeple, daha dogru sonuglara

ulagabilmek i¢in birden fazla yontem kullanilmalidir [44, 45, 46].

24.1. DPPH yontemi kullanilarak numunelerin toplam antioksidan
potansiyelinin tayini

Antioksidanlarin serbest radikallerini giderme belirlemek i¢in giivenilirligi fazla olan
DPPH (1,1-difenil-2—pikrilhidrazil) kullanilarak numunelerin toplam antioksidan

potansiyelinin belirlenmesi metodudur.

Ticari olarak mevcut olan DPPH, kararli yapida bir azot radikali ve sabit

radikallerdendir.

Fenolik yapiya sahip antioksidan bilesiklerin aktivitelerine bakmak amaciyla
kullanilan sentetik antioksidanlardan biridir. Etil alkoldeki DPPH ¢6zeltisi mor renkte
olup, 517 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilir. Antioksidanlarin DPPH c¢ozeltisine ilave

edilmesi ile antioksidanlar bilesiklerle indirgenir ve ¢6zeltinin rengi sariya doner. Bu
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nedenle, reaksiyonun ilerlemesi spektrofotometre ile takip edilir. DPPH"In renginin

degismesi, antioksidan konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir. [12].
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Sekil 2.1. DPPH ile antioksidan madde arasindaki reaksiyon"

DPPH Testinin Artilar1 ve Eksileri
DPPH yontemi teknik olarak basit olsa da bazi sakincalar1 bulunur.

Cogu antioksidan, peroksil radikalleri ile hizli reaksiyona girerken, DPPH ile olan

reaksiyonlar1 daha yavas gerceklesir

Ornegin, C vitamini(askorbik asit) ile tepkime siiresi 1,15 dakika, rutin ile ise 103

dakika surmektedir.

Bu durum, antioksidan etkinligin tam olarak yansitilamadig1 izlenimini olusturabilir.
Ayrica, DPPH ile antioksidan maddeler arasindaki reaksiyon hizi DPPH
konsantrasyonu ile her zaman dogrusal bir iliski gdstermemektedir. Bu nedenle,

antioksidan aktivitelerin degerlendirilmesinde diger yontemlerle de desteklenmesi
saglanabilir. [12].[47]

2.4.2. CUPRAC -Bakir (II) iyonunu indirgeme 6zelligine sahip antioksidan tayini
"Apak ve ¢alisma arkadaslarinin kullandigi bu yontem, Neokuproin-Nc (2,9-dimetil-
1,10 fenantrolin) ile Cu (II) arasindaki bakir (II) neokuproin kompleksinin (Cu(Il)-
Nc), 450 nm'de maksimum absorbans gosteren bakir(I) neokuproin [Cu(I)Nc] selatina

indirgenme kapasitesini kullanarak antioksidan kapasitenin hesaplanmasini saglar
[48].

Cikan sonuglara gore, Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC-CUPRAC) olarak
ifade edilir.
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Bu yontem daha sonra, bitki ekstraktlar1 ve insan serumunda toplam antioksidan
kapasitenin ~ Olglilmesi amaciyla kuprik iyonu indirgeme potansiyelinin
degerlendirilmesiyle gelistirilmis ve bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
(CUPRAC) olarak isimlendirilmistir. Yeni gelistirilen CUPRAC metodunda,
kullanilan neokuproin Cu (II) kloriir ile antioksidan polifenoller arasindaki reaksiyon

su sekilde gerceklesir:"
2n Cu(Nc)2 " + Ar(OH)o__,, 2n Cu(Nc)2™ + Ar(O)n +2n H* (2.1)
Denklem:neokuproin cu(11) kloriir ile antioksidan polifenoller arsindaki reaksiyon

"Bu reaksiyonda, Ar(O)n, fenolik yapidaki antioksidan maddeden tiireyen kinon
yapisin1 temsil eder. Reaksiyon sonucunda iki proton agiga ¢ikar ve Ar(OH)n
yapisindaki hidroksil grubu kinon formuna déniisiir. Cu (IT)-Nc, 450 nm'de maksimum
absorbans gdsteren belirgin bir renk degisimiyle Cu (I)-Nc selatina indirgenir. Bu
stirecte, -OH grubu i¢eren antioksidan bilesikler 2n-elektron kaynagi olarak islev goriir
[49]."

2.4.3. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde tayini
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), toplam fenolik madde tayininde yaygin olarak
kullanilan bir kimyasaldir. Bu yontem, fenolik bilesiklerin oksidasyonuna dayanir ve

mavi renkli bir kompleksin olusumu ile sonuglanir [50].

[k olarak, numune uygun bir ¢dziicii ile ekstrakte edilir ve filtre edilir. Daha sonra,
belirli bir hacimde numune alinarak Folin-Ciocalteu reaktifi ile karistirilir. Karigima,
alkalin bir ortam saglamak i¢in sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenir. Olusan mavi renkli
kompleksin yogunlugu, bir spektrofotometre kullanilarak 750 nm dalga boyunda

sleiiliir [51].

Elde edilen absorbans degeri, bir standart egri kullanilarak toplam fenolik igerik olarak
hesaplanir. Genellikle, galik asit standart madde olarak kullanilir ve sonuclar galik asit
esdegeri (GAE) cinsinden ifade edilir. Bu yontem, meyve, sebze, ¢ay ve sarap gibi
birgok gida ve bitki 6rneginde fenolik madde miktarinin belirlenmesinde yaygin olarak
uygulanmaktadir. FCR yontemi, basit, hizl1 ve giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle

tercih edilmektedir [52].
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2.5. Metallerin Bitkilerdeki Onemi ve Etkisi

Bitkilerin hayatta kalabilmesi ve gelisebilmesi i¢in belirli elementler gereklidir. Bu
elementlere “bitki besin elementleri” denilmektedir. Dogal ortamlarinda bitkiler,
karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), fosfor (P), potasyum (K), kiikiirt (S),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe), ¢inko (Zn), manganez (Mn), bakir (Cu),
bor (B), klor (Cl) ve molibden (Mo) gibi 16 temel elementi ihtiya¢ duyar. Bunun yani
sira, kobalt (Co), aliiminyum (Al), sodyum (Na), silisyum (Si), nikel (Ni) ve vanadyum
(V) gibi baz1 elementler, yalnizca belirli bitkiler veya siire¢ler i¢in yararl olarak kabul
edilir. Ancak, ¢evrede bulunan diger elementler de bitkilerin biinyesine, yarayish
formda olduklarinda pasif yollarla girebilir. Bu durum, o6zellikle agir metallerin
bitkiler tarafindan alinmasini ve dolayisiyla besin zincirine dahil olmalarim
kolaylastirir. Bu elementler bitkiler, hayvanlar ve insanlar tizerinde toksik etkiler
yaratabilir. Agir metallerin bitki biinyesine girisi ve akabinde insan ve hayvan sagligi

tizerindeki etkileri, ekosistemin dengesini tehdit eder hale gelmistir [53].

Agir metaller dogada iki ana kaynaktan gelir: dogal ve insan kaynakli. Dogal
kaynaklar arasinda volkanik patlamalar, depremler ve erozyon gibi olaylar sayilabilir.
Buna karsin, endiistriyel faaliyetler, tarim, ulasim ve kentlesme gibi insan faaliyetleri
agir metal kirliliginde biiyiik rol oynar. Endiistriyel atiklar, komiir yakilmas1 ve metal
{iretimi, agir metal emisyonlarini artiran baslica insan kaynakli faktérlerdir. Ozellikle
sanayi bolgelerinde ve yogun trafik alanlarinda agir metal birikimi ciddi boyutlara
ulagsmistir. Bu metaller, hava, su ve toprak yoluyla ¢evreye yayilabilir ve bitkilerin
blinyesine girebilir. Bitkiler bu metalleri alarak hem kendileri izerinde olumsuz etkiler
yaratabilir hem de bu metaller besin zincirine taginarak insan ve hayvan sagligini tehdit
edebilir. Ornegin, kursun (Pb) insan faaliyetleri ile gevreye en yaygin sekilde yayilan
ilk metal olarak bilinir. Bu metal, atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan

her durumda toksik 6zellik gosterir ve gevresel kirlilik yaratir [54].

Agir metaller bitkilerin temel fizyolojik fonksiyonlarini olumsuz etkiler. Kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), krom (Cr), nikel (Ni) ve civa (Hg) gibi metaller, diisiik
konsantrasyonlarda bile toksik olabilir. Ornegin, kadmiyum fotosentezi inhibe
edebilir, su kullanimi ve bitki biiylimesini olumsuz etkileyebilir. Ayrica, bakir (Cu)
bitki enzimlerinin yapisal ve islevsel bileseni olup, eksikligi durumunda bitkilerde
bliylime ve gelisme sorunlarina yol agabilir. Bununla birlikte, fazla miktarda bakir

bitki dokularinda biriktiginde zehirleyici olabilir ve koklerde bozulmaya neden
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olabilir. Cinko (Zn), bitki metabolizmasi i¢in hayati 6nem tagir. Karbonhidrat, protein
ve RNA sentezinde gorev alir. Cinko eksikligi, bitkilerde klorozis (yaprak sararmasi)
ve gelisim geriligine neden olabilir. Ancak, ¢inko fazlaligi da toksik olabilir ve
bitkilerde biiylimeyi yavaslatabilir. Nikel (Ni), baz1 bitkiler i¢in gerekli bir mikrobesin
elementi olarak kabul edilir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksisite gosterebilir ve

kanserojen etkiler yaratabilir [55], [56].

Toprakta bulunan agir metallerin biyoyararliligi, pH, organik madde miktar1 ve diger
kimyasal bilesiklerin varligina baghdir. Agir metaller, topragin pH'sindaki
degisiklikler, organik madde ve gilibre yoOnetimi, uygun bitki secimi ve
fitoremediasyon (bitkilerin toksik elementleri emme yeteneklerinin kullanilmasi) gibi
agronomik uygulamalarla kontrol edilebilir. Ozellikle toprak pH'sinin ayarlanmasi ve
kire¢ kullanimi, agir metallerin hareketliligini azaltabilir ve bitkiler tarafindan

alinmasini 6nleyebilir [57].

Agir metallerin bitkiler araciligtyla besin zincirine dahil olmasi, insan saglig1 iizerinde
de olumsuz etkiler yaratir. Kadmiyum, bobrek hasarina, kursun ise sinir sistemi
bozukluklarina yol agabilir. Civa, 6zellikle metilciva formunda, sinir sistemi iizerinde
ciddi toksik etkilere sahip olabilir. Bu nedenle, ¢evre kirliliginin kontrol altina

alinmasi, hem bitki hem de insan saglig1 i¢in kritik 6neme sahiptir. [58]

2.6. Roka (Eruca sativa)

Roka (Eruca sativa), Akdeniz bitkisi olarak da bilinen “Brassicaceae” familyasina
dahil, tek yillik bitkidir. Roka yesil renkli yapraklara ve dik govdeli bir yapiya sahiptir.
Bitkinin meyveleri 12-34 mm boyunda ince ve dardir. Tohumlar1 kiigiiktiir.Cigekleri
ise 2-4 cm boyundadir.Roka yapraklar1 (Eruca sativa) aromatik, baharli ve hafif
hardalims: tada sahiptir. Yunan ve Islam tibbinda, &zellikle mikrop oldiiriicii ve
yangilart Onleyici Ozellikleriyle taninir. Roka bitkisi biiylik oranda A K ve C
vitaminleriyle beraber zengin mineral ve antioksidan molekiiller icerdiginden, bir¢cok
hastaliklara karsida korunmada yardimci olabilmektedir.[59] G6z enfeksiyonlari, gece
korliig, iskorbiit hastaliklar: ayni zamanda istah agici, sindirimi kolaylastirici, mideyi
giiclendirici ve hazimsizlig giderici olarakta etkili oldugu bilinmektedir [60]. Ayrica,
roka yapraklarinda bulunan fenolik bilesikler ve glukozinolatlar, antioksidan,

antimikrobiyal ve antiinflamatuvar 6zellikler sergiler [61]. Bu nedenle, roka hem besin
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degeri hem de sagliga olan faydalari nedeniyle bilimsel arastirmalarin odak noktasi

olmaktadir.

Sekil 2.2. Roka bitkisi (Eruca sativa )

2.7. Literatiir Taramasi

Roka bitkisi tizerine yapilan ¢alismalar, bitkinin besin degeri ve sagliga olan faydalari

tizerine yogunlagmistir.

Ornegin;Roka yapraklarmin bol miktarda C vitamini icermesi nedeniyle antioksidan

kapasitesinin yiiksek oldugunu belirtmistir [62].

Literatiirde yapilan arastirmalarda, roka bitkisinin yiiksek oranlarda antioksidan

aktivite gosterdigi belirtilmektedir [63], [64].

2018’de Bulgaristan’da yapilan bir ¢alismada iki farkli iilkeden elde edilen rokanin
(Italian E. sativa, Bulgarian E. sativa) antioksidan degerleri kiyaslanmistir. Buna gore
Italyan rokanin toplam fenolik igerigin daha yiiksek olmasina ragmen analiz sonuglar1
karsilastirildiginda {i¢ analizle test edilen antioksidan aktivitenin daha diisiik ¢iktig1
goriilmiistiir. Roka bitkilerinde yiiksek antioksidan etki DPPH ve FRAP yontemleriyle
de gosterilmistir. Bunun nedeni fenolik bilesiklerin her bir yontemde farkli antioksidan
aktiviteye sahip olmasindan kaynaklandigini ongdriilmiistiir. CUPRAC degerlerine
baktigimizda antioksidan aktivitesinin degerlerinin yaklasik olarak benzer oldugu
gbézlemlenmistir [63]. Yaptigimiz caligmada da elde edilen sonuglar, literatiirdeki

caligmalarla paralellik gostermektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkinin Yetistirilmesi

Roka bitki tohumlar1 Sakarya’da bulunan Oncii tohumdan temin edildi. Bir miktar
toprak korucuk mahallesinin ¢evresinden bir miktarda marketten toprak alinarak
karistirildi daha sonra saksilara ekildi. Roka bitkisi (Eruca sativa) bitkisi saksilara
ekildi. Roka bitkisi (Eruca sativa) farkli konsantrasyonlardaki metallerle yetistirildi.2
ay sonra yeterli biiylikliige gelen yapraklar toplandi (Sekil 3.1). Toplanan bitkisel
materyal, 45 °C sicaklikta etiivde kurutuldu. Daha sonra dograyici toz haline getirildi.
Bitki ile ¢6ziicii oran1 1:20 olarak ayarlanarak, etanol ¢oziicii olarak kullanildi. Bu
karisim 8 saat boyunca 250 rpm'de ¢alkantili su banyosunda ekstrakte edildi. Belirli
bir siirenin sonunda, ¢6zelti Whatman siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii. Siiziintiiler,
50 °C'de bir evaporatorde ¢oziiciileri ugurularak islendi ve kalan katt madde tartilip
stok ¢ozeltiler olusturuldu. Hazirlanan stok ¢ozeltiler, 5000 rpm hizinda 15 dakika

santrifiij edilerek ¢okeltilerinden ayrild1 ve ardindan buzdolabinda muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Ekilen rokalar



3.2. Kimyasal Materyaller

Uygulamada kullandigimiz kimyasal maddeler yiiksek saflikta bulunmaktadir. Su
kaynaklari, distile edilerek elde edilmistir. 3,4,5-trihidroksibenzoik asit (GA) ve
3,3',4',5,7-pentahidroksiflavanon (QE), Sigma-Aldrich Kimya Sirketi'nden temin

edilmistir.

Etanol, etil asetat, metanol, asetik asit, aseton, gibi diger ¢oziiciiler ise Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan tedarik edildi. Folin-Ciocalteu fenol reaktifi ve

sodyum karbonat dahil diger kimyasallar da ayn1 firmadan temin edilmistir.

3.3. Kullanilan Aletler

Analizlerde kullanilan ekipmanlar arasinda Shimatzu kayit spektrofotometresi,
RUCHI Rotavapor ve B-114 RUCHI Su Banyosu B-480 buharlastirici, yiiksek
hassasiyetli terazi (AND GR-200), Argelik marka sogutucu, karistiricilar (vorteks)
(Vortex 2 GENIE ve SHAKER QL861), blendir, pH metre, santrifiij cihazlari,

otomatik pipetler, etiiv ve Bandelin Sonorex ultrasonik banyo."

3.4. Kullanilan Ana Cozelti Hazirlama Siireci

3.4.1. Fenolik madde tayini icin hazirlanan ¢ozeltiler
Yiizde 20'lik sodyum karbonat ¢ozeltisi: 20 gram sodyum karbonat, 100 ml saf su
igerisinde ¢6ziilme islemi uygulandi. Yiizde 10'luk FCR’nin hazirlanmasi: 10 ml

Folin-Ciocalteu reaktifi, 100 ml distile suda ¢oziildii.

3.4.2. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi i¢cin kullanilan soliisyonlar
0.1 milimolar DPPH ¢b6zeltisi hazirlamak i¢in, 4 mg DPPH tartilip 100 ml etanol

igerisinde ¢oziildii.

3.4.3. Bakir (1) iyonlarinin indirgenmesi ile antioksidan kapasite tayini i¢in
kullanilan ¢o6zeltiler

"0.01 M CuClz gozeltisi hazirlamak igin, 67,25 mg CuClz alinarak 50 ml distile suda
¢ozllmiistiir. 7,5x10-3 M etanolik neokuprin ¢ozeltisi elde etmek amaciyla, 78 mg
Neokuprin tartilarak 50 ml etanolde ¢Oziilmistir. pH 6,5 olacak sekilde 1 M
CH3COONHj4 tampon ¢6zeltisi hazirlamak igin, 7,7 g CH3COONHs alinmis ve 80 ml
saf suda ¢Oziilmiistiir. pH degeri pH-metresi ile 6,5’¢ ayarlandiktan sonra, toplam

hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.
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3.5. Uygulanan Yontemler ve Kalibrasyon Grafikleri

3.5.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini
Bitki oziitleri ve standart maddelerin serbest radikal giderme aktiviteleri, DPPH

serbest radikali kullanilarak tespit edilmistir. Kullanilan yontem, modifiye edilmistir.
Troloks ve BHT standart yontem olarak tercih edildi.

Numuneler, 100, 200, 300, 500, 700 ug arasinda 5 farkli konsantrasyonlarda 1 ml
ornekler, tizerine 4 ml DPPH ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. Kontrol olarak 1 ml etil
alkol kullanildi, blank olarak ise etanol kullanildi.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon yapildiktan sonra, absorbans degerleri 517
nm'de 6l¢iildii. Orneklerin absorbans sonuglari kontrol grubuyla karsilastirilarak analiz
edildi. Konsantrasyon arttik¢a absorbansin azalmasi beklenmekteydi, ¢iinkii diisen
absorbans, kalan DPPH ¢6zeltisi miktarini, yani serbest radikal giderme aktivitesini
gostermekteydi. Serbest radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi:"

Axontrol — Adrmek

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = x 100 (2.2)
Akontrol
Akontrol  kontroliin absorbans degeri  Agmer  Ornek absorbans degeridir.

Denklem 1: Serbest radikal giderme aktivitesi formiilii

3.5.2. Bakir (Il) iyonu indirgeme yontemi ile antioksidan kapasite ol¢iimii
(CUPRAC)"

Giiclii ve ark. (2006) tarafindan gerceklestirilen Bakir (II) Iyonu Indirgeme
Yontemiyle Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC) galismasinda, her biri 1 ml olan
0,01 M CuCly, 7,5x10-3 M neokuproin ve pH 7'de 1 M amonyum asetat tamponu
¢ozeltileri kullanilmistir. Uzerine, son hacim 4.1 ml olacak sekilde, 600 uL ekstre
cozeltisi ve 500 pL ekstre ¢ozgeni eklenmis ve iyice karistirilmistir. Kapali tiipler, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 450 nm'de absorbans Olgiimleri
yapilmustir. Troloks, BHT ve C vitamini standart olarak kullanilmistir [65].

"Troloks standardi i¢in belirlenen grafigin egimi ile Orneklerin grafikleri

karsilastirilarak, CUPRAC aktivitesi TEACCUPRAC olarak ifade edilmistir."
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Sekil 3.2. Troloks standardinin kalibrasyon egrisi

3.5.3. Folin yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak ekstraktlardaki toplam fenol miktar
belirlenmistir [66]. Yontem, modifiye edilerek uygulanmistir. Etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin ¢ozeltileri metanol ile, etanol ve aseton ekstraktlarinin ¢ozeltileri ise
etanol ile hazirlanmistir. Standart egri i¢in gallik asit standardi kullanilmistir. Gallik
asit ¢ozeltileri ultra saf suda hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda (100,200,300
mg/mL) gallik asit ¢ozeltileri hazirlanmis ve 750 nm'de absorbans degerleri y-
ekseninde, konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gosterilerek bir standart egri
olusturulmustur. Elde edilen standart egride absorbansin konsantrasyon ile dogru
orantili oldugu belirlenmis ve bu iliski y=2.7331x+0.0161 olarak ifade edilmistir. Bu
standart egriye gore bitki ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktar1 mg gallik
asit / g ekstre olarak hesaplanmustir.

Ornekler igin 0.5 ml ekstrakt, 2.5 ml %10'luk (h/h) suda Folin-Ciocalteu reaktifi ve 7.5
ml %20'lik (a/h) suda sodyum karbonat ¢ozeltisi deney tiipiine eklenmis ve karisim 2
saat 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ayni islem gallik asit i¢in de yapilmistir.
Siire sonunda, numune ve standart coOzeltilerin absorbanslart 750 nm'de UV
Spektrofotometresi ile Ol¢iilmiistiir. Kontrol olarak, bitki numunesi yerine her bir
¢Oziiciiniin kendi blank ¢ozeltileri kullanilmistir. Analizler her bir deneme igin {i¢

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

22



4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan ¢alismalarda antioksidan etkisi bulunan bitkiler iizerine pek ¢ok ¢alisma
yapilmis ve bu ¢aligmalara da yenileri eklenmektedir. Bitkiler flavonoit, karotenoid ve
fenolik bilesik bakimindan olduk¢a zengin olmasi ¢alismalar1 da beraberinde

getirmektedir.

Besinlerin oksidatif stres karsitt aktiviteleri ve serbest radikal temizleyici
bilesenlerinin profili, tip ve diyetisyenlerin yam1 sira saglik ve biyokimya

arastirmacilarinin da calismalarina katilmistir.

Besinlerin, o6zellikle bitkisel 6gelerin genis ¢esitliligi nedeniyle her bir oksidasyon
Onleyici bilesigin tanimlanmasi, ayrilmast ve belirlenmesi maliyetli ve zordur. Bu
durum, toplam oksidan giderici etkinligi 6lgen yontemlerin dnemini artirmaktadir.
Ancak, cok az sayida kimyasal reaksiyona dayali toplam oksidan giderici etkinlik
tayini, ger¢ek¢i yansitmayabilir Ve gecersiz sonuglara yol agabilir. Bu sebeple, toplam
antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla farkli yontemler tasarlanmigtir. Metotlar
arasinda biiyiik farkliliklar vardir ve bu konuda c¢ok sayida yayin ve gelistirilmis

yontem olmasina ragmen, bir goriis birligine ulagilamamistir.

4.1. DPPH Radikal indirgeme Aktivitesi Sonuglar

Bitki 6ziitlerinin DPPH serbest radikal temizleme etkinligi, 100, 200, 300, 500 ve 700
ug/ml  konsantrasyonlarinda  Ol¢lilmistiir.  “Standart olarak troloksa gore
karsilastiriarak yapildi. En yiiksek DPPH giderim aktivitesi 700 pg/ml konsantrasyon
ile Na*(15) de %34,64 olarak bulunmustur. Genel olarak metal ilavesi ile DPPH

giderim aktivitesi kontrole oranla arttig1 belirlenmistir.



Tablo 4.1. DPPH giderim aktivitesi sonucu % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Pb*? (15) Pb*2 (50) Nal* (15) Nal* (50) Kontrol Askorbik
(ng/ml) asit

100 3,60+0,09 542+0,16  9,25+0,33  8,12+0,24  10,73+0,23 21,23+0,01
200 7,56+0,16  6,67+0,31 13,34+0,16  9,32+0,033 12,43+0,24 25,56+0,02
300 14,75¢0,04 10,77+0,34 19,44+0,12 11,08+0,11 14,66+0,33 30,52+0,04
500 19,784+0,14 15,78+0,20 25,45+0,13 16,89+0,15 17,56+0,03 34,36+0,01
700 27,1+£0,21  24,16+£0,22 34,64+0,31 23,10+0,18 19,83+0,08 36,45+0,01

Tablo 4.2. DPPH giderim aktivitesi sonucu % inhibisyon degerleri

Konsantra Co0*?15 Co0%250 Fe*® 15 Fet*50 Zn*?15 Zn*250 Cd*15 Cd*50
syon
(ng/ml)
100 5,02+0, 8,99+0,2 4,63+0,0 5,670, 7,90+0, 8,56+0. 5,25+0, 6,98+0,
08 1 32 23 01 11 24 04
200 5,1£0,0  10,13+0, 7,45+0,1 8,760, 11,23+ 9,65+0, 6,230, 7,89+0,
1 03 6 25 0,04 35 21 001
300 5,35+0, 14,39+0, 12,49+0, 14,41+ 14,54+ 15,41+ 10,42+ 14,88+
04 034 013 0,31 0,09 0,89 0,13 0,01
500 743%0, 16,56+0, 18,340, 19,98+ 18,65+ 1921+ 13,43+ 1891+
12 021 012 0,15 0,08 0,31 0,12 0,12
700 12,63+ 21,59+0, 23,9140, 26,14+ 27,55+ 27,93+ 19,88+ 31,67+
0,20 22 18 0,15 0,07 0,32 0,15 0,21
DPPH % iNHIBISYON GRAFIiGi
40 -
35 A
30 A
c 25 4
[e]
2
2 220
2 &
£ 15 4
NS
10 A
-l B R A
o 4

NN SN LI SN SN -
AN A TG R AR SN
E Sl G g & @ A AL (,6 (Jb %\@{o
v‘:)
m100 ®200 ®W300 ®W500 m700

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.1. DPPH % Inhibisyon grafigi
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4.2. Bakir (II) iyonlarinin Indirgenmesi ile Antioksidan Kapasitesinin Olciim
Sonuclar1 (CUPRAC)"

"CUPRAC yontemi kullanilarak analiz edilen 6rnek 6ziitleri ve standart oksidatif stres
karsit1 bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans grafikleri

olusturuldu ve bu grafiklerin egim degerleri karsilastirildi."

Standart ayira¢ ve dogru denklemleri tablo gosterildi.

Tablo 4.3. CUPRAC sonucu numunelerin TEACcurrac (TEAC, uM TE/g dw)

degerleri
Numuneler Egim TEACcurrAC
Askorbik asit 14,627 0,929
Askorbik Asit
Troloks 15,733 1
Troloks
Pb?* 15 3141 19,96
Pb?* 50 304,72 19,36
NaCl* 15 504,11 32,0415
NaCl* 50 430,3 27,3501
Fe*? 15 99,102 6,29
Fe*3 50 338,3 21,502
Co*?15 174,96 11,1205
Co*™2 50 239,58 15,2278
Cd*2 15 0,327 0,0207
Cd*2 50 0,4846 0,0308
Zn*? 15 42423 26,9643
Zn*? 50 434,32 27,4785
Kontrol 157,57 10,015
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Sekil 4.2. CUPRAC tayini i¢in inkiibasyon sonucu numuneler

CUPRAC yontemi sonuglarina goére, metallerle muamele edilen roka bitkilerinin
TEACCUPRAC degerlerinde onemli artiglar gdzlemlenmistir. Ozellikle Zn*? ve
NaCl* iyonlar1 ile muamele edilen bitkiler, en yiiksek antioksidan kapasite degerlerine
ulasmistir. Bu sonuglar, metal iyonlarmin roka bitkisinin antioksidan kapasitesini
artirmada etkili oldugunu ve farkli metallerin bu etkiyi farkli derecelerde gosterdigini

ortaya koymaktadir.

4.3. Folin Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuclar:

Folin-Ciocalteu reaktifi ile gergeklestirilen toplam fenolik bilesik Glglimlerinde en
yaygin olarak kullanilan referans madde gallik asittir.Elde ettigimiz standart ¢alisma
grafigi tablo da gosterilmistir. Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogru
denklemi; y=2,7331x + 0,0161 degerindedir.

1,6

y =2,7331x +0,0161
R?=0,9962

Ll o
[ VRN

o
0

0,6

Absorbans(750 nm)

0,4

0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Gallik asit konsantrasyonu mg/ml

Sekil 4.3. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan gallik asitin
kalibrasyon egrisi
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Tablo 5.4.’de bu kalibrasyon denklemi kullanilarak bitki ekstraktlarindaki toplam
fenolik madde tayini gallik asite es deger olarak mg fenolik madde/gram ekstre

seklinde hesaplanmis sonuglar1 verilmektedir.

Tablo 4.4. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar1 (Fenolik madde miktar1: gallik
asite esdeger olup birimi mg fenolik madde / gram ekstre olarak ifade
edildi. Sonuglar 3 paralel testin ortalamasi olup, standart sapma degerleri
g0z Oniine alindi.)

Pb?* 15 11,02
Ph?* 50 13,46
NaCl* 15 13,58
NaCIl* 50 12,92
Fe*? 15 9,05
Fe™ 50 4,75
Co™15 15,19
Co*250 18,40
Cd*215 4,86
Cd*250 13,30
Zn*215 9,64
Zn*250 13,96
Kontrol 6,02

Toplam fenolik madde miktari en yiiksek Co*2 50 degerinde yetistirilen roka bitkisinde
gdzlenmistir. Ikinci sirada ise Zn*? 50 degerinde ve Fe*3 50 de ise en diisiik deger

tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, Roka bitkisinin (Eruca sativa) farkli konsantrasyondaki metallerle
yetistirilerek antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bu amagla roka tohumlari iki farkli
konsantrasyonunda hazirlanmis metal ¢ozeltileri ve kontrol olarak da sadece su ilave

edilerek yetistirilmistir.

Metal ¢ozeltiler Pb*2 15 ve 50 mg/L ,Na* 15 ve 50 mg/L, Zn*? ve 50 mg/L,Fe*® 15 ve
50 mg/L, Co*?15 ve 50 mg/L,Cd"? 15 ve 50 mg/L, konsantrasyonlarda suda
hazirlanmistir. Yeterli biiyiiklige ulasan bitki hasat edilerek kurutulmus ve etanol
cozicisl ile ekstrakte edilerek oksidatif stres karsiti etkinlik, DPPH (1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil radikali) serbest radikal temizleme etkinligi ve CUPRAC (Bakir (II)
iyonu indirgeme kapasitesi) metotlar1 kullanilarak tespit edilmistir.Ayrica toplam
fenolik madde igerikleri ve fenolik madde profilleri ortaya konularak antioksidan

aktiviteleri belirlenmistir.

Sonuglar incelendigin de DPPH inhibisyon degeri ile CUPRAC analiz sonuglar 700
ng/ml konsantrasyonunda incelendiginde metalsiz kontrole oranla 15 ve 50 mg/L Pb*?,
Cd*™, Co'?, Fe*’, Zn™, Na' metali konsantrasyonunda degerlerin artti1 tespit

edilmistir.

Farkli metal kastrasyonlar1 kiyaslandiginda ise 15 mg/L metal konsantrasyonlarinin

DPPH ve CUPRAC degerlerinin arttig1 ancak 50 mg/L ise tekrar azaldig1 goriilmiistiir.

Toplam fenolik madde sonuglari incelendiginde en yiiksek degerin Co*? 50 ile
yetistirilen roka bitkisinde oldugu belirlenmistir. Tkinci sirada ise Zn*? 50 degerinde
gdzlemistir. Fe* 50 de ise toplam fenolik madde miktarmin en diisiik degerde oldugu

tespit edilmistir.

Sonuglara gore roka bitkisinin metal ¢ozeltileri ile yetisildiginde antioksidan

aktivitesinin strese bagi olarak arttig1 gézlenmistir.
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