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OZET

DOGAL VE SENTETIK ANTiOKSiDAN BiLESiKLERIN
ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ KARSILASTIRILMASI

Rukiye YAVASER

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Arife Alev KARAGOZLER
2011, 104 sayfa

Bu ¢alismada sentetik ve dogal antioksidan bilesiklerin bes farkli yontemle in vitro
antioksidan aktiviteleri Ol¢lilmiis ve karsilastirilmistir. Sentetik antioksidanlari
temsil etmek iizere biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), etoksikuin ve propil gallat, dogal antioksidan bilesiklere O6rnek olarak
epikatekin, fisetin, flavon, gallik asit, kaempferol, kafeik asit, karnosol, klorojenik
asit, kuersetin, luteolin, mirisetin, naringenin, rutin, sinnamik asit, siyanidin klortir,
taksifolin, Vitamin A, Vitamin C ve Vitamin E bilesikleri secilmistir. Antioksidan
aktivite tayinleri olarak Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite
Tayini (FTC), DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini, Indirgeme Giicii Tayini,
Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC) ve Kuprik Iyon Indirgeme
Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC) yontemleri kullanilmigtir. FTC yontemi
sonucu sentetik antioksidanlar BHT>BHA>etoksikuin>propil gallat sirasiyla
aktivite gosterirken dogal antioksidanlardan luteolin, kuersetin, karnosol, ve
Vitamin E birbirine yakin; DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayininde
etoksikuin>propil gallat>-BHA>BHT sirastyla aktivite gosterirken kaempferol,
taksifolin, karnosol, Vitamin C birbirine yakin bulunmustur. indirgeme giicii ve
TEAC yontemlerinde sentetik antioksidanlar propil gallat>BHA>etoksikuin>BHT
bulunurken; dogal antioksidanlardan fisetin, mirisetin, gallik asit ve kuersetin
birbirine yakin; CUPRAC yonteminde propil gallat>BHA>BHT>etoksikuin
sirastyla aktivite gosterirken, dogal antioksidanlardan fisetin, gallik asit, kafeik asit
ve luteolin birbirine yakin bulunmustur. Sonug olarak besinlere koruyucu ve katki
maddesi olarak katilan sentetik antioksidanlarin yerine kullamlmak iizere ayni
diizeyde aktivite gosteren luteolin, kuersetin, karnosol, gallik asit ve fisetin gibi
dogal antioksidanlarin iyi birer aday olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Sentetik antioksidan, dogal antioksidan, total antioksidan

aktivite, DPPH, TEAC, CUPRAC, indirgeme giicii.
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ABSTRACT

COMPARISON OF ANTIOXIDANT CAPACITIES OF NATURAL AND
SYNTHETIC ANTIOXIDANT COMPOUNDS

Rukiye YAVASER

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Arife Alev KARAGOZLER
2011, 104 pages

In this work, in vitro antioxidant activity of various synthetic and natural
antioxidant compounds were measured and compared using five different
antioxidant activity methods. Butylated hydroxyanisole (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), ethoxyquin and propyl gallate were selected as
representatives of synthetic antioxidants. The natural antioxidants were
epicatechin, fisetin, flavone, gallic acid, kaempferol, caffeic acid, carnosol,
chlorogenic acid, quercetin, luteolin, myricetin, naringenin, rutin, cinnamic acid,
cyanidin chloride, taxifolin, Vitamin A, Vitamin C and Vitamin E. The antioxidant
measurement methods used were Total Antioxidant Activity Assay by Ferric
Thiocyanate Method (FTC), DPPH Radical Scavenging Activity Method,
Reducing Power Assay, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity Assay (TEAC)
and Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity Assay (CUPRAC). Synthetic
antioxidants followed BHT>BHA>ethoxyquin>propyl gallate order, natural
antioxidants luteolin, quercetin, carnosol and Vitamin E showed similar activities
when measured by FTC. In DPPH method ethoxyquin>propyl gallate>BHA>BHT
showed activity orderly and for natural ones kaempferol, taxifolin, carnosol and
Vitamin C were similar. In reducing power assay and TEAC, synthetic
antioxidants followed the order propyl gallate>BHA>ethoxyquin>BHT and
natural antioxidants fisetin, myricetin, gallic acid and quercetin were similar. By
CUPRAC, propyl gallate>BHA>BHT>ethoxyquin and for natural ones fisetin,
gallic acid, caffeic acid and luteolin activities were similar. In conclusion, judging
from the high antioxidant capacities of natural antioxidants it can be said that
luteolin, quercetin, carnosol, gallic acid and fisetin are good candidates as food
preservatives and additives to be used in place of synthetic antioxidants.

Key words: Synthetic antioxidant, natural antioxidant, total antioxidant activity,
DPPH, TEAC, CUPRAC, reducing power.
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ONSOZ

Bu ¢alismada dogal ve sentetik antioksidan molekiillerin antioksidan kapasiteleri
karsilastirilmistir. Bunun i¢in besin endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlar
ile bitkilerden elde edilen ve molekiiler o6zelliklerine gore segilmis dogal
antioksidanlarin belirlenen bes ayr1 antioksidan yontemi ile antioksidan kapasite
tayinleri yapilmis ve derisime bagli kapasiteleri ile birlikte karsilastirilmistir.

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismam boyunca engin bilgi ve tecriibeleri ile
bana yol gosteren, maddi ve manevi destekleri ve ilgilerini esirgemeyen degerli
danisman hocam Saym Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirmalarim siiresince gerek bilimsel gerekse maddi ve manevi katkilarindan
dolay1 sevgili hocam Saym Yrd. Dog. Dr. Deniz AKTAS UYGUN’a; laboratuar
calismalarim ve tezimin yazilmasi sirasinda sabir ve anlayis gostererek benden
yardimlarimi esirgemeyen Kimya Bolimii Ars. Gor. Murat UYGUN’a ve manevi
desteginden dolay1 sevgili arkadasim Kimya Boliimii Ars. Gor. Nevra OZTURK e
tesekkiirii bir borg bilirim.

Tezimin gergeklestirilmesinde ve yazimindaki her tiirli destegi ve ilgisinden
dolay1 degerli arkadasim Ismail BAYRAKTAR’a ve yardimlarindan dolayi
arkadaslarim Fatma CETINYUREK ve Cagdas SUNNAya tesekkiir ederim.

Ayrica bu c¢alismaya “Dogal ve Sentetik Antioksidan Bilesiklerin Antioksidan
Kapasitelerinin Karsilastirilmas1” basglikli FEF-10011 No’lu arastirma projesi
olarak maddi destek saglayan Adnan Menderes Universitesi Rektorliigi’ne ve
olanaklarindan yararlandigim Kimya Boliimii’ne tesekkiir ederim.

Calismalarim, egitimim ve daha da Onemlisi hayatim boyunca beni anlayis ve
hosgorii ile karsilayan, maddi ve manevi yardimlar1 ile destek olan aileme
minnettar oldugumu belirtmek isterim.

Rukiye YAVASER
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirlerinin asirt miktarda iretilmesi durumunda organizmalarin
dogal antioksidan savunma sistemleri devreye girerek canliyr bu durumdan
kurtarmak tizere antioksidan bilesikler iiretir (Rice-Evans vd., 1997). Sekonder
metabolit olarak adlandirilan bu bilesikler ozellikle bitkiler tarafindan bolca
dretilir. Genel olarak fenolik bilesikler sinifinda olan bu metabolitler insanlar
tarafindan beslenme yoluyla tiiketildiginde antioksidan aktivitelerini insan
viicudunda da gosterebilirler (Chaudiere ve Iliou, 1999). Bu nedenle son yillarda
insanlar  tarafindan besin  kaynakli dogal antioksidanlarin  alinmasi
ozendirilmektedir. Ote yandan antioksidan bilesikleri bolca igeren bitki
ekstraktlarinin (Karagozler vd., 2008) besin endiistrisinde koruyucu madde olarak
kullanilmasi da son yillarda oldukg¢a sik rastlanan bir uygulamadir. Bununla
beraber, besin teknolojisinde besinlerin uzun siire dayanikliligini saglamak igin
katk1 maddesi olarak sentetik antioksidanlar da kullanilir. Bu sentetik
antioksidanlarin  koruyucu 6zellikleri ¢ok yiiksek olmakla birlikte dogal
olmamalar1 nedeniyle insan sagligi agisindan zararli olabilecekleri konusunda da
tartismalar vardir (Pokorny, 2007). Dogal antioksidanlarin antioksidan
Ozelliklerinin molekiiler yapilariyla alakali oldugu ¢esitli ¢alismalarda
bildirilmistir (Rice-Evans vd.,1997; Pannala vd., 2001; Apak vd.,2007).

Antioksidanlar serbest radikalleri giderme/uzaklagtirma yetenekleri nedeniyle son
yillarda insan beslenmesinde incelenen Onemli arastirma konularmdan birini
olusturmaktadir. Ayrica besin teknolojisinde besinlerin uzun siire bozunmadan
saklanabilmesi i¢in sentetik ve dogal antioksidanlarla muamele standart bir islem
olarak uygulanmaktadir. Besinlere ilave edilen antioksidan o6zellikli bilesikler
sentetik (BHT, BHA gibi) olabilecegi gibi genellikle bitkilerden elde edilen dogal
antioksidan bilesikler (rutin, katekol gibi) de olabilir. Bu bilesiklerin hem besin
koruma oOzellikleri hem de metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak
davramp hiicreyi oksitleyici maddelere kars1 koruma 6zellikleri bilinmektedir.

Bilesiklerin antioksidan o6zelliklerini belirlemede ¢esitli analitik yontemler
uygulanir. Bu yontemlerde kimyasal prensipler gecerli olup bir antioksidan,
secilen bir O6lgme yoOntemi ile yiiksek antioksidan aktivite gosterirken aymi
antioksidan diger bir yontemle daha diisiik bir aktivite gosterebilir. Bu nedenle
sentetik veya dogal antioksidanlarin antioksidan kapasitelerinin tespitinde ve
karsilastirmalarda en az iki yontem kullanilarak ¢aligilmalidir.



Antioksidan kapasiteyi 6lgmek igin gelistirilmis yirmi civarinda analitik yontem
mevcuttur. Onceki literatiir ¢alismalar1 bir antioksidan bilesigin bir yontemle
Olgiilen antioksidan kapasitesinin diger bir yontemle Olgiilene kiyasla farkli
olabilecegini gostermektedir (Huang, 2005). Bu nedenle, bir bilesige ‘antioksidan
kapasitesi yiiksek’ 6zelligi yakistirabilmek i¢in birden fazla yontemle tayininin
yapilmasi ve diger bilesiklerle karsilagtirilmasi gerekir.

Karsilastirma sentetik ve dogal antioksidanlar arasinda yapildiginda, daha ucuz ve
daha kolay elde edilebilir olmalar1 nedeniyle besin endiistrisinde ¢ok¢a kullanilan
sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecek dogal antioksidanlarin tespit
edilmesi miimkiin olabilir.

Bu tezin amaci besin endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlar ile belirli
bilesik smiflarmi temsilen segilen dogal antioksidan bilesiklerin segilmis
antioksidan tayin yontemleri ile antioksidan kapasitelerini belirlemek ve
karsilastirmaktir.

1.1 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller atomik ya da molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektrona sahip atom ya da molekiillerdir. Bu ortaklanmamig
elektron(lar) serbest radikale biiyiik 6lglide reaktivite kazandirir. Serbest radikaller
kiiglik molekiillerdir, diisiik aktivasyon enerjisine sahiptirler ve kisa omiirliidiirler.
Boyutlarmin kiigiik olmas1 hiicre membranlarindan kolaylikla gegmelerine olanak
saglar (Jensen, 2003).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri veya diger serbest radikaller ile antioksidan
sistem arasinda olusan dengesizliktir ve bu dengesizlik hiicrenin 6nemli
kisimlarinda geri doniisiimsiiz hasarlara neden olabilir.

Oksidatif stresin insan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri onemli bir aragtirma
konusu haline gelmistir. Metabolik yollarla ya da dis kaynakli faktorlerin etkisi ile
viicutta olusan siliperoksit anyonu (O, "), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen
peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri ile enzimatik ya da enzimatik olmayan
antioksidan bilesikler arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur.

Oksijen aerobik yasam i¢in en 6nemli elementtir. Bununla birlikte, bir dizi toksik
kimyasal reaksiyonda da yer almaktadir. Oksijenden tiireyen radikaller canli



sistemlerde olusan radikal tiirlerin en 6nemli simifidir ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olarak adlandirilmaktadir. Siiperoksit (02"), hidroksil (OH") ve hidrojen
peroksit (H,O,) formundaki reaktif oksijen tiirleri normal metabolik reaksiyonlar
ya da eksojen faktorler ve ajanlar ile de olusturulabilir.

Oksidatif fosforilasyon solunum dongiisiiniin sonucu olarak salinan serbest oksijen
radikalleri DNA, protein, lipid ve karbohidratlar gibi makromolekiillere saldirarak,
sonucta hiicre yaslanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, mutajenik degisiklikler ve
kanserli tiimorlerin biiylimesi gibi zararli etkilere yol agabilirler. Antioksidanlar,
reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ile reaksiyona girmeleri nedeniyle bu tiir
istenmeyen degisiklikler ve saglik riskleri ile savagsmanin en etkili yoludur.

Atmosferik oksijen ile bir organik bilesik arasinda gerg¢eklesen kimyasal reaksiyon
genelde ‘otooksidasyon’ olarak tanimlanir. Otooksidasyon lipid igeren besin
maddelerini etkiler. Lipid peroksidasyonu besin maddelerinin islenmesi, dagitimi
ve depolanmasi sirasinda organoleptik bozunmanin temel nedenidir. Bu yiizden
besinlerin bu tiir bozunmaya karsi korunmasi besin endiistrisi i¢in ekonomik ve
besinsel agidan biiyiik 6nem tagimaktadir (van den Berg vd., 1999).

Diyete (doymamis yag asitleri tiiketimi, sebze ve meyve bakimindan fakir
beslenme gidalarin uygun kosullarda hazirlanmamasi vb.) ve c¢evresel faktorlere
(sigara, hava kirliligi, radyasyon gibi) bagl olarak viicutta oksidatif strese neden
oldugu bilinen radikal ve radikal olmayan karakterdeki reaktif tiirler Cizelge
1.1.de gosterilmistir:



Cizelge 1.1. Oksidatif strese neden olan reaktif tiirler (Halliwell, 2001)

Radikaller Radikal olmayanlar

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) Hidrojen peroksit (H,O,)

Stiperoksit (O,™) Hipobroméz asit (HOBr)

Hidroksil (OH") Ozon (Os)

Hidroperoksil (HO") Singlet oksijen (O,')

Lipid peroksil (LO,") Lipid peroksitler (LOOH)

Lipid alkoksil (LO") Maillard reaksiyonu iirtinleri

Reaktif kloriir tiirleri (RCS) Hipokloréz asit (HOCI)

Atomik klor (CI") Nitril kloriir (NO,C1)
Kloraminler

Reaktif azot tiirleri (RNS) Nitroz asit (HNO,)

Nitrik oksit (NO") Nitrozil katyonu (NO")

Azot dioksit (NO;") Nitroksil anyonu (NO)
Diazot tetraoksit (N,O,)
Diazot trioksit (N,O3)
Peroksinitrit (ONOQO")
Peroksinitréz asit (ONOOH)
Nitril katyonu (NO,")
Alkil peroksinitritler (ROONO)
Nitril kloriir (NO,C1)

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut
radikalleri sliplirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle
fenolik fonksiyon tastyan molekiillerdir (Kahkénen vd., 1999). Antioksidanlar,
yiikseltgenebilen substratlara oranla daha diisiik derisimlerde, substratin
prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engeller ya da
geciktirirler.



Prooksidanlar (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) ise lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda
cesitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol acgan toksik maddelerdir. Bu
tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar1 6nemli
kilmaktadir (Cao ve Prior, 1999). Ciinkii antioksidanlar, prooksidanlari etkin bir
sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirtinlere doniistiiriirler.

Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢ozlniirliikkleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan
elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan iiretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve
A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada
meyve ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda
ters orantili bir iliski oldugu saptanmustir (Giiglii vd., 2009). Antioksidanlarin en
onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu bilesikler oksidatif sistemde
farkli sekillerde davranabilirler. Ornegin; singlet oksijeni soniime ugratarak
oksijen derisimini diisiirebilirler. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri
tutma 6zelligini kullanarak zincir reaksiyonlarinin baslamasini 6nlerler, metal iyon
katalizorlerini baglarlar (Shahidi, 1996).

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincir reaksiyonlarmi
(6rnegin lipidlerin  oksidatif parcalanmasina yol agan radikalik zincir
reaksiyonunu) koparmalar1 sirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu
nedenle antioksidanlar  yiikseltgenebilen maddeyi (Ornegin  biyolojik
makromolekiilleri) yalniz sinirli bir zaman i¢in koruyabilir ve belli bir noktadan
sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam eder.
Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya elektron
dondr araglar1 olarak indirgeme potansiyelleri genellikle onlarin serbest radikal
tutucu olarak gostermis olduklar1 potansiyel ile ifade edilir (Giiglii vd., 2009).

Zincir koparict antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde antioksidanin hem
molekiil basma verebildigi elektron ya da giderebildigi serbest radikal sayis1 (yani
reaksiyon stokiyometrisi), hem de reaksiyon hiz1 (kinetik) 6nemlidir (Rice-Evans
vd., 1997).



Zincir koparici antioksidan aktivite su mekanizma ile gergeklesir:
L'+AH—->LH+ A’
LO"+ AH— LOH + A’
LOO" + AH — LOOH + A’

Radikalik reaksiyonun baslamasi veya uzamasi antioksidan molekiil (AH)
tarafindan inhibe edilmektedir. Burada L" lipid, LO" alkoksil, LOO" ise peroksil
radikallerini simgelemektedir. Bu mekanizma {zerinden etkinlik gosteren
antioksidanlar “primer antioksidanlar’ olarak adlandirilirlar.

Diger yandan ‘sekonder antioksidanlar’ olarak adlandirilan bilesikler ise
oksidasyon hizini diisiiriirler ve genellikle Fenton-tipi reaksiyonlar1 inhibe etmeye
calisirlar (Apak vd., 2007). Fenton reaksiyonu hidroksil radikallerinin olusmasimna
neden olan bir reaksiyondur (Graf vd., 1984).

Fe’" + H,0, — Fe*" + OH" + OH~

Bir antioksidanin aktivitesi su faktorler ile belirlenir:

1. Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterebildigi reaktivite (Genelde
indirgeme potansiyeline baglidir).

2. Antioksidandan tiireyen radikalin akibeti.

3. Diger antioksidanlarla etkilesim yetenegi.
Gegis metali selatlama potansiyeli (Rice-Evans vd., 1997).

1.2.1. Antioksidanlarin Simflandirilmasi

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal ftriinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur (Rice-Evans vd, 1997). Bu sistemler
asagida gosterildigi gibi dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar:



Antioksidanlar
/ ~
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
o o BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan g;zlto(l){li;ﬁﬁszgh
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin B-Karoten
Glutatyon-S-transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 1.1. Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Dogal antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve non-enzimatik (enzimatik
olmayan) antioksidanlar olarak smiflandirilabilir.

1.2.1.1. Dogal Antioksidanlar:

Enzimatik antioksidanlar: Hiicre i¢cinde cesitli mekanizmalarla olusan radikaller
bazi enzimler tarafindan giderilir. Pek ¢ok enzim dogrudan veya dolayli olarak
serbest radikalleri giderme mekanizmasina katkida bulunursa da bunlarin i¢inde en
onemlilerinin ¢calisma mekanizmalar1 asagidaki gibidir:

Stiperoksit Dismutaz (SOD) : Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) siiperoksitin
hidrojen peroksit ve oksijene tek elektronlu dismutasyonunu katalizler (Chaudiere
ve Iliou, 1999).

SOD
20,"+2H° — " H,0,+0,



Insan hiicrelerinde &zellikle sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu iceren Cu-Zn-
SOD ile manganez iyonu igeren mitokondrial Mn-SOD olmak tizere SOD'un iki

izoenzimi bulunur.

Katalaz (CAT): Katalaz (E.C.1.11.1.6) enzimi dort alt tiniteden olusmus, her bir alt
iinitesinde bir hem [Fe(Ill)-protoporfirin] grubu bulunduran 240,000 dalton
molekiil agirliginda tetramerik yapiya sahip bir proteindir. Her aerobik hiicre bu
enzimi bulundurur. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositler
katalazin en fazla aktivite gosterdigi yerlerdir. CAT, % 80 oraninda
peroksizomlarda ve % 20 oraninda sitozolde bulunur (Ozkan vd., 2000).

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi, su ve oksijene doniistiirerek etkisiz hale getirir.
SOD aktivitesi sonucu olusan H,O, bir radikal olmamasima ragmen en reaktif tir
olan OH" radikalinin Onciisii oldugu igin oksidatif hasara neden olabilir. Bu
ylizden katalaz, hidrojen peroksitin iki elektronunun su ve oksijene
dismutasyonunu katalizleyerek hidrojen peroksit derisimini azaltmaya calisir.

CAT
2 H,0; ———» 2H,0+ 0O,

Ayrica disilik hidrojen peroksit derisiminde askorbat ve fenol gibi indirgeyici ko-
substratlar1 kullanarak peroksidaz olarak davranir.

CAT
RHXH + H,0, —» RX+2H,0

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Selenoenzimler sinifindan olan glutatyon peroksidaz
(E.C.1.11.1.4), H,O, varliginda hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur.
Bu reaksiyonda hidrojen peroksit suya ve organik hidroperoksitler alkole
indirgenirken, glutatyon (GSH) ise okside glutatyona (GSSG) ylikseltgenir

(Chaudiere ve Iliou, 1999) .
GPx
H,0,+2GSH — GSSG + 2H,0

GPx
ROOH+2GSH —» ROH + H,0 + GSSG

Glutatyon Rediiktaz (GR) . Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7), GPx vasitasiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar
indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii katalize eder (Pektag, 2009).

GR
GSSG + NADPH + H ——— 2GSH + NADP"



Glutatyon-S-Transferaz (GST): Glutatyon-S-transferazlar (E.C. 2.5.1.18) basta
arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlerine karsi
selenyum-bagimsiz  GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma
mekanizmasi1 olustururlar. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona
sahiptirler. Bunlarin hem detoksifiye edici hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici
rolleri vardir (Pektas, 2009).

GST
ROOH +2 GSH ——» GSSG + ROH + H,0

Non- Enzimatik (Enzimatik Olmayan) Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar, bitki veya hayvan dokularmda
bulunan ya da bitkisel veya hayvansal kaynakli bilesiklerin pisirilmesi veya islem
gormesi sonucu olusan maddelerdir. Hemen hemen tiim bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunurlar (Goriinmezoglu,
2008).

Dogal antioksidanlarin ¢ogu fenolik bilesiklerdir ve en Onemlileri arasmda
askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve flavonoidler bulunmaktadir.

Askorbik asit (C Vitamini): Suda ¢oziinebilir diisik molekiil agirlikli bu
antioksidan kollajen sentezi, demir absorpsiyonu ve hiicrelerin indirgenmis
durumunun korunmasinda gereklidir (Antmen, 2005). C Vitamini, suda ¢6ziinen
bir vitamindir. Bu nedenle idrarla atilir ve viicutta depolanmaz dolayisiyla her giin
disaridan alinmasi gereken vitaminlerdendir.

Tokoferoller (E Vitamini): Dogada a, B, v, & olmak {izere dort farkli formda
bulunur. Biyolojik olarak en yaygin ve en aktif E vitamini sekli d-a-tokoferoldiir.
Yagda c¢oziinen fakat suda ¢Oziinmeyen bu bilesikler oksijen bulunmayan
ortamlarda asit ve sicakliga dayaniklidir. Eslesmemis elektronlarla reaksiyona
giren ve indirgeyebilen hidroksil grubu igerir. Radikal reaksiyonlari sirasinda
zincir kirict etkiye sahiptir (Antmen, 2005).
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Karotenoidler: Bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sari
pigmentlerdir. Karotenoidlerin bitkilerde ¢icek ve meyvelere rengini verme ve
fotosenteze yardimeci pigment olmak iizere iki ana fonksiyonu vardir.
Karotenoidler olduk¢a kompleks yapili molekiillerdir, sekiz tane bes karbonlu
izoprenoid biriminin bir araya gelmesiyle olusan 40 C’lu polienlerdir. Dogada
karotenoidlerin ¢ogu antioksidan aktivite gostermektedir (Colli, 2007).

Polifenoller: Bitkiler aleminde ve insan beslenmesinin tamaminda yer alan en
genis fitokimyasal kategorileri arasinda yer alir. Diyetle alinan fenolik bilesikler
fenolik asitler, fenolik polimerler (genelde taninler olarak bilinir) ve flavonoidleri
icerir. Bu bilesiklerin yapilar1 asagida gosterilmistir.

Polifenoller
| |
1 1 1
Flavonoid Flavonoidler Fenolik asitler
olmayan
|
Hidrolizlenebilir || Flavonoller Hidroksibenzoik
taninler asitler
| Flavonlar Hidroksisinnamik
asitler
|| Izoflavonlar
|| Flavanonlar
|__| Antosiyaninler
|| Flavanoller

Sekil 1.2. Polifenolik bilesiklerin siniflandirilmasi
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Fenolik asitler hidroksibenzoik ve hidroksinnamik asitleri iceren bir grup
olustururlar. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel
gidalarda genelde az miktarda bulunurlar. Bunlar gallik asit, vanilik asitler gibi
asitlerdir. Hidroksisinnamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina baglanan OH™ grubunun konumu ve yapisina gore farkl
Ozellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlar; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
ve o-kumarik asitlerdir.

OH
R1 R2
HO
COOH
COOH Rl
Hidroksisinnamik asit Hidroksibenzoik asit

Fenolik polimerler (6rnegin kondanse-yogunlastirilmis taninler) yiiksek molekiil
agirligina sahip bilesiklerdir.

Tanin
Flavonoidler bitki fenollerinin en genis ve en ¢ok ¢alisilmis grubunu olustururlar.
Flavonoidlerin genel yapisi asagida gosterilmigtir:

Glniimiizde 4000°den fazla flavonoid belirlenmistir. Flavonoidler C6-C3-C6
karbon iskeleti ile karakterize edilirler (Peterson ve Dwyer, 1998). Molekiil
yapilarmda bir aromatik halka (A), bir heterosiklik halka (C) ve buna bagh ikinci
bir aromatik halka (B) bulundururlar. Aromatik halkalara bagl ¢ok sayida
hidroksil grubu igerebilirler ki bu gruplar flavonoidlerin antioksidan aktivitelerini
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belirlemektedir. Ayrica orto-pozisyonunda ikinci bir hidroksil grubunun
bulunmas: katekol halkasi olusturmakta ve —OH bagi disosiasyon (ayrigma)
entalpisini diislirerek peroksil radikallerine hidrojen atomu transfer hizin

artirmaktadir.

Flavonoidlerin en yaygin simfi flavonollerdir ve en 6nemli bilesikleri kuersetin,
kuersetin glikoziti olan rutin, kaempferol, mirisetin ve izoramnetindir.

Flavonol

Flavon simifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz,
kereviz ve zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar. Yiksek derisimlerde
bulunduklarinda ya da metal iyonlar1 ile kompleks olusturduklarinda bitkiye renk

vermektedirler (Peterson, vd., 1998).

OH

OH
Flavon

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarin en bilinen bilesikleri genistein ve daidzein
olup baklagiller ve soya fasiilyesinde fazla miktarda bulunmaktadirlar.

Izoflavon
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Flavonlarin dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. Greyfurt ve portakalda bol
miktarda bulunurlar.

HO

Flavanon

Antosiyaninler, ¢icek, meyve ve sebzelerde bulunan ve bitkilere kirmizi, mavi ve
mor renk veren pigmentlerdir. Uziim ve kizilcik gibi meyvelerde yiiksek oranda
bulunan antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir. Bitkilere verdikleri renk
tonu ve yapilar1 pH ve ko-pigmentlere bagh olarak degismektedir (Clifford, 2000).

Antosiyanin

Flavanoller (flavan-3-oller) ise flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En énemlileri
katekin ve epikatekindir. Katekin ve epikatekinin gallik asitle kombinasyonlari
sonucu bu bilesiklerin gallatlari olusur. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ¢ay, kirmizi
sarap, seftalide fazla miktarda, ayrica beyaz sarap ve elmada bulunurlar.

Flavanoller
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Asagidaki 6zelliklerden bir ya da daha fazlasma sahip yapida olan flavonoidler
oldukea yiiksek antioksidan etki gosterirler.

a) Radikal formun daha yiiksek kararliligmmi saglayan ve elektron
delokalizasyonuna katilan, B halkasindaki o-dihidroksi yapisi (Ayni zamanda bu
yapidan kararl 3',4'-dikinonlar olusur.).

b) 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag, C halkasinin 4. karbon atomunda
keto grubunun olusmasmi saglar ve bu da B halkasinda radikalin elektron
delokalizasyonunu artirir.  Antioksidan gii¢, aromatik ¢ekirdegin elektron
delokalizasyonuna baglidir. Bu bilesikler serbest radikallerle reaksiyona girdiginde
iiretilen fenoksil radikalleri aromatik ¢ekirdegin rezonans etkisiyle kararli hale
getirilir. 2,3-¢ifte bagi, tiim molekiildeki rezonansi arttirir.

¢) C halkasinin 4. karbon atomunda keto grubu ile beraber C ve A halkalarmdaki
3. ve 5. pozisyondaki hidroksil gruplar1 maksimum radikal siiplirme potansiyeli
icin gereklidir. Ayn1 zamanda 5-hidroksi-4-keto grubu giiglii bir metal selatlayici
olarak da antioksidan etkinlige katkida bulunur (Cos vd., 1998; Yildiz, 2007).

1.2.1.2. Sentetik Antioksidanlar

Biyomolekiilleri oksidatif hasardan koruyan ve organizmanin kendisinin
sentezledigi ya da digsaridan alinan antioksidanlara olan ilgi son yillarda giderek
artmaktadir. Bir¢ok arastirmaci antioksidan aktivitesi yiiksek ve organizmaya
zarar1 olmayan sentetik bilesiklerin arayisi igerisindedir.

Yaglarin oksidasyon mekanizmalarinin anlasilmasi ile birlikte oksidasyonu
Onlemek amaciyla antioksidan iiretimi konusunda pek c¢ok calisma
gergeklestirilmistir. Bu amacla tokoferoller ve askorbik asidin dogala &zdes
formlar1 veya tiirevleri laboratuarda sentezlendigi gibi dogal yapi ile ilgisi
olmayan yapay antioksidanlar da tiretilmistir. 1940’11 yillardan beri yiizlerce yapay
antioksidan madde sentezlenmesine karsin, bunlarn ancak az bir kismu
giinlimiizde kullanilmaktadir (Eken, 2007).

Sentetik antioksidanlar dogal antioksidanlarm sadece bir analogunu (tipini)
olustururlar ve dogal antioksidanin en etkin analogunu taklit edecek sekilde
gelistirilirler. Ornegin E vitamininin dogada 4 adet analogunun bulundugu
bilinmektedir. Bunlar o, B, y ve & formlaridir. Tiim izomerlerin birlikte bulunmasi
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E vitamininin ¢oziiniirliiglinii artirir ve daha fazla antioksidan aktivitenin
gerceklesmesini saglar. Bu olaya ‘sinerjizm’ adi verilmektedir. Bu yiizden dogal
antioksidanlar analog ya da izomerler grubu olarak bulunmaktadirlar.

1.3. Dogal ve Sentetik Antioksidanlarin Karsilastirilmasi

Besinlerde ve besinler alindiktan sonra canli iginde olusan serbest lipid
radikallerinin yliksek derisimi nedeniyle antioksidanlar insan beslenmesinin en
onemli konularindan birisi haline gelmistir.

Gidalarda kullanilacak antioksidanlarin sahip olmasi gereken temel ozellikler
sunlardir:

¢ insan saglig1 icin zararsiz olmal,

¢ Cok kii¢iik miktarlarda kullanilmali, béylece maliyeti arttirmamali,
¢ Gidanin dogal koku, goriiniis ve tadin1 bozmamali,

¢ Koruyacagi madde i¢inde ¢oziinmeli veya iyice karismali,

¢ Normal iiretim sirasinda etkisini kaybetmemelidir (6zellikle yiiksek sicaklik
uygulamalarinda) (Sezgin, 2006).

Depolama, 1sitma ve sindirim sonucu lipid serbest radikallerin miktar1 da
artmaktadir.  Antioksidanlar, lipid oksidasyonunu engellemekte veya
geciktirmektedir.

Boylece hem gidalarin kalitesi korunmakta hem de raf omrii uzamaktadir. Bu
amagla gidalara biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA) ve tersiyer biitilhidroksikinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar
eklenmektedir.

Ancak, son yillarda elde edilen bulgular sentetik antioksidanlarin toksisite
gosterebilecegini, yiikksek maliyet gerektirdigini ve dogal antioksidanlara gore
daha az etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu nedenle o6zellikle besinlerle
almabilecek dogal antioksidanlar hem ekonomik hem de daha fazla antioksidan
aktivite gosterdiginden bu bilesiklere yonelik arayis oldukga artmustir. Gliniimiizde
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besin ve ilaglara ilave edilen stabilize edici sentetik antioksidan bilesiklerin
kullanimi zararh etkilerinden dolay1 yasal olarak sinirlanmakta ve bunlarin yerine
dogal antioksidan bilesikler tercih edilmektedir. Ayrica sentetik antioksidanlarin
karaciger, akciger ve bagirsak hasarlarina neden oldugu (Wanasundara ve Shahidi,
1998) ve karsinojenik etkiye sahip oldugu goézlenmis ve bu nedenle dogal
antioksidanlara olan ilgi artmistir. Sentetik bilesikler yerine dogal iriinlerin
kullanilmasina yonelik ilginin giderek artmasi bitkiler lizerindeki ¢alisma sayisinin
artmasina neden olmustur.

1.4. Cahismada Kullanilan Sentetik Antioksidan Molekiiller

1.4.1. BHA (Biitillenmis hidroksianisol)

OH
CH3
C/ CH
— wh3
%
CH;
H,CO

Sentetik bir antioksidan olan BHA, (2- tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 3-
tersiyer-butil-4-hidroksianisol karigimi; C;1H;60,), beyaz, mumsu kati bir yapiya
sahip, hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢06ziinebilen ancak suda
¢Oziinemeyen bir antioksidan olarak tanimlanmaktadir.

Bu antioksidanin gidalarda kullanimina ilk olarak 1948 yilinda ABD’de izin
verilmis olup giiniimiizde pek c¢ok iilkede gida olarak tiiketilen kati ve sivi
yaglarda kullanilmaktadir. Yapisindaki hidroksil grubuna karsi orto- veya meta-
pozisyonunda yer alan tersiyer biitil grup nedeni ile BHA’ya ‘engelleyici fenol’
adi verilmektedir. Bu sterik engellemenin, tersiyer biitil grubun fenolik yapimin
antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu nedenle BHA min
bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu one siiriilmektedir (Eken,
2007).
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1.4.2. BHT (Biitilenmis hidroksitoluen)

CH, OH

CHs

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidanlardandir. BHT ilk defa
soya yagimin otoksidasyonunda bozunma {iriinleri tayin edilerek fark edilmistir.
BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle verdigi
reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder (C6llii, 2007).

1.4.3. Etoksikuin
H
rL CH,
| CHs
=
HaCCH,O
CHs

Etoksikuin (1,2-dihidro-6-etoksi-2,2,4-trimetilkuinolin; C;4H;oNO) lipid peroksil
radikallerini siliplirme yeteneginden dolay1 ozellikle kati yaglar ve hayvan
gidalarinda stabilize edici olarak kullanilirlar. Fakat asir1 derecede kullanildiginda
ransidite ve otooksidasyona neden olur.

Bu sentetik antioksidan bilesigin kimyasal faktorlerin neden oldugu kansere karsi
koruma saglamasina ragmen, hayvanlarda ve insanlarda yan etkilere de yol agtig1
rapor edilmistir (Bohne vd., 2008).
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1.4.4. Propil Gallat

o OCH,CH,CH
X gotipiy

HO OH
CH

Propil gallat (propil 3,4,5-trihidroksibenzoat; Ci0H;,Os) beyaz ve kokusuz toz
halde bulunan bir maddedir. Yiyeceklerin, yaglarin ve medikal preparatlarin
tazeligini, besin degerini, aromasi ve rengini korumak ve dengelemek igin
yaygin olarak kullanilan bir antioksidandir. Etanolde yiiksek oranda ¢oziiniirken,
suda az ¢Oziiniir. Yapilan ¢alismalar sonucu propil gallatin mide-bagirsak yolunda
absorplandigi belirlenmistir (Zurita vd., 2007).

1.5. Cahsmada Kullanilan Dogal Antioksidan Molekiiller

QOH

HO 8] ‘.\\G[
- QOH
“iom

OH

1.5.1. Epikatekin

Daha ¢ok yesil cayda bulunan katekinler sinifindan bir flavanol olan epikatekin
antioksidan, anti-obezite, hipolipidemik ve antikanserojen aktivitesi ile oldukea
bliyiik ilgi g¢ekmektedir. Protein tirozin birimlerini  peroksinitritlere karsi
korumaktadir (Schroeder vd., 2001).

1.5.2. Fisetin

Bir flavonol olan fisetin [2-(3,4-dihidroksifenil)-3,7-dihidroksikromenon-4-
on;CisH100¢] yiyeceklerde bulunusu ve biyolojik aktivitesi ile goze ¢arpar.
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Antioksidan aktivitesini, insanlardaki diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’in
oksidasyonunu in vitro kosullarda inhibe ederek gosterir.

Fisetin lipolizde doz ve zamana bagimli bir artig gosterir. Ayrica antiinflamatuar
Ozellikte oldugu tespit edilmistir. Fisetin, lizozomal enzim salgilanmasini ve rat
nétrofillerinde arasidonik asit salimini engelleyen potansiyel bir inhibitordiir.
Memelilerdeki 5-lipoksigenaz ve siklooksigenaz enzimlerini inhibe eder (Jimenez
vd., 1998).

1.5.3. Flavon

2-Fenil-4H-1-benzopiran-4-on olarak adlandirilan flavon, flavonoidlerin temel
yapisint olusturmaktadir. Fakat yapisinda hidroksil grubu bulundurmadigi igin
antioksidan aktivite gosterememekte ve bunun i¢in genellikle tirevleri
sentezlenmektedir.

1.5.4. Gallik asit

COOH

HO OH
OH

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C;HgOs), hidroksibenzoik asitler
smifindandir ve taninlerin asidik veya bazik hidrolizi ile elde edilebilir.

Gallik asit 6zellikle yesil ¢ay olmak iizere bitkilerden ekstrakte edilebilen dogal bir
antioksidandir. Gidalarda, ilaglarda ve kozmetikte lipid peroksidasyonu ve
¢lirimenin neden oldugu bozulmalar1 engellemek igin kullanilmaktadir (Curcio
vd., 2009). Ayrica gallik asitin antimikrobiyal aktivite gosterdigi de g6z Oniine
almarak baslangic maddesi gallik asit olan yeni gida katki maddeleri
gelistirilmektedir (Strlic vd., 2002).
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1.5.5. Kaempferol

Dogal bir antioksidan bilesik olan kaempferol, (3,3',5,7,tetrahidroksiflavon;
Ci5H1¢0g), flavonol sinifinda yer alir. Yesil ¢ayda ve dutsu meyvelerde bulunur.

P | . COOH
T
HO

aH

1.5.6. Kafeik Asit

Kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit; CoHgO,4) ay¢icegi tohumlarinda ve ay
cekirdeginde en fazla bulunan hidroksisinnamik asittir ve bitki proteininin
¢ozinilrligini oldukca fazla etkilemektedir. Ayrica patateste de bulunur ve
patateste enzimatik esmerlesme reaksiyonundan sorumludur ve antioksidan olarak
davramir (Chen ve Ho, 1997).

Kafeik asidin, diisiik yogunluklu lipoproteindeki a-tokoferolii korudugu
diisiiniilmektedir. Kafeik asit ve tiirevleri polifenol oksidazlar igin iyi birer
substrattirlar ve uygun kosullar altinda bitki dokularinda oksitlenebilirler (Giilgin
vd., 2006).

1.5.7. Karnosol

Karnosol [(epoksimetano)fenantren-12-on; C,0H,504)], bir diterpen laktondur ve
cesitli biyolojik aktiviteler gosterir. Antiseptik ve antienflamatuar etkilerinin yani
sira antikanserojen oOzellikleri ile birlikte gii¢lii antioksidan o6zellikler gosterir
(Luxenburger, 2003).
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1.5.8. Klorojenik Asit

OH
i
(JZ*CH:CH OH
Q
H
HOOC H
OH OH
HO

Klorojenik  asit  [1,3,4,5-tetrahidroksisikloheksankarboksilik  asit  3-(3,4-
dihidroksisinnamat); CisH;309] meyve, sebze, siyah ¢ay ve bazi Cin ilaglarinda
bulunan bir tiir hidroksisinnamik asit tiirevidir. Sadece antioksidan fonksiyonuna
sahip olmayip; aymi zamanda hipertansiyonu Onleyici, bitkilerin ¢igeklenmesini
tetikleyici ve tripsin, amilaz ve bazi diger enzimlerin aktivitelerini etkileyici
Ozelliklere sahiptir. Klorojenik asit ¢ig kahvenin aci tadini olusturan baslica
bilesendir. Cesitli tattaki hazir kahvelerin yapiminda klorojenik asidin
eliminasyonu etkili olmaktadir (Wang vd., 2007).

1.5.9. Kuersetin

Dogal bir flavonol tiirevi olan kuersetin [2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-
4H-kromen-4-on; C;sH;00-] iyi bilinen bir antioksidandir. Oksidatif stresin neden
oldugu hasarlara kars1 hiicreyi korumada reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesi ve
metal katyonlarmin selatlanmasi {izerinden etkilidir (Sakanashi vd., 2008).

Dogada en bol bulunan flavonoidlerden biri olan kuersetin 6-31 mg/giin diizeyinde
diyetle almabilir. Kuersetin sogan, elma, lahana ve cayda yiiksek miktarda
bulunmaktadir.
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1.5.10. Luteolin

Bitkisel kokenli bir polifenolik bilesik olan luteolin [2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-
dihidroksi-4-kromenon; C;sH;O¢], flavonoidlerin flavon alt smifina aittir ve
genellikle kereviz, yesilbiber, perilla (biftekotu) yapragi ve papatya c¢ayinda
glikozillenmis formda bulunur. Antimutajenik, timdr olusumunu engelleyici,
pihtilasmay1 Onleyici, antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklerinin yaninda
antibakteriyel etkilere de sahiptir (Lv vd., 2009).

1.5.11. Mirisetin

Yukarida molekiil formiili verilen mirisetin [3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-
trihidroksifenil)-4-kromenon); C;sH;¢Og] hidroksil gruplari ile siibstitiie olmus
dogal bir flavonoldur. Dogada yaygin olarak g¢ay, meyve, sebze ve medikal
bitkilerde bulunur. Meyve, sebze ve dutsu meyvelerde serbest aglikonlardan
ziyade glikozitler formundadir ve meyvedeki orani meyve olgunlastikca artar.

Mirisetin giinliik hayatta ¢ay, sarap, meyve ve sebze tiiketimi ile alinmaktadir.
Alman mirisetinin bir kismui gastrointestinal sistemde absorplanirken kalan kismi
gastrointestinal flora tarafindan metabolize edilir.

Yillar boyunca arastirmacilar tarafindan mirisetinin antiinflamatuar ve
antikarsinojik etkileri, antioksidan potansiyeli, terapotik uygulamalar1 ve
trombosit pihtilasmasini (platelet agregatlasmasi) onlemedeki etkileri iizerinde
calisilmigtir. Mirisetinin medikal uygulamalar1 antioksidan 6zelligini ortaya
koymaktadir. Mirisetinin gerek enzimatik gerekse non-enzimatik sistemler yoluyla
olusan radikalleri siipiirebildigi bildirilmistir (Ong ve Khoo, 1997).
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1.5.12. Naringenin

Naringenin turunggillerde bol miktarda (meyve suyunda 8 mg/L) bulunan bir
flavanondur. Zayif bir antioksidan olarak bilinen bu bilesik fenil halkasinda C3
pozisyonunda hidroksil grubu bulundurmaz. Bu konumdaki hidroksil grubu
flavonol oksidasyonunun baslama safhalar1 i¢in 6nemlidir. Yapi-fonksiyon iligkisi
g0z Oniine alindiginda bu durum naringeninin antioksidan aktivitesinin diisiik
oldugunu agiklamaktadir (Prasetyo vd., 2011).

1.5.13. Rutin

OH

Rutin (kuersetin-3-ramnozil glikozit; C,7H30016) dogal bir flavonol tiirevidir. 19.
yiizyilda karabugdayda kesfedilmistir. Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan
diisiik molekiil agirlikli bir polifenolik bilesiktir. Karabugdayimn rutin alimi igin
major besin oldugu diisliniilmektedir.

Rutin antialerjik, antiinflamatuar ve vasoaktif, antitimor, antibakteriyel, antiviral
ve antiprotozoal 6zellikleri gibi farmakolojik aktiviteleri dolayisiyla tedavi amagli
olarak olduke¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Yang vd., 2008).
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1.5.14. Sinnamik asit

OH

3-fenil-2-propenoik asit (zrans-sinnamik asit; CoHgO,) olarak da adlandirilan bu
fenolik asit, bitkilerde seker, organik asit veya yaglarla birlesmis veya esterleri
halinde bulunur ve aralarinda etkili bir donlisiim goériillmektedir. Meyve, sebze,
cicek, tohum ve sarap, c¢ay, kahve, zeytinyagi gibi bitki tiirevli iriinlerde
bulunmaktadir (Herrmann, 1989).

1.5.15. Siyanidin Kkloriir

Siyanidin kloriir, 3,5,7,3',4'-pentahidroksi-1-benzopirilyum kloriir bilesiminde bir
antosiyanidin olup bunun 3 ve 5 nolu karbon atomlarma bagli hidroksil gruplarinin
B-glikozitler halinde seker gruplarina baglanmasiyla bir antosiyanin olan siyanidin
kloriir olusur ki bu sonuncu bilesik kirmiz1 giil ve gelincik yapraklarinda ve diger
bir¢ok ¢igekte bulunur (Kebiroglu, 2006).

Siyanidinler bitkilerde en yaygmn bulunan antosiyaninlerdir. Tahil, meyve, sebze
ve kirmizi sarapta yaygin olarak bulunuslari nedeniyle bitkisel temelli diyetle
onemli oranda tiiketilmektedirler (Galvano vd., 2004).

1.5.16. Taksifolin
O OH
HO E @] oH
OH

OH O

Taksifolin [(2 R, 3 R)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-2,3-dihidro kromen-
4-on; C;sH1»0/] bir flavanondur. Viicuttaki serbest radikalleri yok eder, kilcal
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damarlarin gegirmezlik 6zelligini ve elastisitesini etkili bir sekilde artirir.
Taksifolin diger antioksidanlarla karsilastirildiginda fark edilebilir derecede
yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Hayvansal ve bitkisel yaglarin, siit tozunun
ve sekerlemelerin raf 6mriinii uzatmaktadir.

Taksifolin embriyotoksik degildir. Sakatliga, asir1 duyarlilik ya da mutasyonlara
yol agmaz. Taksifolinin ayrica antiviral etkileri de rapor edilmistir. Dahasi,
taksifolin insan karacigerinde yag sentezini engellemekte ve fosfodiesterazi aktive
etmektedir. Taksifolin tiirevleri kalorisiz tatlandiricilar olarak kullanilir. Besin
endiistrisinde yaygin olarak dogal antioksidan katki maddesi olarak kullanilir
(Wang vd., 2011).

1.5.17. Vitamin A

HaC CHs oG HsC
k- OH

CH,

CyH;300 kapali formiiliine sahip olan Vitamin A yumurta sarisinda bol bulunusu
ile arastirilmus ve lipidde ¢oziinebilir bir fraksiyonunun oldugu belirlenmistir.
Basta balikyagi ve karaciger olmak lizere, bobrek, siit, yumurta sarisi, bugday,
havu¢, mantar, baklagiller, fistik, ceviz ve domates gibi besinlerle alinabilir.
Vitamin A yapisal olarak karotenlerle iliskilidir. Karotenler karacigerde A
vitaminine doniistiiriiliir (Palace vd., 1999).

1.5.18. Vitamin C ( Askorbik asit)

CH,OH

HCOH

o
220

HO OH

Vitamin C (askorbik asit; CcHgOg) alt1 karbonlu bir laktondur. Memelilerde insan
hari¢ ¢ogu hayvan bu vitamini karacigerde ya da bdobreklerde (kuslar ve
siiriingenler) glukozdan sentezler. Cilek, portakal, kivi, kirmiz1 ve yesilbiber,
domates ve patates iyi birer C vitamini kaynagidirlar.
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Vitamin C elektron dondériidiir. Bir antioksidan veya indirgeyici ajan olarak C3-C4
bagindan iki elektron verir ve serbest askorbat radikalini olusturur. Bu radikal
kararl degildir ve diger bilesiklerle reaksiyona girmez. Bu 6zellikler Vitamin C’yi
ideal bir elektron dondrii kilar.

Askorbik asit memelilerde sekiz farkli enzimin, mayada ise li¢ farkli enzimin
kofaktorii olarak gorev alir. Intraseliiler olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
mRNA translasyonu, intraseliiler proteinlerin oksidatif hasara kars1 korunmasi gibi
antioksidatif etkileri vardir. Diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu in vitro
kosullarda Onler. Plazmada sulu fazdaki peroksil radikallerinin siipiiriilmesi ve
lipid peroksidasyon firiinlerinin uzaklastirilmasi igin birincil antioksidan olarak
sayilabilir (Padayatty vd., 2001).

1.5.19. Vitamin E (a-tokoferol)

Yukarida kimyasal yapisi gosterilen E vitamini hiicrelerde bulunan ve lipitde
¢Ozlinebilen bir antioksidandir. Dogada yan zincirlerinin doygunlugu ve
metilasyonu bakimindan birbirinden farkli o, B, v, ve d-tokoferol ile a, B, vy, ve d-
tokotrienol isminde 8 tip Vitamin E bulunur. Plazmada baskin olarak bulunan ve
en yliksek antioksidan aktiviteye sahip olani ise a- tokoferoldiir.

Vitamin E, insan viicudu i¢in esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu
nedenle disaridan alinmasi gerekir. Hiicre membranimin yapist ve fonksiyonu
agisindan 6nemli olan doymamis yag asitlerinin korunmasinda rol oynar (Caylak,
2011).



Cizelge 1.2. Antioksidan aktivitesi incelenen bilesikler ve yapisal dzellikleri

27

Antioksidan Simfi Tiirii Referans

BHA Fenolik bilesik Sentetik  Hocman, 1988.

BHT Fenolik bilesik Sentetik  Hocman, 1988.
Etoksikuin Fenolik bilesik Sentetik  Bohne vd., 2008.
Propil gallat Fenolik bilesik Sentetik  Ni vd., 2000.
Epikatekin Flavanol Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Fisetin Flavonol Dogal Jimenez, 1998.
Flavon Flavon Dogal Skerget vd., 2005.
Gallik asit Hidroksibenzoik asit  Dogal Strlic vd., 2002.
Kaempferol Flavanol Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Kafeik asit Hidroksisinnamik asit Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Karnosol Lakton Dogal Luxenburger, 2003.
Klorojenik asit ~ Hidroksisinnamik asit Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Kuersetin Flavanol Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Luteolin Flavon Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Mirisetin Flavonol Dogal Ong ve Khoo, 1997.
Naringenin Flavanon Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Rutin Flavon Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Sinnamik asit Hidroksisinnamik asit Dogal Natella, 1999.
Siyanidin kloriir Antosiyanin Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Taksifolin Flavanon Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Vitamin A Vitamin Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Vitamin C Vitamin Dogal Rice-Evans vd., 1997.
Vitamin E Vitamin Dogal Rice-Evans vd., 1997.
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1.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin 6nemlerinin anlagilmasi ile bu konuda yapilan ¢alismalarm sayis1
gilin gectikge artis gostermistir. Antioksidan aktivite tayin yontemleri iki temel
prensibe dayanir. Bunlardan birincisi ‘Hidrojen Atom Transferi’ni (HAT) temel
alan analizler, ikincisi ise ‘Elektron Transferi’ni (ET) temel alan analizlerdir. HAT
reaksiyon mekanizmasina dayali baglica analizler oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) ve radikal-tutuklama antioksidan parametresi (TRAP)’dir. ET
reaksiyon mekanizmasina dayali baslica analizler ise, ferrik tiyosiyanat (FTC)
yontemi ile total antioksidan aktivite tayin yontemi, Troloks esdegeri antioksidan
kapasite yontemi (ABTS/TEAC), kuprik iyon (Cu®") indirgeme antioksidan
kapasite yontemi (CUPRAC), demir iyonlarini indirgeme antioksidan kapasitesi
yontemi (FRAP) ve DPPH radikal siipiiriici aktivite tayini ve toplam fenolik
madde miktar1 analizi i¢in uygulanan Folin-Ciocalteu yontemidir (Apak wvd.,
2007).

HAT’ne dayanan yontemler antioksidanin H-atomu vererek serbest radikalleri
(genellikle peroksil radikallerini) siiplirme yetenegini Ol¢er. Antioksidan etki
fenolden (Ar-OH) bir hidrojen atomunun (H") peroksil radikaline (ROQ") transferi
ile gergeklesir.

ROO" +AH/ArOH — ROOH+A"/ArO*

ET mekanizmasina dayanan yontemlerin etki mekanizmasinda gergeklesen
reaksiyonlar ise sunlardir:

ROO+AH/ArOH — ROO +AH"" /ArOH"
AH " /ArOH" + H,0 — A" /ArO" +H;0"
ROO + H;0" <> ROOH + H,0O

ET yontemleri HAT yontemlerine gore daha yavas gerceklesir ve ¢oziicli-pH
faktorlerinden etkilenir. Spektrofotometrik ET yontemleri indirgendigi zaman renk
degistiren oksidanin antioksidan tarafindan ne kadar giiclii indirgenebildigini
Olger. Renk degisimi calisilan dalga boyunda absorbansin artmasi ya da azalmasi
ile ifade edilebilir (Apak vd., 2007).
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1.6.1. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite Tayini
(FTC)

Bu metot doymamis bir yag asidi olan linoleik asidin fosfat tamponu ile
olusturulan emiilsiyon ortaminda 40°C’de oksijen ile inkiibasyonunda olusan lipid
peroksidin  miktarmin O6l¢iimiine dayanmaktadir. Yiiksek absorbans diisiik
antioksidan aktiviteyi, diisiik absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir.
Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid peroksit iiriinii olusamaz ve
derisimi dolayisiyla absorbansi diisiik ¢ikar. Asagidaki reaksiyonda gosterilen
yolla olusan kirmizi-pembe renkli FeSCN®" kompleksinin 500 nm’de
absorbansmin Ol¢iilmesi ile antioksidan bilesigin lipid peroksidasyonunu ne
derecede etkiledigi belirlenebilir.

LOOH + Fe¥ —— LO+OH + Fe**

Fe’" + NH,SCN == FeSCN*' + NH,"

1.6.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bitki 6rnekleri i¢in en
yaygmn kullanilan antioksidan yontemlerinden biridir. DPPH" (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) hidrojen atomu verebilen bilesiklerle tepkimeye girebilen kararl bir
radikaldir ve 517 nm'de maksimum absorbans olusturmaktadir.

Asagida DPPH radikalinin yapist ve antioksidan ile verdigi reaksiyon

goriilmektedir:

‘/\\\} S (‘j\ R
&ﬁij\N/@ ‘ M// N/O
Iy &

+ Antioksidan (AH) —»

OzN-_ =, _MNO>

2

NO,

Indirgenmis DPPH
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Antioksidanlarla muamele, DPPH’ten kaynaklanan mor rengin siddetinin
azalmasina ve absorbansin diismesine sebep olacaktir. Farkli 6rnek derigimleri ile
muamele edilen DPPH"’in absorbansindaki degisim Olgiilerek derisime karsilik
gelen absorbanslarla grafik cizilerek y=axtb denkleminde DPPH’ derisimini
yariya diisiiren ornek miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve ICsy degeri olarak
ifade edilmektedir.

Antioksidan aktivite baslangictaki DPPH derisiminin % 50 azalmasi i¢in harcanan
antioksidan miktarin1 ifade eden ICs, (etkin derisim) degeri ile verilir (Brand-
Williams vd., 1995).

DPPH radikal siipiiriicti aktivite tayininde antioksidan etkinlik ortam sicakliginda
Olciiliir ve bu nedenle test edilen molekiillerin termal bozunma riski ortadan
kaldirilmis olur. Bununla birlikte antioksidan ve DPPH radikali arasindaki
reaksiyon mekanizmasi antioksidanin yapisal konformasyonunun degismesine
dayanir (Bondet vd., 1997).

Bu metodun 6nemli bir dezavantaji ise biiyiik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalari nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu
metotta antioksidan molekiiliin yapis1 ve boyutu test sonucunu etkilemektedir.

Bazi bilesikler igerdikleri hidroksil grubu sayisina gore DPPH" ile ¢ok g¢abuk
etkilesirler. Fakat incelenen bilesiklerin ¢ogunda reaksiyonlarin daha yavas ve
mekanizmanin daha kompleks oldugu sanilmaktadir. DPPH" ile antioksidan
bilesik arasinda gerceklesen reaksiyon asagidaki gibidir:

DPPH" + ArOH -» DPPH + ArO'+ H

1.6.3. indirgeme Giicii Tayini

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan bu metoda gore indirgeme giicii, incelenen
bilesigin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermektedir. Asagidaki
reaksiyonda gosterildigi gibi Fe’'—Fe*" indirgenmesi ile meydana gelen renk
degisimi 700 nm’de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme potansiyeli
yiiksek ve aym zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilagtirilmak suretiyle yorumlanir.
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LOOH + Fe'" —» LOO"+H' +Fe*'

1.6.4. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC)

TEAC yontemi orijinal olarak 1993°de Miller vd. tarafindan uzun émiirlii radikal
anyonlarin siipiirilmesine dayanarak belirlenmistir. Bu yoOntemde hidrojen
peroksit varliginda metmiyoglobinin peroksidaz aktivitesi ile ABTS [2,2'-azinobis
(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)] radikalleri olusturulur ve antioksidan
etkisiyle radikal olusumundaki azalma 734 nm’de ol¢iiliir (van den Berg vd.,
1999). Orijinal yontemde ABTS radikal katyonu, H,O, ve metmiyoglobinin
reaksiyona girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesim
sonucu olusmaktadir. ABTS'™ radikal katyonunun karakteristik absorbsiyon
spektrumu 660, 734, 820 nm’de maksimum vermektedir (Rice-Evans ve Miller,
1984).

TEAC yontemi daha sonra Re vd. (1999) tarafindan modifiye edilmistir. Bu
gelistirilmis metot, ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gergeklesen reaksiyon
sonucu mavi/yesil ABTS"" kromoforunu olusturur. Yani sisteme antioksidan ilave
edilmeden once radikal katyonu olusturulmaktadir. Asagida molekiil yapisi verilen
ABTS radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir.

HO,S s s SO5H
=Y
! A
Et Et

Gelistirilen metodun orijinal metottan farki hem lipofilik hem hidrofilik
antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi
olmasidir.

ABTS radikal katyonunun olusumu ve ortama antioksidan ilave edilmesi ile
gerceklesen reaksiyon soyledir (Apak vd., 2007):

ABTS + KzSzOg — KzSzOg + ABTS'+
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ABTS "+ ArOH — ABTS + ArO" + H'

Troloks [(£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E
vitamininin suda ¢oziiniir esdegeridir (Re vd., 1999). Troloks canli sistemlerde
dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan aktivite
tayin yonteminde standart olarak kullanilir. Genellikle belli bir derisim araliginda
Troloks antioksidan olarak kullanilarak bir standart calisma grafigi hazirlanir ve
incelenen bilesigin antioksidan aktivitesi bu grafikten yararlanilarak Troloks
esdegeri olarak hesaplanir (Ardag, 2008).

Troloks bilesiginin molekiil yapisi asagida verilmistir:

CH;
HO 0

OH
H3C o}

CH
CH;, )

TEAC metodunun diger bir modifikasyonu van den Berg vd. (1999) tarafindan
gelistirilmistir. Bu ¢alismada bir azo bilesigi olan 2,2'-azobis-(2-amidinopropan)
HCI1 (ABAP) kullanilarak ABTS™ radikal anyonu olusturulmustur.

Yontemde antioksidanlar radikalin olusmasindan once eklenmektedir. Boylece
radikal olusumuna etki edecek bilesiklerin girisimi onlenmektedir. Bu yontemde
de hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasite 6l¢iilebilmektedir.
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1.6.5. Kuprik iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

CUPRAC yonteminde kromojenik indirgeyici ajan bis(neokuproin) bakir(Il)
selatidir. Bu reaktif pH 7,0’de kullaniglidir. Polifenollerin oksidasyonu ile Cu(II)-
neokuproin selatt 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu(I)-neokuproin
selatina indirgenir.

i — 24
I'\. f-f(ff Oksitlenmis

Antioksidan Antioksidan
CH3 SN A

\ L
a @
\\_/(_ )

Acik mavi CUPRAC reaktifi Sarn-turuncu iiriin

Bu yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme potansiyeli 6lgiilmek suretiyle bitki
ckstraktlarinda ve insan serumunda (Apak vd., 2004; 2005) total antioksidan
kapasite tayini i¢in gelistirilmis ve bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite tayini
olarak isimlendirilmistir. Bu yontemle hem hidrofilik hem lipofilik
antioksidanlarin toplam antioksidan kapasitesi kolaylikla tayin edilebilmektedir.

Yeni gelistirilen CUPRAC yo6nteminde kullanilan kromojenik oksidasyon reaktifi
olan bis(neokuproin)-Cu(Il) kloriir ile antioksidan polifenol arasindaki reaksiyon
asagidaki gibi gergeklesir:

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc)," + Ar(0),+2nH'

Bu reaksiyonda, Ar(O), hidroksi grubu iceren antioksidan polifenolden olusan
kinonu ifade etmektedir. Tepkime sonunda iki proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH),
yapisinda bulunan hidroksil grubu kinon formuna doniismektedir. Cu(II)-Nc ise
450 nm’de maksimum absorbans veren siddetli renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc
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selatina doniismektedir. Bu reaksiyonda, n-OH grubu igeren antioksidan karakterli
bilesikler, 2n-elektron donorii olarak hareket etmektedir (Apak vd., 2004).

Cizelge 1.3. Calisilan antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan aktivite

Olcii hsilan dalga b
tayin yéntemi Olciilen parametre Cahsilan dalga boyu
f{g}‘r}[k T.l ylo sllyatnallt Linoleik asidin fosfat

ontemi rie - otal emiilsiyonunun 500 nm
Antioksidan Kapasite eroksidasvonu
Tayini (FTC) p M
DPPH radikalinin
. . ... .. antioksidan molekiil
iig\l{litg?r(:kianliSupurucu tarafindan siipiiriilmesi 517 nm
y sonucu renk siddetindeki

azalma
‘ Fe*'—Fe’" indirgenmesi ile
Indirgeme Giicii Tayini  olusan sar1 — yesil renk 700 nm

degisimi

ABTS ve KzSzOg,in

. . reaksiyonu ile edilen ABTS""
TEAC (Troloks Esdegeri iy /1inin antioksidan
Antioksidan Kapasite) bilesik tarafindan 730 nm
Tayin stipiiriilmesi ile renk

siddetinin azalmasi
Kuprik i'yon indirggme Bis(neokuproin)-Cu(II)

Antioksidan Kapasite klortir ile antioksidan 450 nm
Tayini (CUPRAC) polifenol arasindaki

reaksiyon ile renk degisimi
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2. KAYNAK OZETLERI

Antioksidanlarin kullaniminin giin gegtikge artmasi bu bilesikler lizerinde yapilan
calisma sayismin da artmasma neden olmustur. Bu c¢alismalarda antioksidan
bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin Gl¢iilebilmesi i¢in gelistirilmis metotlar ve
bu metotlarin kimyasal temelleri belirlenmekte ve antioksidan aktivite terimine
daha iyi bir agiklama getirilmektedir.

Miller vd. (1993) antioksidan kapasitenin Olgiilebilmesi i¢in yeni bir metot
gelistirmigsler ve bu metodu prematiire bebeklerde antioksidan statiiniin
belirlenmesinde kullanmislardir. ABTS " radikal katyonunun absorbansini temel
alan bu yontem ile viicut sivilarinin ve ilag ¢ozeltilerinin antioksidan kapasitesini
O0lcmek miimkiindiir. Bu nedenle metot farmakolojik ve gida uygulamalar
acisindan  biiyiilk Onem tasimaktadir. Fizyolojik antioksidan bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri ve ilaglarm ABTS""  radikal katyonunu siipiirme
yetenekleri 1 mmol Troloks’a esdeger olarak verildiginden TEAC (Troloks
Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini) yontemi olarak adlandirilmaktadir.

Re vd. (1999) flavonoidler, hidroksisinnamatlar, karotenoidler ve plazma
antioksidanlarin1 iceren hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara
uygulanabilen yeni bir renk giderimi yontemi ortaya koymuslardir. Bu yontemde
ABTS potasyum persiilfat ile oksitlenip hidrojen donérii olan bir antioksidan
varhiginda indirgenmektedir.

Huang vd. (2005) antioksidan kapasite tayin yontemlerinin kimyasal temelini
arastirmuglardir. Bu yontemler gergeklesen reaksiyonlara gore HAT temelli ve ET
temelli olmak tizere iki gruba ayrilmistir. HAT temelli yontemde antioksidan ve
oksidan bilesik azo bilesiklerinin dekompozisyonu sonucu olusan peroksil
radikalleri i¢in birbirleriyle yarigmaktadir. ET temelli yontemlerde ise oksidan
madde, antioksidan bilesik tarafindan indirgenmekte ve meydana gelen renk
degisiminin Olcililmesi ile antioksidan kapasite belirlenmektedir. Antioksidan
bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesinde en az iki yOntemin uygulanmasi
gerektigi belirlenmistir.
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MacDonalds-Wicks vd. (2006) tarimsal firiinlere deger kazandirmanin,
fonksiyonel 6zellik ya da antioksidan bakimindan zengin gidalar gelistirmekle
mimkiin oldugunu belirtmislerdir. Bu islem antioksidanin bol bulundugu
kaynaklardan ekstraksiyonu ve gidaya ilave edilmeden once in vitro ve in vivo
kosullarda test edilmesini gerektirmektedir. /n vivo kosullarda yapilan testler
biliyiik maliyet getirdigi i¢in genellikle in vitro kosullarda yapilan testler tercih
edilmektedir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi igin tek bir test uygulamak
antioksidan aktiviteyi dogru bir bigimde yansitmayacaktir. Bu nedenle antioksidan
bilesigin indirgeme yetenegini dlgen ET yontemleri ya da hidrojen atomu transfer
yetenegini dlgen HAT yontemlerinin temel alindigi en az iki yontem kullanilarak
antioksidan aktivite belirlenmelidir.

Pokorny (2007), bati {ilkelerinde polienoik yag asitlerinin beslenmede ¢ok
kullanildigin1 fakat bu yag asitlerinin kolayca serbest radikallere oksitlenebildigini
belirtmistir. Tiketicilerin sentetik antioksidanlar yerine dogal antioksidanlari
tercih etmelerini duygusal nedenlere baglamistir. Cilinkii antioksidanlarin sadece
bir kismi in vivo kosullarda absorplanarak serbest radikal siipiiriicii olarak
kullanilmaktadir. Dogal antioksidanlar gidalara sentetik antioksidanlardan daha
fazla miktarda eklenebilir ¢linkii daha az aktiftirler. Fakat asil aktivite baz1 belli
kosullara ve besin bilesimine baglidir. Dogal antioksidanlarin giivenirlik sinirlari
heniiz bilinmedigi i¢in en iyi korumanin diyetle yiiksek oranda polienoik yaglar
almak yerine oleik yaglarin alinmasi ve gidalar1 otooksidasyona karsi korumak
icin baska alternatif yollarm denenmesi gerektigini ortaya koymustur.

Pokorny (2008) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada bitki fenoliklerinin dogal
antioksidanlarin en 6nemli grubu oldugu ve insan beslenmesinde giinde yaklasik 1
g kadar tiiketildigi belirtilmistir. Baharatlarda, c¢ay yapraklarinda, kavrulmus
kahvede, kakao tanelerinde ve kirmizi sarapta yiikksek oranda bulunan bu
bilesiklerin sentetik antioksidanlarla neredeyse ayni oranda toksik oldugu ayrica
asir1 antioksidan tiiketiminin glivenilir bir durum olmadig: bildirilmistir.

Ayrica farkli molekiil yapilarina sahip antioksidan bilesiklerin aktiviteleri arasinda
cesitli antioksidan aktivite tayin yontemleri kullanilarak yapilan karsilagtirmalar
dogal antioksidanlarin aralarinda ya da sentetik antioksidanlara gore ne oOlciide
etkin olduklarim1 belirlemede ve aymi zamanda yapi-fonksiyon iligskisinin



37

aydinlatilmasinda yararli olmaktadir. Bu amagla yapilan bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir.

Chen ve Ho (1997) kafeik asit ve onun hidroksisinnamik asit tiirevlerinin
antioksidan 6zelliklerini incelemislerdir. Kafeik asit ile kuinik asidin esteri olan
klorojenik asidin seker birimi icermesinden dolay1 kafeik asitten daha az aktivite
gosterdigi belirlenmistir.

Meyer vd. (1998), antioksidan aktivite {izerine kimyasal yapiin etkisini
arastirmislardir. In  vitro kosullarda insan LDL’sinin bakir katalizli
oksidasyonunun katekin, kuersetin, siyanidin, kafeik asit ve elajik asit tarafindan
inhibisyonunu incelemislerdir. Bu bes bitkisel fenolik madde benzer orto-
dihidroksi yapiya sahiptir. Antioksidan aktivitenin katekin>siyanidin~kafeik asit>
kuersetin>elajik asit sirasmi takip ettigi bildirilmistir. Ayrica bu fenolik bilesikler
arasindaki sinerjik ya da antagonist etkilerin incelenebilmesi ic¢in bilesiklerden
ikisi veya Ucii karistirilarak 20 farkli kompozisyonda ornekler hazirlanmis ve
analizlenmistir. Tiim karigimlar antioksidan aktivitede artis gosterirken sadece
elajik asit- katekin karigimu elajik asitteki karbonil gruplari arasindaki H-baglar1 ve
katekindeki orto-hidroksil gruplari nedeniyle antogonist etki yaratmustir.

Palace vd. (1998) tarafindan A vitamini ve Kkarotenoidlerin antioksidan
potansiyelleri incelendiginde A vitamininin E vitamininden 3 kat daha az etki
gosterdigi  belirlenmistir. Fakat bu vitaminler birlikte bulunduklarinda lipid
peroksidasyonuna dayanikliligin saglanmasinda sinerjist bir etki gosterdikleri
saptanmuistir.

Hongyu (1999) tarafindan flavonoid antioksidanlarin yapi-aktivite iliskileri
incelendiginde orto- konumundaki flavonoid hidroksillerin serbest oksijen
radikallerini siipiirme etkilerinin meta- konumundaki hidroksillere oranla daha
fazla oldugu belirtilmistir. Orto-hidroksi yapilari molekiil i¢i hidrojen baglar ile
kararli hale gelebilmektedir. Ayrica C halkasinin B halkasini ¢ok az etkiledigi ve
cogu flavonoidde B halkasindaki hidroksil gruplar1 orto- konumunda bulundugu
icin bu gruplarin serbest oksijen radikallerini sitiplirme aktivitelerinin daha fazla
oldugu savunulmaktadir.

Lien vd. (1999) kuersetin, mirisetin ve kaempferoliin molekiil yapilar1 ile TEAC
yontemi uygulanarak  belirlenen antioksidan kapasite iliskilerini
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karsilastirmuslardir. Bu bilesiklerin, yapilarinda farkli sayida hidroksil grubu
bulundurduklari gériilmiistiir. Kuersetin, mirisetin, ve kaempferol i¢in elde edilen
TEAC degerleri sirasiyla 4,7; 3,10 ve 1,34’tiir. Mirisetinden daha az sayida
hidroksil grubu igeren kuersetinin TEAC degerinin mirisetinden daha yiiksek
bulunmasi, hidroksil grubu arttikca antioksidan kapasitenin artmasi gerektigi
diisiincesinin her zaman gegerli bir durum olmadigini gdstermistir. Bu farkliligin
nedeninin biiyiik olasilikla hidroksil gruplarmin sayist yaninda konumlarmin farkl
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Fukumoto ve Mazza (2000), antosiyanidin/antosiyanin yapisindaki bazi fenolik
bilesikler ve se¢ilen dutsu meyve ekstraktlarma DPPH yontemini uygulamustir.
Yapilan c¢alisma sonucu diisiik derisimlerde ¢ogu fenolik bilesigin sentetik
antioksidanlar olan BHA ve BHT’nin aksine pro-oksidan aktivite gosterdigini
ortaya koymustur.

Burda ve Oleszek (2001) flavonoidlerin antioksidan ve antiradikal aktivitelerini
arastrmislar ve BHT’nin o-tokoferolden daha etkin oldugunu goérmiiglerdir.
Ayrica flavonol smifindan olan fisetin, kuersetin ve kaempferolin C3
pozisyonunda bulundurduklar1 hidroksil grubu nedeniyle B-karoten oksidasyonunu
yiiksek derecede inhibe ettikleri belirlenmistir.

Pannala vd. (2001) flavonoidlerin kimyasal ve antioksidatif o6zelliklerini
incelemislerdir. B halkasindaki orto-hidroksi yapit ve C halkasindaki 4-okso
fonksiyonu ile konjuge olmus 2,3 ¢ift bagin serbest radikal siipiiriicii aktivitede rol
oynadigim1 belirtmisler ve bu o6zellikten yararlanarak flavonoidlerin ABTS"
siipiirme aktivitelerini aragtirmiuglardir. Ayrica kaempferolin 4'-OH ve 3-OH
gruplarma bagl olarak yiiksek antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Yen vd. (2002), askorbik asit ve gallik asidin antioksidan ozelliklerini
arastrmuglardir. Her iki bilesigin indirgeme giicliniin derisimle dogru orantili
olarak arttigin1 belirlemislerdir. 4,17 mM derisimde askorbik asidin ve gallik
asidin DPPH radikalini swrasiyla % 42,1 ve % 43,9 oraninda siipiirdiigii
gOrilmiistiir.

Lo vd. (2002) biberiyeden ekstrakte edilen karnosol, karnosik asit, rosmarinik asit
ve ursolik asidin antioksidan aktivitelerini Ol¢miislerdir. DPPH serbest radikal
stipiiriicti aktivite tayininde karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asidin derisime
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bagh aktivite gosterdigi ve C ve E vitaminlerinden daha etkili olduklar
belirlenmistir. DPPH radikalini % 50 oraninda siipliren derisimler karnosol,
karnosik asit, rosmarinik asit ve ursolik asit i¢in sirasiyla 0,6 uM; 0,59 uM; 0,49
uM ve >10 uM olarak bulunmustur.

Cai vd. (2004) Cin’de bulunan 112 adet medikal bitkinin fenolik bilesiklerini ve
bunlarin  antioksidan aktivitesini incelemislerdir.  Yapi-aktivite iliskileri
incelendiginde genellikle aromatik halkada bulunan ve hidrojen atomu verebilen
hidroksil gruplari1 sayisinin ve konumunun, glikozillenme, -NH ve -SH gibi H-
donorii olan gruplarin varhiginin radikal siipiiriicii aktivite ve antioksidan aktivite
ile yakindan ilgili oldugu belirlenmistir. Ornegin kuersetin, mirisetin ve
kaempferol gibi ¢ok sayida —OH grubuna sahip olan flavonoller glikozillenmis
formlar1 olan rutin, mirisitrin ve astragalinden daha yiiksek aktivite
gostermiglerdir.

Galvano vd. (2004) siyanidinlerin metabolizmalarim1 ve biyolojik 6zelliklerini
incelemisler, bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerini ac¢iklamislardir. Elektron
eksikligi antosiyaninleri reaktif hale getirmektedir. Antosiyaninler pH ve sicakliga
karst ¢cok hassas olduklari i¢in bazi durumlarda kararsiz olabildikleri bilinse de
giiclii antioksidanlar smifinda yer almaktadirlar. Antosiyaninlerin antioksidan
Ozellikleri farkli kimyasal yapilarindan kaynaklanmaktadir. Aromatik halkadaki
kimyasal gruplarin pozisyonu ve tirii degistikce radikal molekiillerin
ortaklanmamis elektronlarini tutma yetenekleri de degismektedir.

Giil¢in (2006) ABTS ve DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayin yontemi, ferrik
tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan kapasite tayini, total indirgeme kapasitesi
ve metal selatlama aktivitesi yontemlerini kullanarak kafeik asidin antioksidan
etkilerini degerlendirmistir. Referans antioksidan bilesikler olarak o-tokoferol,
Troloks, BHA ve BHT’yi kullanmustir. 10 pg/mL ve 30 pg/mL derisimlerinde
kafeik asit linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu sirasiyla % 68,2 ve %
75,8 inhibe etmistir. 20 pg/mL derisimdeki BHA, BHT, a-tokoferol, ve troloks ise
% 74,4; % 71,2; % 54,7, % 20,1 inhibisyon gostermistir. DPPH radikal siipiiriicii
aktivite tayininde BHT > kafeik asit > BHA > a-tokoferol > Troloks (20 pg/mL) ;
ayni derisim araliginda ABTS radikalini siiplirme aktiviteleri i¢inse kafeik asit >
troloks > a-tokoferol seklinde bir siralama yapilmistir.
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Villafio vd. (2007) polifenolik bilesiklerin DPPH radikalini siipiirme etkinliklerini
incelemislerdir. Yapilarindaki hidroksil grubu sayisina bagli olarak en yiiksek
degerlere flavan-3-ollerde rastlanmustir. Gallik aside benzer bilesiklerin DPPH
radikalini biiyiik Ol¢iide siipiirdiikleri belirtilmistir. Gallik asit, kafeik asit,
epikatekin, kaempferol, kuersetin, mirisetin, rutin ve askorbik asit igin ICsg
degerleri sirasiyla 5,1; 12,1;4,5; 18,8; 5,5; 3,6; 5,3 ve 11,8 bulunmustur.

Yang vd. (2008) dogal bir flavon tiirevi olan rutinin in vifro antioksidan
ozelliklerini belirlemislerdir. Indirgeme giicii, DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve
total antioksidan aktivite (-karoten yontemine gore) tayinleri uygulanmis ve elde
edilen degerler BHT ve Vitamin C ile karsilastirilmistir. Rutinin indirgeme
giictiniin BHT ile neredeyse aynm1 oldugu fakat her ikisinin de Vitamin C’den daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan rutinin iyi bir DPPH radikali siipiiriiciisii
oldugu belirlenmis ve Vitamin C > rutin > BHT seklinde bir karsilastirma
yapilmstir. Antioksidan bilesigin linoleik asidin peroksidasyonunu ne derecede
Onledigini temel alan B-karoten total antioksidan kapasite tayininde ise rutinin
BHT den daha az total antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir.

Duan vd. (2007), Litchi (Litchi chinenesis Sonn.) meyvesi kabugu dokularindan
ekstrakte edilen antosiyaninlerin, kabuk renginin kahverengiye doniismesi ile ilgili
oldugunu belirtmisler ve bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir.
Antosiyaninler linoleik asit emiilsiyonunu oldukga gii¢lii bir derecede inhibe etmis
ve DPPH, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali siipiiriicti etkilerinin derisime
bagh olarak arttigmi rapor etmislerdir. 100 pg/mL derisimde antosiyaninler,
askorbik asit ve BHT ile indirgeme giigleri sirasiyla 3,70; 0,427; 0,148

bulunmustur.

Heo vd. (2007) fenolik bilesiklerin tek baslarina veya bir arada bulunmalarina gore
antioksidan aktivitede goriilen degisikleri incelemislerdir. Bu amagla sebze ve
meyvelerde bulunan klorojenik asit, siyanidin, epikatekin ve kuersetinin
antioksidan kapasitelerini TEAC yontemi ile belirlemisler ve bu fenolik
bilesiklerin tek baslarma daha Kkarakteristik aktivite gosterdikleri fakat farkli
bilesimlerde bir araya getirildiklerinde sinerjist bir etki olusturmadiklari
gOrilmiistiir.
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Marinova vd. (2009) kafeik asit ve klorojenik asitin antioksidan ozelliklerini
karsilastirmislardir. Bu asitlerin 2,8-56,5x10* M derisim araliginda 100°C’de
aycicegi vyagindaki triagilgliserollerin otooksidasyonuna etkileri incelenmis
2,85x10" M derisimde etkinliklerinin neredeyse aym fakat daha yiiksek
derisimlerde kafeik asitin daha etkin oldugu goriilmiistiir. Bu duruma neden olan
faktorler, asitlerin hidroperoksitlerle etkilesimlerinin spesifik olmas1 ve klorojenik
asitten olusan radikallerin zincir uzama sathasinin bir¢ok asamasinda yer almasi
fakat kafeik asitten tiireyen radikallerin tek bir reaksiyona girmeleridir.

Tabart vd. (2009) ¢esitli yontemlerle (TEAC, DPPH, ORAC, kirmizi kan hiicresi
hemolizi ve ESR) fenolik bilesikler, askorbik asit ve glutatyonun antioksidan
aktivitelerini 6lgmiisler ve TEAC yo6nteminde askorbik asidin Troloks’dan daha
az, kaempferoliin ve rutinin Troloks ile benzer, mirisetinin daha yiiksek aktivite
gosterdigi, antosiyaninler ve bir fenolik asit olan gallik asidin ise iki kat fazla
antioksidan etki gosterdigini belirlemislerdir. DPPH yonteminde ise flavonollerin
Troloksa yakin radikal siipiiriicii etkilerinin oldugu goriilmiistiir.

Krishnaiah vd. (2010) tibbi amagla kullanilan bazi bitkilerin ¢ok yiiksek
antioksidan potansiyeline sahip oldugu fikrinden yola ¢ikarak bu bitkilerin gévde,
kok, kabuk, yaprak, meyve ve tohumlar ile ¢alismuslar ve bir¢ok bitkisel tiiriin
BHT ve BHA gibi sentetik antioksidanlara benzer antioksidan aktivite
gosterdiklerini belirlemislerdir. Ayrica DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayininde
askorbik asidin BHT den daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Wanga vd. (2010) mirisetinin hiicreyi oksidatif strese karsi koruma giiciinii
Olgmiisler ve DPPH radikalini 5 pg/mL derisimde % 21; 10 pg/mL derisimde ise
% 54 oraninda siipiirdiigiinii belirlemislerdir.

Wang vd. (2011) toz haline getirilmis Larix gmelini (Rupr.) taksifolini ekstrakte
ederek antioksidan aktivitesini DPPH metodu ile incelemislerdir. Calisma
sonucunda 1 g taksifolinin 21,83 mmol askorbik asite karsiik geldigini ve
askorbik asitten dort kat daha fazla radikal siipiiriici aktivitesi oldugunu
gormiiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal ve Cihazlar

Etil alkol, metil alkol, kafeik asit, epikatekin, mirisetin, kuersetin, kaempferol,
gallik asit, siyanidin kloriir, retinol (Vitamin A), karnosol, BHT, a-tokoferol ve
luteolin, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), Troloks® [(z)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit] ve PBS Sigma (Steinheim, Almanya)’dan;
propil gallat, taksifolin, etoksikuin (pestanal), K3Fe(CN)s, askorbik asit, ABTS
[2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu], potasyum
persiilfat (K,S,0g), NaH,P04.2H,0 Fluka’dan (Buchs/Switzerland); naringenin,
bakir(I) kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0), neokuproin (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin),
BHA, flavon, klorojenik asit, sinnamik asit, demir (II) kloriir, fisetin Aldrich
(Milwaukee, WI, ABD)’den; FeCl;.6H,O, NH4Ac, NH4SCN, linoleik asit, HCI
Merck (Dramstadt, Almanya)’dan; glasiyel asetik asit ve TCA (trikloro asetik asit)
Carlo Erba (Rodano, italya)’dan; NaOH ve rutin Riedel-de Haén (Seelze,
Almanya)’dan temin edildi.

Deneylerde Memmert (WBU 45) isitici, Vestel (White FR 540) buzdolabi, Ohaus-
Pioneer (PA214C) 0,0001 g duyarlikta terazi, Hanna (pH 211) pH metre,
Memmert (WB14) c¢alkalamali su banyosu, Shimadzu (UV-1601)
Spektrofotometre, Heidolph (Reax Top) vorteks, Brand (Transferpette) otomatik
pipetler, Hanna (HI190M) manyetik karistirici, GFL (2001/4) saf su cihazi,
Millipore (Simplicity UV) ultra saf su cihazi kullanildi.

3.2.Yontem

3.2.1. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite Tayini
(FCR)

Total antioksidan aktivite tayini Saha vd. (2004)’e gore uygulandi. Antioksidan
aktivitesi incelenecek olan oOrneklerden 1,0’er mg alinip 1,0’er mL etanolde
¢ozildi. 2,51 mL linoleik asitin 100 mL etanoldeki emiilsiyonundan (0,081 M)
1,025 mL ilave edildi. Daha sonra 2,0 mL 0,04 M fosfat tamponu (PBS) (pH 7,4)
ve 0,975 mL distile su ilave edildi. Kontrol i¢in 6rnek ve ¢6zgen kullanilmayip 3,0
mL tampon ¢ozelti kullanildi. Hazirlanan ¢o6zeltiler 40 °C’de su banyosunda
inkiibasyona tabi tutuldu. Hazirlanan bu reaksiyon karisimindan ilk hazirlandigi
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andan itibaren 24 saat ara ile 100 pL alinip tizerlerine 9,7 mL etil alkol (kor i¢in
9,8 mL), 100’er pL demir (IT) kloriir (20 mM % 3,5’luk HCl i¢inde) ve amonyum
tiyosiyanat (% 30’luk) ilavesi ile olusan kompleksin vortekslenmesinden sonra
500 nm’de absorbansi Ol¢iildii. Bu isleme kontroliin absorbansinin maksimum
degerine ulastig1 ana (72. saat) kadar devam edildi. Islemler 3’er tekrarli (n=3)
yapildi. Zaman-absorbans grafikleri ¢izildi ve asagidaki formiilden antioksidan
aktivite hesaplandu.

AA=100 - (AA; — AAy) x 100
AA : Antioksidan aktivite
AAg: Ornek icin (t saatteki absorbans - sifirinci saatteki absorbans)

AAy: Kontrol i¢in (t saatteki absorbans - sifirmci saatteki absorbans)

3.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams vd. (1995)’a goére yapildi.
DPPH’in metanoldeki ¢ozeltisinden (1.0x10~ M) 1 mL alinarak tizerine 3 mL 0-
250 pg/mL derisim araliginda etanolde ¢o6ziilerek hazirlanmis 6rnek (antioksidan)
coOzeltisi eklendi ve vorteks ile siddetle calkalandi. Otuz dakika karanlikta
bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans okundu. Islemler 3 tekrarli (n=3)
yapildi. Yiizde inhibisyon (DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite) asagidaki formiilden
hesaplandi:

% Inhibisyon = [ Ak - Ag / A] x 100
Ak: Kontroliin absorbansi
Ag: Ornegin absorbansi

Farkli derisimlerle olgiilen absorbanslarla grafik ¢izildi. y= ax+b denkleminde
DPPH derisimini yariya diisiiren 6rnek miktar1 pg/mL cinsinden bulundu ve ICs,
degerleri hesaplandi.
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3.2.3. indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu (1986)’ya gére yapildi. Indirgeme giicii dlgiilecek
olan bilesiklerin 0,1-0,5 mM derisim araliginda stok ¢dzeltileri hazirlandi. Bu stok
¢ozeltilerden 500’er uL alinarak 15 mL’lik cam tiiplere kondu. Uzerlerine toplam
hacim 1,0 mL olacak sekilde distile su eklendi. Bu ¢6zeltilerin {izerine 2,5’er mL
pH 6,6 fosfat tamponu ve 2,5’er mL potasyum ferrisiyaniir (% 1°lik) ilave edilerek
50 °C’de 20 dakika bekletildi. Daha sonra 2,5 mL % 10’luk trikloroasetik asit
(TCA) ilave edildi. Buradan alinan 2,5 mL’lik 6rneklere 2,5 mL distile su ve 0,5
mL demir (IIT) kloriir (% 0,1°lik) ilavesi ile 700 nm’de absorbans okundu. 0,5 mM
derisimdeki 6rneklerin indirgeme giicii degerleri aym derisimdeki askorbik asidin
indirgeme giicii yiizdesi (% Askorbik asit) olarak hesaplandi. Islemler 3 tekrarh
olarak yapildi.

3.2.4. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC)

Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini, Miller vd., (1993) ve Dubeau vd.
(2010)’a gore baz1 degisiklikler uygulanarak yapildi. ABTS’nin distile sudaki
¢ozeltisi (0,0768 g/10 mL) ve potasyum persiilfat ¢ozeltisi (0,0132 g/10 mL)
karigtirildi. Cozelti oda sicakliginda karanlikta 12-16 saat mekanik karistiricida
bekletildi. Kullamma hazir hale gelen mavi yesil renkli ABTS radikal ¢6zeltisi,
730 nm’de absorpsiyon 0,700 £+ 0,010 olacak sekilde distile su ile 1:100 oraninda
seyreltildi. Kuvartz kiivete 1 mL seyreltilmis ABTS radikal ¢6zeltisinden ilave
edilip tzerine 0-250 puM derisim araliginda etanolde ¢oziilen antioksidan
¢ozeltilerinden 50 pL eklendi. Altinci dakika sonunda 730 nm’de absorbans
degerleri okundu. Islemler 3 tekrarli (n=3) yapildi. Altinc1 dakikadaki absorbans
degerinden (As) kontroliin absorbans degeri (Ag) ¢ikarilarak AA degerleri elde
edildi.

% Inhibisyon = [ Ax — Ag/ Ax] x 100
= [AA/ Ag]x 100

AA degerlerinden % inhibisyon degerleri yukaridaki formiil ile hesaplanarak
antioksidan derisimine kars1 grafige gecirildi. Grafiklerden elde edilen egimler
Troloks ile ¢izilen standart ¢alisma grafiginden elde edilen egime oranlanarak
incelenen her antioksidan bilesik i¢in TEACprs degerleri hesaplandi.
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3.2.5. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Kuprik iyon indirgeme antioksidan kapasite tayini Apak vd. (2004)’a gore yapild.
1,0x10% M CuCl,, 7,5x10° M neokuproin ¢ozeltileri ve 1,0 M amonyum asetat
tamponundan (pH 7,0) 1,0’er mL alind1. Uzerine son hacim 4,1 mL olacak sekilde,
0-100 pg/mL derisim araliginda etanolde ¢6ziilerek hazirlanan X mL antioksidan
¢ozeltisi ve (1-X) mL etanol ilave edilip iyice ¢alkalandi. Tiipler oda sicakliginda
agz1 kapali olarak 30 dakika bekletildikten sonra 450 nm’de absorbans okundu. Bu
yontemde standart olarak kullanilan Troloks i¢in derisim-absorbans standart
grafigi olusturuldu. Antioksidan aktivitesi incelenen her 6rnek i¢in derisime karsi
absorbans grafikleri ¢izildi. Antioksidan bilesiklerin grafiklerinden elde edilen
egimler Troloksa ait standart grafigin egimine oranlanarak TEACcyprac degerleri
hesapland. Islemler 3 tekrarh olarak yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite Tayini
(FTC) Sonuglan

Total antioksidan aktivitesi FTC yontemi Ol¢iilen tiim antioksidan bilesiklerin
zamana bagli absorbans 6l¢iimleri ve hesaplanan linoleik asit peroksidasyonunun
inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.
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/ —&— Flavon
/ Gallik asit
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Sekil 4.1. Linoleik asit peroksidasyonunun ¢alisma kapsamindaki dogal ve sentetik
antioksidan bilesikler tarafindan inhibisyonunun zamana bagh gelisimi
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Tiim bilesikler i¢in hesaplanan % inhibisyon degerleri Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calisma kapsamindaki antioksidan bilesiklerin FTC yontemi ile

hesaplanan total antioksidan aktiviteleri

Antioksidan Antioksidan aktivite £ SD (%)
» BHA 98,61 £ 0,04
€ BHT 99,51 + 0,81
S Etoksikuin 86,14 £ 0,99
“ Propil gallat 85,01 +0,89
Epikatekin 48,58 + 1,89
Fisetin 86,32 + 0,66
Flavon 42,33 +£3,78
Gallik asit 33,42 £3,11
Kaempferol 85,88 £ 0,62
Kafeik asit 32,55 +1,36
Karnosol 92,36 £ 0,17
Klorojenik asit 2491 +£2,32
= Kuersetin 92,91 £0,40
2P Luteolin 98,65 + 0,04
S Mirisetin 80,54 + 0,54
Naringenin 28,54 + 6,46
Rutin 70,46 £2.95
Sinnamik asit 10,48 £ 1,69
Siyanidin kloriir 60,52 + 1,98
Taksifolin 30,51 £ 1,22
Vitamin A 18,95 + 1,49
Vitamin C 68,79 + 0,99
Vitamin E 91,61 £ 0,60

Ferrik tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan aktivite tayini (FTC) bir

antioksidanin lipid peroksidasyonunu ne derecede engelledigini 6l¢en ET esasl bir

yontemdir. Calismamizda kullanilan sentetik antioksidanlar ortamdaki lipidlerin

peroksidasyonunu % 85’in iizerinde inhibe ederken, dogal antioksidanlarin

Ozellikle luteolin en fazla olmak lizere kuersetin, karnosol, Vitamin E ve fisetinin

sentetik antioksidanlarla kiyaslanabilir diizeyde antioksidan aktiviteye sahip

olduklar1 goériilmiistiir. Bu molekiiller yapilarinda 2 ve 3. karbonlar arasinda ¢ift

bag bulundururlar bdylece elektron delokalizasyonu ve antioksidan aktivite

artmaktadir.
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En disik antioksidan aktivite gosteren dogal antioksidanlar ise taksifolin,

naringenin, klorojenik asit, Vitamin A ve sinnamik asittir.

Vitamin A’nin antioksidan aktivitesinin diisiik oldugu (Machlin ve Bendich, 1987)
fakat polien zincirinden dolayr az da olsa singlet oksijeni siipiirebildigi
bildirilmistir (Debier ve Larondelle, 2005). Naringenin C3 pozisyonunda ¢ift bag
bulundurmadigi igin diisiik antioksidan aktivite gostermektedir (Prasetyo vd.,
2011).

120,00 O BHA

B BHT

O Etoksikuin
M Propil gallat
100,00 B Epikatekin
O Fisetin

M Flavon

O Gallik asit

80,00
M Kaempferol

W Kafeik asit
O Karnosol
O Klorojenik Asit

60,00 -
W Kuersetin

(% inhibisyon)

M Luteolin

Antioksidan aktivite

M Mirisetin

M Naringenin

@ Rutin

40,00 -

[ Sinnamik asit

M Siyanidin kloriir
M Taksifolin

O Vitamin A

O Vitamin C

O Vitamin E

20,00

0,00

1 mg/mL antioksidan

Sekil 4.2. Caligmada kullanilan sentetik ve dogal antioksidan bilesiklerin FTC
yontemi ile hesaplanan % inhibisyon degerlerinin karsilastiriimasi
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4.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuc¢lari

DPPH" kararli bir serbest radikaldir. Kararli bir diamanyetik molekiil olusturmak
icin bir elektron veya hidrojen radikalini biinyesine kabul eder. Standart
antioksidan ornekleri iizerine DPPH" eklenmesi ile meydana gelen reaksiyon
sonucunda 517 nm’de okunan absorbans ne kadar diisiik olursa serbest radikal

giderme aktivitesi o kadar yliksek oluyor demektir.

Ortamda DPPH”in miktarinin azalmasi ile absorbansin azalmasi belli bir
antioksidan derisimine kadar dogru orantilidir. Absorbansin diismesinin sebebi
radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi ile
radikalin giderilmesidir. Ayrica hesaplanan ICs, degerleri ne kadar diisiikse radikal

siipiiriicii aktivite o kadar yiiksektir.

Farkli derisimlerdeki standart antioksidan 6rnekler i¢in elde edilen DPPH" radikal
siiplirme aktivitelerinin % inhibisyon cinsinden grafikleri asagidaki sekillerde

gosterilmektedir.
100
o— < ¥
= 80
(=]
z
3 60
£ 40
X 20
0 v T T T T 1
0 50 100 150 200 250
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Sekil 4.3. Farkli derisimlerdeki BHA molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi



50

% Inhibisyon

100

80 -
60
40
20 -

50

100

150

200

250

BHT (ng/mL)

Sekil 4.4. Farkli derisimlerdeki BHT molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.5. Farkli derisimlerdeki etoksikuin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.6. Farkli derisimlerdeki propil gallat molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.7. Farkli derisimlerdeki epikatekin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.8. Farkli derisimlerdeki fisetin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.9. Farkli derisimlerdeki flavon molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.10. Farkli derisimlerdeki gallik asit molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.11. Farkli derisimlerdeki kaempferol molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.12. Farkl1 derisimlerdeki kafeik asit molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.13. Farkl1 derisimlerdeki karnosol molekiiliiniin DPPH radikal

siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.14. Farkli derisimlerdeki klorojenik asit molekiiliiniin DPPH

radikal siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.15. Farkl1 derisimlerdeki kuersetin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.16. Farkl1 derisimlerdeki Iuteolin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.17. Farkl1 derisimlerdeki mirisetin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.18. Farkli derisimlerdeki naringenin molekiiliiniin DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.19. Farkl1 derisimlerdeki rutin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.20. Farkl1 derisimlerdeki sinnamik asit molekiiliinin DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.21. Farkli derisimlerdeki siyanidin kloriir molekiiliiniin DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.22. Farkl1 derisimlerdeki taksifolin molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.23. Farkl1 derisimlerdeki Vitamin A molekiiliiniin DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.24. Farkl1 derisimlerdeki Vitamin C molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi
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Sekil 4.25. Farkl1 derisimlerdeki Vitamin E molekiiliiniin DPPH radikal
siipiiriicii aktivitesi

Grafiklerden lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICsy degerleri Cizelge 4.2.°de
verilmistir.
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Cizelge 4.2. DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri incelenen antioksidan bilesiklerin

1Cso degerleri
Antioksidan ICsy = SD (nug/mL)
BHA 3,919 £ 0,074
= BHT 8,011 £0,355
£ Etoksikuin 2,605 = 0,012
» Propil gallat 2,874 +£0,015
Epikatekin 2,751 £0,034
Fisetin 2,796 £ 0,053
Flavon -
Gallik asit 2,775 £ 0,007
Kaempferol 2,612 £0,011
Kafeik asit 2,704 + 0,028
Karnosol 2,649 £ 0,025
Klorojenik asit 2,799 £ 0,039
Kuersetin 2,824 £ 0,026
2, Luteolin 2,731 0,007
& Mirisetin 3,222 + 0,041
Naringenin 613,5+37,13
Rutin 2,836 = 0,007

Sinnamik Asit -
Siyanidin kloriir 2,682 + 0,036

Taksifolin 2,648 £ 0,006
Vitamin A 763,9 +£120,3
Vitamin C 2,656 +£0,011
Vitamin E 3,507 +0,119

Bu yontemde en diisiik radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olan antioksidan
bilesiklerin sinnamik asit ve flavon oldugu saptanmistir. Sinnamik asit ve flavon
yapilarmdaki aromatik halkaya bagli hidroksil gruplarma sahip olmadiklari igin
diisiik antioksidan aktivite gostermektedirler.

Ote yandan Vitamin A ve naringenin bilesikleri de diisiik aktivite gdstermislerdir.
Naringenin C3 pozisyonunda hidroksil grubu bulundurmamaktadir. Bu konumdaki
hidroksil grubu antioksidan aktivite agisindan énemlidir. Bu yiizden Prasetyo vd.,
(2011)’de belirtildigi gibi naringeninin antioksidan aktivitesinin diisiik olmasi
beklenen bir durumdur. Vitamin A, hidrojen atomu verebilecegi hidroksil grubuna
sahip olmadig1 i¢in DPPH radikalini indirgeyememektedir.
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Vitamin C i¢in ICsy degeri BHT den diisiik bulunmustur. Yani Vitamin C’nin
DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi sentetik bir antioksidan olan BHT’den daha
diigiiktlir. Krishnaiah vd. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada da elde edilen
sonucglar Vitamin C’nin BHT’den daha iyi DPPH radikal siipiiriici aktivite
gosterdigini bildirmektedir.

Sentetik antioksidanlar etoksikuin>propil gallat>~BHA>BHT siralamasi ile DPPH
radikal siipiiriicii aktivite gostermektedirler.

Dogal antioksidanlardan kaempferol en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Kaempferol
C halkasinda 3 nolu pozisyonda hidroksil grubuna sahiptir. Bu grup molekiiliin
diizlemsel yapida olmasini ve kaempferoliin DPPH radikali ile daha etkin diizeyde
reaksiyona girmesini saglar. Ayrica kaempferol ve luteolinin DPPH radikali ile
¢ok c¢abuk reaksiyona girdikleri dolayisiyla antioksidan aktivitelerinin, antioksidan
aktivitesi yapisi itibariyle en yiiksek olmasi beklenen kuersetinden yiiksek oldugu
Butkovic vd. (2004) tarafindan da bildirilmistir.

4.3. indirgeme Giicii Tayini Sonuclar

Calismada kullanilan antioksidan bilesiklerin indirgeme giici Oyaizu (1986)’ya

>“nin 700 nm’de

gore tayin edildi. Bu yontem Fe’"’iin Fe*” ye indirgenerek; Fe
spektrofotometrik olarak izlenmesini temel almaktadir. Standart antioksidan
bilesiklerin  farkli  derisimlerde indirgeme giicleri tayin edilmis ve
kargilastirilmustir. Sonuglar 0,5 mM antioksidan ve Vitamin C (askorbik asit)

derisimleri karsilastirilarak Sekiller 4.26-48’de ve Cizelge 4.3.’de verilmistir.
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Sekil 4.26. BHA molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.27. BHT molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.28. Etoksikuin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime baglh degisimi
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Sekil 4.29. Propil gallat molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.30. Epikatekin molekiiliiniin indirgeme giiciliniin derisime baglh degisimi
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Sekil 4.31. Fisetin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagh degisimi
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Sekil 4.32. Flavon molekiiliiniin indirgeme giicliniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.33. Gallik asit molekiiliiniin indirgeme giicliniin derisime baglh degisimi

y=0,7962x

~ 2
£ 1.0 R =0,9911
= 08
S
>
T 06
g 04
e~
2 0.2
=
< 0 v T T T T 1

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

Kaempferol (mM)

Sekil 4.34. Kaempferol molekiiliiniin indirgeme giicliniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.35. Kafeik asit molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagh degisimi
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Sekil 4.36. Karnosol molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.37. Klorojenik asit molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli
degisimi
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Sekil 4.38. Kuersetin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.39. Luteolin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.40. Mirisetin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.41. Naringenin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime baglh degisimi
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Sekil 4.42. Rutin molekiiliiniin indirgeme giiciliniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.43. Sinnamik asit molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.44. Siyanidin kloriir molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagh
degisimi
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Sekil 4.45.
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Sekil 4.46 Vitamin A molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi
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Sekil 4.47. Vitamin C molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.48. Vitamin E molekiiliiniin indirgeme giicliniin derisime baglh degisimi

Cizelge 4.3. Calisma kapsamindaki antioksidan bilesiklerin indirgeme giicti

degerleri
Antioksidan Indirgeme giicii + SD (% Askorbik asit)
BHA 277,78 £ 0,0049
£ BHT 146,96 + 0,0012
£ Etoksikuin 161,64 = 0,0075
& Propil gallat 403,77 + 0,0139
Epikatekin 395,18 +£0,0042
Fisetin 501,68 + 00,0060
Flavon 16,352 + 0,0009
Gallik asit 478,41 +£0,0021
Kaempferol 240,04 £ 0,0045
Kafeik asit 372,75 +0,0042
Karnosol 301,05+ 0,0015
Klorojenik asit 380,08 + 0,0053
Kuersetin 475,05 £ 0,0061
' Luteolin 267,30 + 0,0204
& Mirisetin 489,31 +0,0046
Naringenin 42,979 £ 0,0015
Rutin 378,41 +0,0051

Sinnamik asit

Siyanidin kloriir
Taksifolin

Vitamin A

Vitamin C (Askorbik asit)
Vitamin E

12,579 £ 0,0010
326,21 +0,0058
454,51 +0,1124
246,54 + 0,0061
100,00
178,23 + 0,0055
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Grafiklerden goriildiigii gibi indirgeme giicii derisimle dogru orantili olarak
artmaktadir.

Bu yontemde dogal ve sentetik antioksidanlardan naringenin, flavon ve sinnamik
hari¢ olmak tiizere diger bilesikler askorbik asitten daha fazla indirgeme giicii
sergilemislerdir. Indirgeme giicii en yiiksek olan dogal antioksidan bilesikler
fisetin, mirisetin, gallik asit, kuersetin ve taksifolindir. Dogal antioksidanlardan
mirisetin muhtemelen yapisinda ¢ok sayida hidroksil grubu bulundurmasi
nedeniyle yiiksek indirgeme giiciine sahiptir. Gallik asidin indirgeme giicii Yen vd.
(2002) tarafindan belirtildigi gibi askorbik asitten daha yiliksek bulunmustur ve
indirgeme giicli degerleri derisim ile dogru orantil1 olarak artmaktadir.

Sentetik antioksidanlardan propil gallatin fark edilebilir derecede yiiksek
indirgeme giicline sahip olmasi bu bilesigin antioksidan 06zelliginin yiiksek
olmasinin bir gostergesidir. Ayrica BHT nin indirgeme giicliniin Adesegun vd.
(2009) tarafindan yapilan ¢alismada askorbik asitten 1,1 kat daha fazla oldugu, bu
calismada ise yaklasik 2,8 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir.

O BHA

B BHT

O Etoksikuin
O Propil gallat
M Epikatekin
— O Fisetin

H Flavon
400.0 1 O Gallik asit
H Kaempferol
O Kafeik asit
300.0 O Karnosol

600,0

(941

S

S

o
L

B Klorojenik asit

B Kuersetin

H Luteolin

B Mirisetin

@ Naringenin
O Rutin

O Sinnamik asit

200,0 1

indirgeme giicii (% Askorbik asit)

100,00
O Siyanidin kloriir

O Taksifolin
- O Vitamin A

. . M Vitamin C (Askorbik asit)
Antioksidan (0,5 mM) O Vitamin E

0,00~

Sekil 4.49. Calismada kullanilan sentetik ve dogal antioksidan bilesiklerin
indirgeme giicli degerlerinin karsilastiriimasi
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4.4. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC) Sonuclar

TEAC degerinin tayin edilebilmesi i¢in Sekil 4.50.’de verilen ABTS radikal
katyonunun absorbsiyon spektrumu almarak 730 nm’de ¢alisilmis, Troloks
standart antioksidan bilesiginin ve diger antioksidan bilesiklerin ABTS"" radikalini
siipiirme etkisi Olgiilerek standart ¢alisma grafigi ¢izilmis ve siiplirme etkisi %
inhibisyon olarak verilmistir.

No. Dalgaboyu (nm) Absorbans

1 730,00 0,699
2 646,00 0,610
3 414,00 1,711
4 345,00 1,358

2,500

2,000 [

1,000 [

0,000
2200 400,0 6000

800,0

Sekil 4.50. ABTS radikal katyonunun UV-goriiniir bolgede absorbsiyon
spektrumu

Sekil 4.51°de Troloks molekiiliine ait standart ¢alisma grafigi ve Sekiller 4.52-
74’de ¢alismada kullanilan sentetik ve dogal antioksidan bilesiklere ait TEAC
aktivite grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.51. Troloks i¢in TEAC standart ¢alisma grafigi
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Sekil 4.52. BHA molekiilii i¢in TEAC aktivitesi

y=0,1734x
R2= 0,9638
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Sekil 4.53. BHT molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.54. Etoksikuin molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.55. Propil gallat molekiilii icin TEAC aktivitesi
y,= 0,3879x
100+ R =0,9714
= 80
2.
2z 60
=
£ 40
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Epikatekin (uM)

Sekil 4.56. Epikatekin molekiilii i¢gin TEAC aktivitesi
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y,= 0,4466x
R =0,8822
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Sekil 4.57. Fisetin molekiilii i¢in TEAC aktivitesi
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Sekil 4.58. Flavon molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.59. Gallik asit molekiilii igin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.60. Kaempferol molekiilii i¢in TEAC aktivitesi
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Sekil 4.61. Kafeik asit molekiilii icin TEAC aktivitesi
A 0,2415x
1007 R =0,9643
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Sekil 4.62. Karnosol molekiilii igcin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.63. Klorojenik asit molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.64. Kuersetin molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.65. Luteolin molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.66. Mirisetin molekiilii i¢cin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.67. Naringenin molekiilii igin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.68. Rutin molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.69. Sinnamik asit molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.70. Siyanidin kloriir molekiilii i¢cin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.71. Taksifolin molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.72. Vitamin A molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.73. Vitamin C molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.74. Vitamin E molekiilii i¢in TEAC aktivitesi

77



78

TEAC yontemi aslinda bir inhibisyondan ziyade ABTS radikal katyonunun
antioksidan bilesik tarafindan siipiiriilmesini 6lgen bir yontemdir.

TEAC ABTS radikal
grafiklerine ait egimlerin Troloks standart ¢aligma grafiginin egimine oranlanmasi

degerleri stipiiriici  aktiviteleri incelenen bilesiklerin

ile bulunmustur. Bu degerler birer katsayi niteliginde olup birimsiz olarak
verilmektedir.

Cizelge 4.4. Antioksidan bilesiklerin TEAC yontemi ile hesaplanan TEACagrs

degerleri

Antioksidan TEACgrs+ SD

A BHA 1,1888 = 0,0047
T BHT 0,8164 + 0,0082
£ Etoksikuin 1,0184 = 0,0141
2 Propil gallat 1,8827 £ 0,0109
Epikatekin 1,8263 + 0,0060
Fisetin 2,1026 £ 0,0287
Flavon 0,1068 + 0,0027

Gallik asit 2,2099 £+ 0,0094
Kaempferol 0,9101 £0,0144
Kafeik asit 1,0654 +0,0072
Karnosol 1,1370 + 0,0094
Klorojenik asit 0,8178 +0,0094

= Kuersetin 2,2345+0,0019
=20 Luteolin 0,9388 + 0,0082
S Mirisetin 2,0363 £ 0,0094
Naringenin 0,2853 £ 0,0047

Rutin 0,9054 £+ 0,0054

Sinnamik asit
Siyanidin kloriir

0,1007 +0,0125
1,1497 + 0,0027

Taksifolin 0,9967 +0,0136
Vitamin A 0,5438 £0,0170
Vitamin C 0,8799 £ 0,0136
Vitamin E 0,9011 +0,0047

Standart Troloks

1,0000
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TEAC yonteminde sentetik antioksidanlar propil gallat~BHA>etoksikuin>BHT
sirastyla radikal stpiriicii etki gostermislerdir. Dogal antioksidanlardan ise
aktivitesi en yliksek olanlarin kuersetin, gallik asit, fisetin, ve mirisetin oldugu;
flavon ve sinnamik asitin antioksidan aktivitelerinin ¢ok diisiik oldugu
gOrilmiistiir.

Kuersetin, gallik asit, fisetin, ve mirisetin yapilarinda orto-hidroksi gruplarina
sahip olmalar1 nedeniyle ABTS radikalini yiiksek derecede siipiirebilme
kabiliyetine sahiptirler. Oysaki flavon ve sinnamik asit molekiillerinin yapisinda
boyle bir dzelligin bulunmamas1 ABTS radikalini siipiiriicii etkilerinin dolayisiyla
antioksidan aktivitelerinin diisiik bulunmasina neden olmustur.

4.5. Kuprik Iyon indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
Sonuclar

CUPRAC yontemi ile ¢alisilan antioksidanlarin derisime karsi absorbans grafikleri
cizilerek grafiklerin egimleri Troloks i¢in ¢izilen grafigin egimine oranlanmis ve
TEACcuprac degerleri hesaplanmustir.  TEACcyuprac degerleri egim oranlari
kullanilarak hesaplandigi i¢in birimsiz olarak verilir (Giingor vd., 2011). Calisma
kapsamindaki antioksidan bilesikler i¢in elde edilen grafikler Sekiller 4.76-98°de

goriilmektedir.
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£ 25
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Sekil 4.75. Troloks i¢in CUPRAC standart ¢aligma grafigi
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Sekil 4.76. BHA molekiilii igcin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.77. BHT molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.78. Etoksikuin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.79. Propil gallat molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.80. Epikatekin molekiilii igin CUPRAC aktivitesi

Absorbans (450 nm)

3,07
2,51
2,01
1,51
1,0 1
0,51

0

y=0,027x
2
R =0,9764

0

25 50 75 100
Fisetin (ug/mL)

Sekil 4.81. Fisetin molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.82. Flavon molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.83. Gallik asit molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.84. Kaempferol molekiilii igcin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.85. Kafeik asit molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.86. Karnosol molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.87. Klorojenik asit molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.88. Kuersetin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.89. Luteolin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.90. Mirisetin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.91. Naringenin molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.92. Rutin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.93. Sinnamik asit molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.94. Siyanidin kloriir molekiilii igin CUPRAC aktivitesi

3,0 y=0,0174x
2
- 2.5 R =0,9409
E b
=) 2,07
w
N
< 1,51
g
2 1,07
i
(=]
£ 0,51
<
0 T T T 1
0 25 50 75 100
Taksifolin (ng/mL)
Sekil 4.95. Taksifolin molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.96. Vitamin A molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.97. Vitamin C molekiilii icin CUPRAC aktivitesi
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Sekil 4.98. Vitamin E molekiilii igin CUPRAC aktivitesi
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Cizelge 4.5. Antioksidan bilesiklerin CUPRAC yo6ntemi ile hesaplanan
TEACCUPRAC degerleri

Antioksidan TEACcuprac £ SD

BHA 5,558 £0,130
2  BHT 4,529 + 0,043
£ Etoksikuin 2,471 40,021
R Propil gallat 7,677 £ 0,064
Epikatekin 1,882 +0,021
Fisetin 7,941 £0,031
Flavon 0,006 + 0,014
Gallik asit 8,029 £ 0,273
Kaempferol 4,471 £0,021
Kafeik asit 8,794 + 0,386
Karnosol 3,088 £0,037
Klorojenik Asit 4,263 +£ 0,283
_ Kuersetin 7,529 £ 0,149
o Luteolin 8,177 £ 0,021
E Mirisetin 1,412 £ 0,064
Naringenin 1,529 £ 0,021
Rutin 3,765 £ 0,093
Sinnamik asit 0,006 £ 0,001
Siyanidin kloriir 6,412 + 0,021
Taksifolin 5,117 £0,077
Vitamin A 2,147 £ 0,056
Vitamin C 1,471 £0,140
Vitamin E 1,294 + 0,043
Standart Troloks 1,000

Apak vd. (2004) gelistirdigi bu yoOntemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin
(Cu(II)-Nc¢), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(I)-
Nc] selatmma indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasitesi
hesaplanmustir.

CUPRAC yonteminde elde edilen bulgular sentetik antioksidanlar arasinda propil
gallat>BHA>BHT>etoksikuin seklinde bir siralama oldugunu gdstermektedir.
Dogal antioksidanlardan ise kafeik asit, luteolin ve gallik asitin yiiksek aktivite
gosterdigi bulunmustur.
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Kafeik asit bu yonteme gore klorojenik asitten iki kat daha iyi bir radikal
siipiiriiciidiir. Apak vd. (2009) de kafeik asit ve klorojenik asit i¢in TEACcyprac

degerlerini sirasiyla 2,89 ve 2,47 olarak belirlemistir.

Gallik asit klorojenik asitten bir tane daha fazla hidroksil grubu i¢cermektedir. Bu
yiizden Apak vd. (2008)’de de belirtildigi gibi gallik asitin TEACcyprac degeri
klorojenik asitin TEACcyuprac degerinden daha yiiksektir.
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5. SONUC

Dogal antioksidanlarin saglik agisindan daha yararli oldugu diisiincesi tiiketicilerin
tercihini bu yone g¢ekmektedir. Yeryiiziinde genis dagilim gosteren ve dogal
antioksidanlar bakimindan zengin olan bitkilerden bu bilesiklerin gerek besin
olarak alinmasi gerekse ckstrakte edilerek gida katki maddesi ya da koruyucu
olarak kullanilmasi gittikge 6nem kazanan bir konu haline gelmistir.

Bu ¢alismada dogal ve sentetik antioksidan molekiillerin antioksidan kapasiteleri
karsilastirilmistir. Bunun i¢in besin endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlar
ile bitkilerden elde edilen ve molekiiler o6zelliklerine gore segilmis dogal
antioksidanlarin belirlenen bes ayr1 antioksidan yontemi ile antioksidan kapasite
tayinleri yapilmis ve derisime bagli kapasiteleri ile birlikte karsilastirilmistir.

Antioksidan aktivite tayinleri olarak Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total
Antioksidan Aktivite Tayini (FTC), DPPH Radikal Sipiiriicii Aktivite Tayini,
Indirgeme Giicii Tayini, Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC) ve
Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC) yontemleri
kullanilmugtir. FTC yontemi sonucu sentetik antioksidanlar
BHT>BHA>ctoksikuin>propil gallat sirasiyla aktivite gosterirken; dogal
antioksidanlardan luteolin, kuersetin, karnosol ve Vitamin E’nin % 85’in iizerinde
lipid peroksidasyonunu engelledigi; DPPH radikal siipiiriici aktivite tayininde
ctoksikuin>propil gallat>BHA>BHT sirasiyla aktivite gosterdigi; kaempferol,
taksifolin, karnosol, Vitamin C’nin yiiksek DPPH radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip bilesikler oldugu belirlenmistir. Indirgeme giicii ve TEAC yontemlerinde
sentetik antioksidanlar propil gallat>BHA>etoksikuin>BHT sirasiyla indirgeme
giicii sergilerken; dogal antioksidanlardan fisetin, mirisetin, gallik asit ve kuersetin
yiiksek indirgeme giiciine sahip olan bilesiklerdir. CUPRAC yonteminde sentetik
antioksidanlar propil gallat>~BHA>BHT>etoksikuin sirasiyla aktivite gosterirken,
dogal antioksidanlardan fisetin, gallik asit, kafeik asit ve luteolin yliksek
antioksidan aktivite gosteren bilesiklerdir.

Yapi-aktivite iligkileri de goz Oniine alinan antioksidan bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri karsilastirildiginda dogal antioksidanlarm en az sentetik antioksidanlar
kadar aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Fakat bu bilesiklerin 6zellikle sebze ve
meyve bakimindan zengin bir diyet araciligiyla alinmasinin daha yararli olacagi
diisiiniilmektedir. Ciinkii bu fitokimyasallarin sinerjist etkileri antioksidan
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aktiviteyi artirabilmekte ve saglik acisindan Onemli derecede faydali
olabilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglar1 dogal antioksidan bilesiklerin, sentetik
antioksidanlar tarafindan saglanan antioksidan aktiviteyi ayni ya da daha yiiksek
oranda karsilayabilecegini ortaya koymustur. Ote yandan; yiiksek antioksidan
icerikli besinlerin tiiketilmesi ile ilgili hem &zendirici hem de uyarici literatiir
dikkate alindiginda bu konuda antioksidanlarm tek tek veya birlikte bulundugu
hallerin incelenecegi ilave ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi de diisiiniilmektedir.
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