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Ozet: Meyve caylarmn terapdtik ozellikleri igerdikleri polifenolik flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Bir flavoenzim olan
monoamin oksidazi (EC 1.4.3.4, MAO) inhibe eden bilesiklerin, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif rahatsizliklarin
tedavisinde ve ¢esitli norolojik rahatsizliklarda ilag olarak kullanildigi bilinmektedir. Antioksidan 6zellige sahip dogal
bilesiklerin norodejenerasyonda dnemli bir rol oynayan oksidatif stresi azaltarak bu hastaliklar1 dnledigine dair ¢ok sayida
¢alisma vardir. Bu nedenle monoamin oksidaz enzimini inhibe edebilecek ve oksidatif stresi azaltabilecek ¢ift etkili tiriinlerin
bulunmasi ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada Tiirkiye’deki marketlerden satin alinan ¢esitli meyve ¢aylarinin; ferrik
indirgeyici antioksidan gii¢, bakir indirgeyici antioksidan kapasite ve 1,1-difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiiriicii metotlar1 ile
antioksidan aktiviteleri saptanmstir ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Bu cay infiizyonlarinin, MAO enzim
inhibisyonlari florometrik olarak tayin edilmistir. Elde edilen tiim sonuglar poset yesil ¢ay ve siyah ¢ay ile kiyaslanmigtir. Elde
edilen sonuglarda, bitki ¢ay1 drneklerinin antioksidan ve MAO inhibisyon 6zelliklerinin igerdikleri toplam fenolik madde
miktari ile iliskili oldugu gésterilmistir. Nar iceren ¢ay infiizyonlar: daha yiiksek antioksidan aktivite ve fenolik madde igerigine
sahip olup ayn1 zamanda da yiiksek MAO inhibisyonu gostermektedir. Elde edilen sonuglar, kugburnu basta olmak tizere ¢esitli
cay inflizyonlarinda 2-3,5 kat arasinda degisen MAO-B segiciligi bulundugunu da gostermektedir. Fenolik maddelerin MAO
inhibisyonuna sebep oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak yapilan bu ¢aligmada, ¢ay inflizyonlarinin MAO inhibisyon yetenekleri
de oldugu ilk kez ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, CUPRAC, ¢ay infiizyonu, DPPH, FRAP, MAO inhibisyonu.

Determination of Monoamine Oxidase Inhibition and Antioxidant Effects of
Various Herbal Teas

Abstract: The therapeutic properties of fruit teas are due to the polyphenolic flavonoids they contain. Compounds inhibiting
the flavoenzyme monoamine oxidase (EC 1.4.3.4, MAQ) are known to be used as medicines in treatment of neurodegenerative
disorders such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, and in various neurological disorders. There are many studies about
natural compounds with antioxidant properties that prevent such diseases by reducing oxidative stress which plays an important
role in neurodegeneration. It is therefore of particular importance to find double-acting products that can both inhibit
monoamine oxidase and reduce oxidative stress. In this study, antioxidant activities of various fruit teas purchased from markets
in Turkey were determined by ferric-reducing antioxidant power, cupric reducing antioxidant capacity and 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl methods and their total phenolic contents were revealed. MAO enzyme inhibitions of these tea infusions was
determined fluorometrically. The obtained results were compared with green and black tea bag infusions. The results showed
that antioxidant and MAO inhibition properties of fruit tea samples were related to their total amount of phenolic substances
they contained. Pomegranate containing tea infusions had higher antioxidant activity and phenolic content and exhibited high
MAO inhibition. The results also showed that a MAO-B selectivity varying between 2 to 3,5-fold existed in various tea
infusions with the highest value in rose hip tea. MAO inhibition abilities of tea infusions were demonstrated for the first time
in this present study which was based on the fact that phenolic substances are responsible for MAO inhibition.

Keywords: Antioxidant activity, CUPRAC, tea infusion, DPPH, FRAP, MAO inhibition.

Giris

Tibbi ve aromatik bitkiler diinyada ve Tiirkiye’de ve ark. 2010). Son yillarda tilkemizi de i¢ine alan saglikli
onemli bir yere sahiptir. Yapilan caligmalardan elde yagam arayigt ve dogru beslenmeye artan ilgi nedeniyle
edilen bulgular ve yogun reklam kampanyalar1 diinya bitkisel ¢aylarin (infiizyon) kullanimi da yayginlasmistir

genelinde ¢ay tiiketimini artirmis ve ¢ayi, sivi tilketiminde (Naithani ve ark. 2006, Cagind1 ve Otles 2008). Cay
sudan sonra ikinci siraya yerlestirmistir (Piljac-Zegarac tilketiminin, kalp-damar hastaligi, kanser, karaciger
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hastaliklari, artrit, viral ve bakteriyel enfeksiyonlara
yakalanma riskini  dislirdiigiine dair  ¢aligmalar
bulunmaktadir (Von Gadow ve ark. 1997, Naithani ve ark.
2006). Yine ¢aylarda bulunan kuersetin gibi polifenollerin
de UV koruyucu etki gostererek cilt hasarini 6nledigi
bilinmektedir (Piljac-Zegarac ve ark. 2010).

Bitkisel ¢aylarin; A, Bs, C, E vitaminleri, koenzim
Q10, karotenoidler, selenyum, ¢inko, polifenoller ve diger
serbest radikal siipiriiciiler agisindan zengin oldugu ¢ok
sayida aragtirmada yer almaktadir (Atoui ve ark. 2005,
Piljac-Zegarac ve ark. 2010). Flavonoidler, flavanoller,
flavonoller, izoflavonlar, fenolik asitler, glikozidler,
aglikonlar bilinen 6nemli polifenoller arasindadir. Daha
diisiik toksisiteye sahip olmalari ve bilinen sentetik
antioksidanlardan daha yiiksek antioksidatif etki
gostermeleri nedeniyle, gida ve ilag endiistrilerinde genis
uygulama alani bulmaktadirlar (Naithani ve ark. 2006, Xi
ve ark. 2009).

Bu  infiizyonlar  igerisinde  bulunan  dogal
antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin zararlh etkisine
kars1 korurlar. Bu serbest radikaller endojen (solunum
zinciri sirasinda, oksidatif enzimler ya da fagositik
hiicreler yoluyla) ya da eksojen (hava kirliligi, sigara
tilketimi ve ¢esitli toksinler) olarak meydana gelebilirler
(Naithani ve ark. 2006). Polifenollerin antioksidan
aktiviteleri indirgeyici ajan, hidrojen vericisi ve singlet
oksijeni yakalayicisi gibi davranmalarini saglayan redoks
ozelliklerinden ileri gelmektedir. Organizmada agiga
¢ikan reaktif oksijen tiirleri membran, niikleik asit, protein
ve lipit yapilarina zarar vererek iskemi, katarakt, kanser,
gut, yaslanma, diyabet, demans, renal toksisite, kalp ve
ndrolojik hastaliklar gibi ¢ok sayida patolojik durumun
olusmasina sebep olurlar (Atoui ve ark. 2005, Lo ve
Cheung 2005, Naithani ve ark. 2006). Antioksidanlar,
ozellikle lipitlerin ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
oksidasyonunu Onleyerek oksidatif stresi de azaltirlar.
Tiim bu 6zelliklerinden dolay: antioksidanlarin, kalp ve
damar hastaliklarin1 ve kanser risklerini azalttiklari,
Alzheimer hastaligi  gibi  ¢esitli  norodejeneratif
hastaliklarin baslangicint geciktirdikleri gosterilmistir
(Fang ve ark. 2002, Atoui ve ark. 2005, Moraes-de-Souza
ve ark. 2008).

Monoamin oksidaz (MAO; EC 1.4.3.4), farkli
hiicrelerin mitokondri dis membraninda bulunan, flavin
adenozin diniikleotid iceren bir flavoenzimdir. Onemli
norotransmiterlerin  oksidasyonunda ve hiicre i¢i
konsantrasyonunun  diizenlenmesinde  rol  oynar
(Abdelhafez ve ark. 2013). MAO’nun, anahtar
konumundaki ndrotransmiterlerin metabolizmasinda yer
almasi, bu enzimi ndrolojik bozukluklarin tedavisinde
farmakolojik miidahale icin 6nemli bir hedef haline
getirmistir (Van den Berg ve ark. 2007). MAO, farkl: ii¢
boyutlu yap1, substrat ve inhibitér secim 6zellikleri ile
birbirinden ayrilan ve MAO-A ve —B olarak adlandirilan
iki izoenzim halinde bulunur. Spesifik MAO enzim
inhibitorleri, norodejeneratif rahatsizliklarin tedavisinde
ve ¢esitli norolojik rahatsizliklarda ilag olarak
kullanilabilirler. Norodejeneratif rahatsizliklar gelismis

B. Yiice-Dursun

iilkelerdeki en Onemli Ttglincli saglik sorunudur ve
Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 en sik Karsilagilan
ndrodejeneratif rahatsizliklardir. MAO-A inhibitorleri
depresyon ve anksiyete tedavisinde kullanim alan
bulurken MAO-B inhibitorleri Parkinson ve Alzheimer
hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilirler (Shi ve ark.
2010). Bu  bilgiler 1s1ginda, meyve ¢aylarinin
norodejeneratif hastaliklar tizerindeki etkilerini anlamak
icin MAO enzimi {izerindeki inhibisyon etkileri de
arastirma konusu olarak se¢ilmistir.

Meyve ¢aylarimin, 6zellikle kirmizi meyve ¢aylarmin
popiilerligi tilkemizde de giin gectik¢e artmaktadir. Bu
caylarin igerigine bakildiginda; kurutulmus meyveler,
meyve kabuklari, yapraklar gibi farkli bitki kisimlarimi da
icerdikleri goriilir (Emekli-Alturfan ve ark. 2009).
Hazirlanmasi kolay ve pratik oldugu igin poset caylar,
evlerde ve igyerlerinde demleme g¢aylara tercih
edilmektedir. Birgok markanin meyve ve kirmizi meyve
poset caylari marketlerde ve aktarlarda cesitli isimler
altinda, antioksidan 6zelligi vurgulanarak satilmaktadir.
Meyvelerin toplam antioksidan aktiviteleri ve toplam
fenolik madde (TFM) miktarlar: ile ilgili ¢ok sayida
calisma bulunmasina ragmen, poset meyve caylarinin,
ozellikle de poset kirmizi meyve caylarinin antioksidan
aktiviteleri ile yapilan caligmalar kisithdir ve MAO
inhibisyon etkileri ile ilgili literatirde c¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, ticari olarak satilan g¢esitli bitki
inflizyonlariin oksidatif stres ve bu stresin nedenlerinden
biri olan nérodejeneratif rahatsizliklarin  gelisimine
etkisinin olup olmadiginin in vitro olarak incelenmesidir.
Bu sebeple, en ¢ok tiiketilen kirmizi meyve ve diger
meyvelerin  poset caylarinin  toplam  antioksidan
aktiviteleri, radikal siipiiriicii etkileri, TFM miktarlar1 ve
MAO enzim inhibisyonuna olan etkileri saptanmis, yesil
Ve siyah poset caylar ile karsilagtirmalar1 yapilmustir.

Materyal ve Metot

Ornekler

Piyasada c¢esitli Ureticiler tarafindan ticari olarak
satilan poset c¢aylar Tirkiye’deki marketlerden temin
edilmistir ve icerikleri Tablo 1°de verilmistir.

Kimyasallar

Folin—Ciocalteu reaktifi, gallik asit, troloks, insan
rekombinant MAO-A (hMAO-A) ve MAO-B (hMAO-B)
enzimleri Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); 1,1-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Alfa Aesar (Karlsruhe,
Germany) ve Amplex Red MAO Tayin Kiti Invitrogen
(Waltham, MA, A.B.D.) firmalarindan temin edilmistir.
Calismada kullanilan diger tiim kimyasallar analitik
safliktadir ve Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan
temin edilmistir.

Bitkisel Infiizvonlarin Hazirlanmasi

Tablo 1°de isimleri ve kaynaklar1 verilen ¢ay posetleri
(2,5g) iiretici firmalarin tavsiye ettigi gibi 200mL kaynar
su i¢ine daldirilarak 5dk bekletildi ve siire sonunda
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posetler giinliik kullanimda oldugu gibi sikilarak kaptan
¢ikarildi. Elde edilen infiizyonun oda sicakliina gelmesi
beklendi. Infiizyonlar distile su ile 1:10 seyreltildi ve
antioksidan etkileri Fe®* Indirgeyici Antioksidan Gii¢
(FRAP) ve Cu?* Indirgeyici Toplam Antioksidan
Kapasite (CUPRAC) yontemleriyle tayin edildi. Radikal
stipiiriicii  etkileri  1,1-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
yontemi ile ve cay Orneklerinin igerdigi TFM miktar
Folin-Ciocalteu yontemi ile saptandi. Cay orneklerinin
MAQO enzimini inhibe edici etkileri kit kullanim
kilavuzuna uygun sekilde gerceklestirildi.

Ekstraktlarda Bulunan TFM Miktarimin Tayini

TFM miktar1 tayini spektrofotometrik olarak Folin-
Ciocalteu yontemine gore (Ismail ve ark. 2004) yapild.
100uL seyreltilmis cay ekstrakti, 750uL Folin-Ciocalteu
(%10, h/h) reaktifi ve 750puL sodyum karbonat (%6, a/h)
¢ozeltisi ile karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 90dk
karanlikta bekletildikten sonra olusan mavi rengin
absorbans1  UV-Vis  spektrofotometrede  (Thermo
Scientific, USA) 725nm’de, 6rnek icermeyen ¢ozeltiye
karsi okundu. Bu analiz i¢in standart gallik asit
¢ozeltisinin 8 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon
egrisi hazirland1 (R?=0,998). Elde edilen egri yardimyla
ekstraktlarin fenolik madde miktar1 hesaplandi ve
sonuglar “mmol gallik asit egdegeri (GAE)/g kuru madde”
olarak verildi. Deney iki paralel olarak tekrarlandi.

DPPH Radikalini Giderme Etkisi

Cay orneklerinin radikal stpiiriicli etkisi, DPPH
yontemi modifiye edilerek belirlendi (Danis ve ark.
2014). Bu amagla seyreltilmis ¢ay ekstraktindan 250puL
almarak ImL DPPH ¢oézeltisi (0,1mM; metanolde) ile
karistirildi. Kontrol olarak distile su kullanildi. Reaksiyon
kartisimi  vorteks karistiricida  karistirtlip 30dk  oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Siire sonunda
karisimin  absorbansi  spektrofotometrede 517nm’de
metanole karsi okundu. Antioksidan aktivite DPPH
radikalinin % inhibisyonu cinsinden, asagidaki esitlikten
yararlanilarak hesaplandi. Deney iki paralel olarak
tekrarlandi.

Ak(o) —Adp

% inhibisyon = [ 1k ] x 100
(0)

Akq); kontroliin ilk andaki absorbansi, Adg); Ornegin t
anindaki absorbansi.

FRAP Yontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

Cay infiizyonlarimin Fe3* indirgeme giicii tayini i¢in
100pL ¢ay inflizyonu 200pL fosfat tamponu (50puM,
pH:6,6) ve 200uL potasyum ferrisiyaniir (%1, a/h) ile
karistirildi. Karigim 50°C’de su banyosunda 20dk inkiibe
edildikten sonra sogutuldu ve 200uL triklorasetikasit
(%10, a/h) ile 10.000g’de 10dk santrifiij edildi. Ust
tabakadan alinan 700uL {izerine, 150uL demir kloriir
(%0,1, a/h) ¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve UV-Vis
spektrofotometrede  700nm’de  verdigi  absorbans
degerleri okundu (Danis ve ark. 2014). Deney iki paralel
olarak tekrarland1 ve troloks pozitif kontrol olarak
kullanildi. Her bir 6rnegin toplam antioksidan kapasitesi
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troloksa esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC) cinsinden
ifade edilerek verildi.

CUPRAC Yéntemi ile Toplam Antioksidan Kapasite
Tayini

Bakir indirgeyici antioksidan kapasite Apak ve
arkadaglar1 (2004) tarafindan belirlenen yontemde ufak
degisiklikler =~ yapilarak  gergeklestirildi. 800uL
seyreltilmis cay inflizyonlar1 {iizerine 160uL CuCl;
(10mM), 160uL NHsAc (pH:7) ve 160uL neokuproin
(7,5mM) ¢ozeltileri eklenerek 30dk bekletildi. Absorbans
degerleri 450nm’de UV-Vis spektrofotometrede okundu.
Pozitif kontrol olarak troloks kullanildi. Her bir drnegin
toplam antioksidan kapasitesi TEAC cinsinden ifade
edilerek verildi. Deney iki paralel olarak tekrarlandi.

Tablo 1. Denemelerde kullanilan ve Tiirkiye’deki marketlerden
temin edilen poset ¢aylarin icerikleri.

Cay Tiirii Icindekiler
Adacay1 Adagay1 yapragi

Bamya c¢icegi, elma, kusburnu,
Bogirtlen bogiirtlen yapragi, bogiirtlen

aromasi, portakal kabugu, miirver
meyvesi, bogiirtlen, stevya, targin
Bamya ¢icegi, elma, targin,
bogiirtlen, elma, badem aromalari,
kusburnu, murver, portakal
kabuklari, erik, karanfil

Kusgburnu, bamya ¢igegi, portakal
kabugu, aromalar, stevya, ¢ilek,
yaban mersini, ahududu, nar kabugu,
elma

Elma ve ¢ilek pargaciklari, kugsburnu
meyvesi, bamya ¢igegi, liziim
¢ekirdekleri tohumu, nar ve portakal
kabugu, bogiirtlen yapraklari, nar-
bogiirtlen ve cilek aromasi
Kugburnu, bamya ¢igegi

Bamya c¢icegi, kusburnu, portakal
kabuklari, bogiirtlen, miirver, nar
Nar meyve kabugu, tar¢in, alig, yaban
mersini, frenk tiziimii, nar aromasi,
nar suyu

Bamya ¢icegi, elma, nar-portakal
kabugu, kusburnu, ¢ilek — tropik
portakal aromasi, bogiirtlen yapragi,
¢ilek ve yaban mersini pargaciklari,
miirver ve stevya

Kenya, Seylan, Endonezya ve Tiirk
caylarinin karigimi

Bamya ¢icegi, elma, kusburnu,
portakal kabugu, bogiirtlen yapragi,
erik aromasi, erik pargaciklari, tiziim
cekirdegi

Bamya c¢icegi, kusburnu, elma,
bogiirtlen yapraklari, yaban mersini
aromasi, portakal kabuklari, yaban
mersini pargaciklar

Yesil cay, bogirtlen yapraklari,
gingko yapraklari ve yesil cay
aromast

Limon otu, zencefil, melisa, dut
yapragi, meyankdkii, limon kabugu,
stevya, limon aromast

Frenk Erigi-Tar¢in

Kirmizi Meyveler A

Kirmizi Meyveler B

Kusburnu

Nar-Cilek

Siyah Cay

Uziim Cekirdegi-
Miirdiim Erikli

Yaban mersini

Yesil Cay

Zencefil-Limon
Kabuklu
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MAO Enzim Inhibisyonunun Belirlenmesi

MAO enzim aktivitesi Invitrogen Amplex Red MAO
tayin  kiti  kullanom  kilavuzuna uygun olarak
gergeklestirildi. Calisma siiresince substrat (p-tiramin) ve
reaksiyon tamponu karanlikta ve oda sicakliginda,
enzimler ise buz iizerinde tutuldu. 2pL 6rnek (infiizyon
¢ozeltisinden 1/10 oraninda seyreltilerek), 4,5pL hMAO—
A veya hMAO-B ve 93,5uL reaksiyon tamponu, siyah
diiz tabanli spektroflorometrik 96 kuyulu mikro plakalara
konuldu. 15dk 37°C’de karistirilarak inkiibe edildi.
Sitirenin  sonunda 100uL  substrat ¢alisma c¢ozeltisi
eklenerek reaksiyon baglatildi. 37°C’de ¢oklu Slgiimlii
mikro plaka floresans okuyucuda (FLX800™, Bio-Tek®
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA; 545nm eksitasyon
ve 590nm emisyon) 15dk boyunca her 30sn bir dl¢iim
alinarak enzimatik reaksiyonun ilerlemesi takip edildi.
Inhibisyon yiizdesi, 15dk sonundaki gézlenen floresans
siddetinden baglangic anindaki floresans siddeti
cikarilarak agagidaki formiile gore belirlendi.

Fopy — Fi
% inhibisyon = enz_ mh 100
enz

Fenz: inhibitorsiiz enzim aktivitesi; Finn: inhibitér varliginda
enzim aktivitesi

Istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan tiim istatistiksel analizler ve
korelasyon iliskisi GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) programu ile gerceklestirildi.
Temel bilesenler analizi i¢in XLSTAT 19.01 programi
(Addinsoft, Inc. Brooklyn, NY) kullanild1.

Bulgular ve Tartisma

2000 yili agkin bir zamandir ¢aylar, tedavi edici ve
keyif verici olarak diinyanin hemen her bdlgesinde
tiketilmektedir ve tiiketimde sudan sonra ikinci sirayi
almaktadir (Hodgson ve Croft 2010). Ozellikle bati
toplumlarinda saglikli yasama ilgi arttitkca meyve
caylarina da ilgi artmakta ve tiikketimi yayginlagmaktadir.
Yapilan bilimsel arastirmalarda bitki caylarinin genel halk
sagligini korumada ve bazi hastaliklar tedavide olumlu
sonuglar verdigi gosterilmistir. Caylarin bu etkileri
icerdikleri antioksidan bilesikler ile iligkilendirilmektedir
ve c¢aligmalar standart referans antioksidanlar ile
karsilagtinlarak ~ degerlendirilmektedir. ~ Oksidasyon
islemlerinde  baglatici  olan  serbest  radikalleri
ndtralizasyon ile etkisiz hale getirebilme 0&zellikleri
nedeniyle fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerini
tayin etmek oldukg¢a Onemlidir. Bitkilerin antioksidan
aktivite kapasiteleri, uygulanan analitik yonteme gore
degiskenlik gosterebilmektedir (Cagindi ve Otles 2008).

Bitki ve meyve ¢aylar1 yasam kalitesine katkilarinin
ve yararlarinin yani sira farkli keyif verici tatlar denemek
icin de tercih edilmektedirler. Bu caylar, bitkilerin yaprak,
cicek, kok ve meyve gibi kisimlariin kurutulmasi ile elde
edilirler. Kullanimi pratik oldugu igin poset meyve caylari
dokme caylara tercih edilmektedir. Bu caylarin iiretici
tarafindan da tavsiye edilen tiiketim sekli infiizyon olarak
nitelendirilen su ile haglayarak demlemedir. Tablo 1°de de
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goriildiigii gibi calismamizda kullandigimiz meyve
caylar1 kurutulmus meyvelerin yani sira diger bazi
bitkilerin ¢igek, yaprak ve tohum gibi diger kurutulmus
kisimlarimi da i¢ermektedir. Genellikle, renk ve koku
verici olarak kurutulmus bamya ¢icegi de {iretici
tarafindan bu karisimlara eklenmektedir. Poset caylarin
iiretici tarafindan kaynar su ile demlenerek hazirlanmasi
onerilmektedir. Farkli sicakliklarda yapilan ¢aligmalar da
literatiirde yer almaktadir ancak en yiiksek antioksidan
aktivite ve TFM igerigi 100°C sicaklikta demleme ile elde
edilmektedir (Sahin 2013).

TFM Miktarimin Belirlenmesi

Caligmada, TFM miktart modifiye edilmis Folin-
Ciocalteu yontemine gore gergeklestirildi. Yontem, alkali
ortamda fosfotungstik asidin indirgenerek, mavi renk
olusturmasina dayanir. Olusan fosfotungstat mavisinin
siddeti, aromatik fenolik gruplarin sayisiyla orantilidir
(Horzi¢ ve ark. 2009). Bu yontem dzellikle gidalarin TFM
miktarlarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
giivenilir bir yontemdir (Albayrak ve ark. 2010).
Calismada denenen ¢ay infiizyonlar: arasinda en yiiksek
TFM igeriklerinin sirasiyla nar-gilek karisim, nar ve
kusburnu infiizyonlarinda elde edildigi goriilmistiir
(sirasiyla, 0,424+0,172; 0,328+0,153; 0,291+0,185mmol
GA/g KA). Siyah gay (0,535+0,208mmol GA/g KA) ve
yesil ¢ay (0,564+0,215mmol GA/g KA) ile
kargilagtirildiklarinda meyve ¢aylarinin daha diigiik TFM
icerdikleri goriilmektedir (Tablo 2). Zencefil-limon
karigim inflizyonu ise incelenen inflizyonlar arasinda en
disiik fenolik madde igerigine sahip olan ¢aydir
(0,071+0,062mmol GA/g KA).

Bogiirtlen yapragi infiizyonu ile yapilan bir ¢alismada
559+12mg GA/L (Gorjanovi¢ ve ark. 2012); bogiirtlen ve
cilek inflizyonu ile de 75,4+1,2 ve 62,4+1mg GA/g kuru
madde (Bufi¢ova ve ark. 2011) sonu¢ elde edilmistir.
Tiirkiye’deki farkli meyve poset caylar ile yapilan
¢alismada ise nar infiizyonunun (6,91+0,47mg GA/g kuru
madde) en yiksek TFM igerigine sahip oldugu
gosterilmistir (Sahin 2013). Caligmamizda elde edilen en
yiiksek TFM degeri mg cinsinden 72mg GA/g KA’ya
karsilik gelmektedir ve literatiirdeki caligmalar ile
benzerlik sergilemektedir.

Antioksidan Denemeler

Antioksidan  kapasiteyi  belirleyebilmek  igin
literatiirde gesitli yontemler yer almaktadir. Bu ¢alismada
kullanilan DPPH, FRAP ve CUPRAC yaygin olarak
kullanilan yontemlerdendir.

DPPH azotlu bir serbest radikal bilesigidir ve
orneklerin serbest radikal siipiirme etkisini 6l¢mek igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Molekiildeki
serbest elektron yer degistirerek 6nce koyu menekse renk
olusturur, bilesik hidrojen verme yetenegine sahip
antioksidan ile karsilastiginda bu koyu menekse renk
kaybolarak acik sari indirgenmis form meydana gelir
(Albayrak ve ark. 2010). Maddenin DPPH inhibisyonu ne
kadar fazla ise o kadar fazla hidrojen verme yetenegine
dolayisi ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
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anlamina gelir (Sekil 1). Sonuglar karsilastirildiginda,
yesil cay en yiiksek hidrojen verme kapasitesine sahip
olan caydir, sonrasinda siyah cay gelmektedir. Meyve
caylar1 arasinda ise en yiiksek aktiviteyi nar-¢gilek karisim
inflizyonu, en diigiik aktiviteyi ise zencefil-limon karisim
inflizyonu gostermektedir. Nar-gilek karisim ve nar
inflizyonlarinin = %50’nin  {izerinde siiplirme  etkisi
gosterdikleri goriilmektedir. Diger cay inflizyonlarinda
ise silipliriicii etki daha azdir. Standart antioksidan
bilesikler olan troloks ve askorbik asit ile karsilagtirma
yapildiginda siyah ve yesil cay infiizyonlarinin standart
bilesiklere oldukga yakin sonuglar verdikleri ancak meyve
caylarinin standartlar kadar yiiksek etki gostermedikleri
goriilmektedir.

DPPH metodu ¢ok sayida bitkisel ekstrakta uygulanan
standart yontemlerden biridir. Meyvelerdeki yiiksek
antioksidan degerlerin antosiyanin ve flavonoidlerle
iligkili oldugu gosterilmistir (Faria ve ark. 2005).
Bogiirtlen yapraklarinin  toplanarak inflizyonlarinin
hazirlandig1r bir ¢alismada DPPH etkisi %81, miirver
¢icegi infiizyonunda ise %37 olarak gosterilmistir
(Dawidowicz ve ark. 2006). Miirver ¢igegi genellikle
poset caylarin icerigine eklenmektedir ancak ¢ok yiiksek
etkiye sahip olmadigi goriilmektedir. Yaban mersininin
cesitli ekstraktlari ile yapilan bir calismada DPPH sonucu
5,37-6,40umol troloks araliginda bulunmustur. Bogiirtlen
yapragi inflizyonu ile 2,37+0,23mM (Gorjanovi¢ ve ark.
2012) ve bogiirtlen ve ¢ilek infiizyonu ile de 125,2+2,9 ve
110,1£16,6mg askorbik asit/g kuru madde sonug elde
edilmistir.

FRAP yontemi, asidik ortamda Fe®*-2,4,6-tripiridil-S-
triazin kompleksinin Fe?*’ya indirgenmesi esasina
dayanir. Bu reaksiyonun siddeti absorbans degisikligi ile
izlenir (Albayrak ve ark. 2010). Absorbanstaki artis
indirgeme giiclindeki artis1 gostermektedir. FRAP metodu
ile yapilan calismada en yiiksek antioksidan aktiviteyi
meyve c¢aylari arasinda nar-gilek karigim  ¢ayi
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(0,793+0,087mmol troloks/g KA) gostermistir. Nar,
kugburnu ve kirmiz1 meyveler-A karigim infiizyonlar ise
sirastyla 0,650+0,098; 0,595+0,032 ve 0,561+0,035mmol
troloks/g KA degerler ile yiiksek aktivite gosteren diger
meyve c¢aylaridir. Kargilastirma i¢in denenen siyah ve
yesil ¢ay i¢in sirasiyla 1,147+0,186 ve 1,090+0,172mmol
troloks/g KA degerleri elde edilmistir (Tablo 2).
Bogiirtlen yapragi infiizyonu ile yapilan bir ¢aligmada
7,23+0,52mM (Gorjanovié¢ ve ark. 2012) ve bogiirtlen ve
¢ilek infiizyonu ile 36,7+11,1 ve 23,3+1,4mmol FeSO4/L
FRAP degeri elde edilmistir (Bufi¢ova ve ark. 2011).

CUPRAC yontemi kromojenik ayira¢ olarak
neokuproin’in (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), Cu(l) ile
2:1 oraninda kompleks olusturmasma dayamr. Iki
degerlikli bakirin bir degerlikli bakira indirgenmesini
temel alan CUPRAC metodu ile yapilan ¢aligmada ise en
yiiksek antioksidan aktiviteyi meyve ¢aylari arasinda nar
inflizyonu (1,525+0,204mmol troloks/g KA) géstermistir.
Nar caymnin yiiksek total fenolik madde igerigi ve
antioksidan kapasitesi bulundugu farkli yontemlerde de
gosterilmistir (Sahin 2013). Nar-gilek karisimi  ve
kusburnu infiizyonlar1 da yiiksek etki gosteren diger
inflizyonlardir (Tablo 2). Siyah cay ve yesil ¢ay ile
yapilan denemeden elde edilen aktivite sonuglart tim
caylardan yiiksek bulunmaktadir.

CUPRAC ve FRAP degerleri arasindaki iligki Pearson
korelasyon analizi ile incelenmis ve Pearson korelasyon
katsayis1  hesaplanmigtir, p<0.0001 (r=0,984). Bu
sonuglara gore, yapilan denemelerden elde edilen
sonuglarin birbirleri ile korele olduklart goriilmektedir.
Yapilan antioksidan denemelerin sonucunda meyve
caylarindan elde edilen degerler siyah ve yesil c¢ay
inflizyonlar1 kadar yiiksek degildir. Ancak ¢ay tiiketimine
alternatif olarak kullanilirken ayni zamanda saglik
acisindan da fayda saglayacak diizeyde antioksidatif
madde i¢erdikleri elde edilen sonuglardan goriilmektedir.
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Sekil 1. Cay infliizyonlarinin DPPH yontemi ile tayin edilmis % cinsinden DPPH siipiirme etkileri (*: standart olarak kullanilan

antioksidan bilesikler; 0,5mM).
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Sekil 2. Denenen gay inflizyonlarmim (10pg kuru madde/mL) %MAO-A ve —B enzim inhibisyonlari.

Tablo 2. Denenen ¢ay infiizyonlarinin Toplam Fenolik Madde miktarlari ve FRAP/CUPRAC yontemleri ile indirgeyici giigleri.

Cay infiizyonu TEM? FRAPP CUPRAC®
(mmol GA/g KA) (mmol troloks/g KA) (mmol troloks/g KA)
Bogiirtlen 0,179+0,146 0,412+0,010 0,795+0,098
Erik-Tar¢in 0,21020,082 0,454+0,049 0,841+0,101
Kirmizi Meyveler A 0,244+0,033 0,561+0,035 1,087+0,102
Kirmizi Meyveler B 0,151+0,177 0,398+0,062 0,744+0,076
Kusburnu 0,291%0,185 0,595+0,032 1,155+0,091
M.Erigi-U. Cekirdegi 0,242+0,182 0,551+0,011 1,015+0,087
Nar 0,328+0,153 0,650+0,098 1,525+0,204
Nar-Cilek 0,424+0,172 0,793+0,087 1,356+0,154
Yaban Mersini 0,218+0,018 0,515+0,045 0,985+0,106
Zencefil-Limon 0,071+0,062 0,254+0,012 0,473+0,058
Adagay1 0,187+0,104 0,4524+0,039 0,87340,083
Siyah Cay 0,535+0,208 1,147+0,186 2,230+0,251
Yesil Cay 0,564+0,215 1,090+0,172 2,199+0,219

TFM: Toplam Fenolik Madde, GA: Gallik Asit, KA: Kuru agirlik, FRAP: Fe** Indirgeyici Antioksidan Giig, CUPRAC: Cu?* Indirgeyici
Toplam Antioksidan Kapasite, KA: Kuru Agirlik

2 Total fenolik madde miktar1, mmol gallik asit esdegeri/g kuru agirlik cinsinden verilmistir.
b Fe®* indirgeyici antioksidan giig, troloksa esdeger antioksidan kapasitesi, mmol troloks/g kuru agirlik cinsinden verilmistir.

¢ Cu?* indirgeyici toplam antioksidan kapasite, troloksa esdeger antioksidan kapasitesi, mmol troloks/g kuru agirlik cinsinden verilmistir.
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Sekil 3. TFM miktar1 ile FRAP, CUPRAC, DPPH, MAO-A ve —B inhibisyon degerleri arasindaki iliskiyi gosteren grafik.
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Sekil 4. TFM, FRAP, CUPRAC, DPPH, MAO-A ve —B inhibisyonu degerlerinin temel bilesenler analizi sonucu elde edilen biplot

grafik.

MAO Enzim Inhibisyonu

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda bitkisel fenolik
bir bilesik olan paeonoliin MAO-A inhibitorii oldugu
gosterilmistir (Kong ve ark. 2004). Taze meyve kabuklari
ve yesil ¢ay yapraklarinin (Ademosun ve Oboh 2014)
MAO enzimi iizerine inhibisyon etkisinin bulunduguna
dair ¢aligmalar olmakla birlikte cay inflizyonlarinda
yapilmig benzer bir ¢alisma  bulunmamaktadir.
Yaptigimiz  ¢alisjmada  10pg  kuru  madde/mL

Trakya Univ J Nat Sci, 18(2): 105-113, 2017

konsantrasyona karsilik gelen inhibisyon yiizdeleri,
MAO-A ve —B enzimleri i¢in ayr1 ayr1 ¢alistimistir (Sekil
2). En yliksek MAO-A inhibisyonu gdsterenler, yesil ¢ay
(%41,26) ve siyah cay (%35,8) infiizyonlaridir. Diger
takip eden cay inflizyonlari ise nar-gilek karigimi (%29,1),
ada cayr (%20,4) ve nar (%20,3) inflizyonlaridir.
Zencefil-limon infiizyonu (%0,01) ise en diigiik MAO-A
enzim inhibisyonuna sahip olan ¢aydir. En yiiksek MAO—
B inhibisyonu gosterenler, yesil cay (%43,64) ve siyah
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cay (%40,92) inflizyonlaridir. Diger takip eden ¢ay
infiizyonlar1 ise nar-cilek karisimi (%35,59), ada ¢ayi
(%29,81) ve nar (%28,7) inflizyonlaridir. Zencefil-limon
infizyonu (%1,18) ise en disik MAO-B enzim
inhibisyonuna sahip olan ¢aydir. Tim degerler
karsilastirlldiginda diger infiizyonlar kadar yiiksek
inhibisyon etkisi gdstermemesine ragmen kirmizi meyve
B c¢ayinin (MAO-A: %5,36; MAO-B: %18,53) 3,5 kat
MAO-B segiciligine sahip oldugu goriilmektedir.
Kusburnu infiizyonu 2,4 kat, mirdiim erigi-iizim
cekirdegi ile bogiirtlen inflizyonlar1 2,2 kat, yaban mersini
ile erik-tar¢in infiizyonlar1 ise 1,9 kat MAO-B segici
bulunmugtur. Calismada yiiksek inhibisyon degeri
gosteren yesil ¢ay ve siyah cayda herhangi bir segicilik
bulunmamaktadir.

TFM miktarlar1 ile FRAP, CUPRAC, DPPH, MAO-
A ve MAO-B inhibisyonu degerleri arasindaki iligki
Pearson analizi ile hesaplandi, p<0.0001. Pearson
korelasyon katsayilari sirasiyla r=0,990; 0,972; 0,997,
0,938 ve 0,912 olarak elde edildi. Bu sonuglara gore,
yapilan denemelerden ortaya ¢ikan sonuglarin TFM
miktar1 ile yiliksek oranda iligkili oldugu goriilmektedir
(Sekil 3).

Temel Bilesenler Analizi

Temel bilesenler analizi, ¢esitli ¢ay infiizyonlarinin
antioksidan etkilerini ve MAO inhibisyonlarini
simiflandirabilmek igin tercih edilmistir (Wang ve Hu
2014). Bu analiz yontemi ile ¢ok boyutlu farkli ve
karmagik verilerin yapisim1 grafik seklinde incelemek
miimkiin olmaktadir. Cay infiizyonlarinin TFM denemesi,
3 farkli antioksidan denemesi, MAO-A ve MAO-B
inhibisyon denemelerinden elde edilen sonuglar girilerek
biplot grafik olusturulmustur (Sekil 4). Birinci ve ikinci
temel bilesenlere gbre en uyumlu sonuglar olan %95,59
ve 2,83 data varyanslari elde edilmistir. Y6ntemin yeterli

Kaynaklar

1. Abdelhafez, O.M., Amin, K.M., Ali, H.l., Abdalla, M.M.
& Batran, R.Z. 2013. Monoamine oxidase A and B
inhibiting effect and molecular modeling of some
synthesized  coumarin  derivatives.  Neurochemistry
International, 62: 198-209.

2. Ademosun, A.O. & Oboh, G. 2014. Comparison of the
inhibition of monoamine oxidase and butyrylcholinesterase
activities by infusions from green tea and some citrus peels.
International Journal of Alzheimer's Disease, 2014: 1-5.

3. Albayrak, S., Sagdig, O. & Aksoy, A. 2010. Bitkisel
triinlerin  ve gidalarin  antioksidan  kapasitelerinin
belirlenmesinde kullanilan yontemler. Erciyes University
Journal of the Institute of Science and Technology, 26: 401-
409.

4.  Apak, R., Giiglii, K., Ozyiirek, M. & Karademir, S.E. 2004.
Novel total antioxidant capacity index for dietary
polyphenols and vitamins C and E, using their cupric ion
reducing capability in the presence of neocuproine:
CUPRAC method. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52: 7970-7981.

B. Yiice-Dursun

olabilmesi i¢in varyans degerlerinin toplamimin en az
%90-95 olmas: gerekmektedir, elde ettigimiz toplam
varyans bu calisma icin %98,41°dir. Caligmada elde
edilen degerler, nar ve nar-gilek karisim ¢aymin en
yiiksek etkiye sahip olan siyah ¢ay ve yesil ¢caya en yakin
degerleri gosterdigini ve aymi zamanda MAO enzim
inhibisyonunu sagladigini ortaya koymaktadir.

Sonug

Son yillarda artan ¢aligmalar ile beslenme uzmanlari
ve bilim insanlari, giinliik tiiketim sirasinda besin yoluyla
alinan antioksidanlarin saglik agisindan 6nemli bir ajan
olduklarini kabul etmektedirler. Bunu saglayan en 6nemli
besin grubu, yiiksek oranda antioksidan 6zelliklere sahip
bilesikleri ve ¢esitli fitokimyasallar1 igeren meyve ve
sebzelerden olugmaktadir. Bu nedenle, her kiiltiirde yerel
olarak tiiketilen pek c¢ok {irliniin antioksidan igerigi ile
ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir.

Bu caligmada Tiirkiye’de tiiketilen c¢esitli meyve
caylarinin antioksidan etkileri ve MAO enzimini inhibe
edici oOzellikleri arastirilmusg, siyah cay ve yesil cay ile
kargilastirilmigtir. Yiiksek miktarda fenolik madde igeren
cay infiizyonlarinin yiiksek antioksidan kapasiteye ve
MAO inhibisyonuna sahip oldugu ortaya konulmustur.
Kugburnu basta olmak tizere diger baz1i c¢ay
inflizyonlarinin da MAO-B segici inhibisyon sagladiklari
goriilmektedir.  Oksidatif ~ stresin  ndrodejeneratif
hastaliklar1 tetikledigi ve antioksidan maddelerin
oksidatif stresi dnledigi bilgisinden yola ¢ikilarak yapilan
bu calismada, yiiksek antioksidan aktiviteye ve fenolik
madde igerigine sahip cay infiizyonlarinin MAO enzimini
inhibe edebildikleri ilk kez ortaya konulmustur. Elde
edilen sonuglar 6zellikle kirmizi meyve ¢aylarinin giinlik
siyah/yesil  ¢ay  tliketimine  alternatif  olarak
kullanilmalarinin insan sagligina da pozitif katkisi
oldugunu géstermektedir.

5. Atoui, A.K., Mansouri, A., Boskou, G. & Kefalas, P. 2005.
Tea and herbal infusions: Their antioxidant activity and
phenolic profile. Food Chemistry, 89: 27-36.

6. Bufitovd, L., Andjelkovic, M., Cermakova, A., Reblova,
Z., Jurcek, O., Kolehmainen, E., Verhé, R. & Kvasnicka, F.
2011. Antioxidant capacities and antioxidants of
strawberry, blackberry and raspberry leaves. Czech Journal
of Food Sciences, 29: 181-189.

7. Cagindi, O. & Otles, S. 2008. Farkli demleme siirelerinde
hazirlanan bitki ¢aylarmim antioksidan aktiviteleri ile
renkleri arasindaki korelasyonun belirlenmesi. Tiirkiye 10.
Gida Kongresi, 21-23 Mayis, Erzurum, 109-112.

8. Danis, O., Yuce-Dursun, B., Cimen, T., Demir, S., Salan,
U., Yalem, G. & Ogan, A. 2014. Evaluation of antioxidant,
radical-scavenging and acetylcholinesterase inhibitory
activities of various culinary herbs cultivated in southern
Turkey. Journal of Food Biochemistry, 38: 602-611.

9. Dawidowicz, A.L., Wianowska, D. & Baraniak B. 2006.
The antioxidant properties of alcoholic extracts from
Sambucus nigra L. (antioxidant properties of extracts).
LWT - Food Science and Technology, 39: 309-315.



Cesitli Bitki Caylarinin Monoamin Oksidaz Inhibisyonlarmmn ve Antioksidan Etkilerinin Belirlenmesi 113

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Emekli-Alturfan, E., Yarat, A. & Akyuz, S. 2009. Fluoride
levels in various black tea, herbal and fruit infusions
consumed in Turkey. Food and Chemical Toxicology, 47:
1495-1498.

Fang, N., Yu, S. & Prior, R.L. 2002. LC/MS/MS
characterization of phenolic constituents in dried plums.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50: 3579-
3585.

Faria, A., Oliveira, J., Neves, P., Gameiro, P., Santos-
Buelga, C., De Freitas, V. & Mateus N. 2005. Antioxidant
properties of prepared blueberry (Vaccinium myrtillus)
extracts. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53:
6896-6902.

Gorjanovié¢, S., Komes, D., Pastor, F.T., Belscak-
Cvitanovié, A., Pezo, L., He¢imovi¢, 1. & Suznjevi¢, D.
2012. Antioxidant capacity of teas and herbal infusions:
Polarographic assessment. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 60: 9573-9580.

Hodgson, J.M. & Croft, K.D. 2010. Tea flavonoids and
cardiovascular health. Molecular Aspects of Medicine, 31:
495-502.

Horzi¢, D., Komes, D., Bels¢ak, A., Ganié¢, K.K., Ivekovié,
D. & Karlovi¢, D. 2009. The composition of polyphenols
and methylxanthines in teas and herbal infusions. Food
Chemistry, 115: 441-448.

Ismail, A., Marjan, Z.M. & Foong, C.W. 2004. Total
antioxidant activity and phenolic content in selected
vegetables. Food Chemistry, 87: 581-586.

Kong, L.D., Cheng, C.H.K. & Tan, R.X. 2004. Inhibition
of MAO A and B by some plant-derived alkaloids, phenols
and anthraquinones. Journal of Ethnopharmacology, 91:
351-355.

Lo, K.M. & Cheung, P.C.K. 2005. Antioxidant activity of
extracts from the fruiting bodies of Agrocybe aegerita var.
alba. Food Chemistry, 89: 533-539.

Moraes-de-Souza, R.A., Oldoni, T.L.C., Regitano-d’Arce,
M.A.B. & Alencar, S.M. 2008. Antioxidant activity and

Trakya Univ J Nat Sci, 18(2): 105-113, 2017

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

phenolic composition of herbal infusions comsumed in
Brazil. Ciencia y Tecnologia Alimentaria, 6: 41-47.

Naithani, V., Nair, S. & Kakkar, P. 2006. Decline in
antioxidant capacity of Indian herbal teas during storage
and its relation to phenolic content. Food Research
International, 39: 176-181.

Piljac-Zegarac, J., Valek, L., Stipéevi¢, T. & Martinez, S.
2010. Electrochemical determination of antioxidant
capacity of fruit tea infusions. Food Chemistry, 121: 820-
825.

Shi, L., Yang, Y., Li, Z.,, Zhu, Z., Liu, C. & Zhu, H. 2010.
Design of novel nicotinamides as potent and selective
monoamine oxidase a inhibitors. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 18: 1659-1664.

Sahin, S. 2013. Evaluation of antioxidant properties and
phenolic composition of fruit tea infusions. Antioxidants, 2:
206-215.

Van den Berg, D., Zoellner, K.R., Ogunrombi, M.O.,
Malan, S. F., Terre’Blanche, G., Castagnoli, N., Bergh, J.J.
& Petzer, J.P. 2007. Inhibition of monoamine oxidase B by
selected benzimidazole and caffeine analogues. Bioorganic
& Medicinal Chemistry, 15: 3692-3702.

Von Gadow, A., Joubert, E. & Hansmann, C.F. 1997.
Comparison of the antioxidant activity of rooibos tea
(Aspalathus linearis) with green, oolong and black tea.
Food Chemistry, 60: 73-77.

Wang, RJ. & Hu, M.L. 2014. Antioxidant capacities of
fruit extracts of five mulberry genotypes with different
assays and principle components analysis. International
Journal of Food Properties, 14: 1-8.

Xi, J., Shen, D., Zhao, S., Lu, B., Li, Y. & Zhang, R. 2009.
Characterization of polyphenols from green tea leaves
using a high hydrostatic pressure extraction. International
Journal of Pharmaceutics, 382: 139-143.






