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Kocayemis (Strawberry Tree-Arbutus unedo L.) Bitkisinin Antioksidan
Ozelliklerinin Karakterizasyonu

Ogrencinin Adi: Tugba Uysal
Damismani: Yrd. Dog. Dr. Giilbin Erdogan

Anabilim Dali: Analitik Kimya Anabilim Dali
1.OZET

Amag: Viicutta c¢esitli metabolik reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikallerin asir1
miktarlart doku, organ ve sistemlerde hasarlara neden olmaktadir. Bu hasari
siirlandirmak i¢in viicutta birgok savunma mekanizmasi gelistirilmistir, besinlerle
alman C ve E vitaminleri, flavonoidler, karotenoidler bu savunmaya yardimci
antioksidanlar olarak rol almaktadir. Bu c¢alismada, insanlar tarafindan yiyecek
olarak tiiketildigi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan kocayemis bitkisinin
toplam antioksidan kapasitesi farkli yontemler kullanilarak belirlenmistir.
Gere¢ ve Yontem: Cu(ll)-neocuproin reaktifinin kullanildigit CUPRAC ydntemi,
ABTS radikal katyonu kullanilarak troloks esdegeri antioksidan kapasite tayin
yontemi (TEAC), demir(l11) iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) yontemi ve
toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesinde  Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilmistir. Kocayemis bitkisinin antioksidan kapasitesi farkli ¢oziiciiler
kullanilarak tayin edilmis ve yoOntemler arasinda karsilagtirma yapilmistir.
Bulgular: CUPRAC yontemi kullanilarak kocayemis meyveleriyle yapilan
antioksidan kapasite tayininde metanol-asit ekstresi, metanol ekstresi sonuglarina
gore yiiksek, ABTS radikal siiplirme aktivitesi ayn1 bulunmustur. Deneyler yaprak
ekstreleri kullanilarak da yapilmig, ABTS ve CUPRAC yontemleri sonuglart yakin
bulunmustur. Incelenen yontemlerden TEACcuprac ile TEACrrap degerleri arasinda
pozitif iliski tespit edilirken TEACcuprac-TEACagTs Ve TEACkrap-TEACAasTS
degerleri negatif iliski gostermistir. En yiliksek toplam fenolik madde igerigi
Kocayemis meyvesinin metanollii ekstraktinda belirlenmistir.
Sonuclar: Arbutus Unedo L. ile yapilan antioksidan kapasite tayininde meyve ve
yapraklarinin antioksidan O6zellige sahip oldugu belirlenmis, in vitro antioksidan
kapasite tayininde birkag¢ yontemin birlikte kullanilmasinin gerektigi vurgulanmistir.
Anahtar Sozciikler: Arbutus Unedo L., CUPRAC, FRAP, TEAC, Toplam fenolik

madde.



Characterization of Antioxidant Properties of Strawberry Tree(Arbutus unedo L.)

Student Name: Tugba Uysal
Supervisor: Assist. Dog. Dr. Gulbin Erdogan

Department: Department of Analytical Chemistry
2.SUMMARY

Objective: Excessive amounts of free radicals that are produced from various
metabolic reactions in the organism and are highly reactive due to their unpaired
electrons cause damage in tissues, organs, systems. The organism has developed
many defence mechanisms, the food-ingested C and E vitamins, flavonoids,
caretenoids act as antioxidants aiding this defence. In this study, the total antioxidant
capacity of the strawberry plants used in the treatment of various diseases such as
food consumed by humans were determined by using different methods.

Materials and Methods: The copper(ll)-neocuproine reagent is used CUPRAC
method, trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay with ABTS radical
cation, ferric(l1l) ion reducing antioxidant power (FRAP) method, determining the
amount of total phenolic compounds Folin-Ciocalteu method was used. Antioxidant
capacity of strawberry plants were determined using different solvents and the
methods were compared between.

Results: CUPRAC antioxidant capacity of methanol-acid extracts of strawberry tree
were found to be higher than of methanolic extract. ABTS radical scavenging were
found to be same that extracts, ABTS and CUPRAC antioxidant capacity were found
the same that of plant extract. There was positive correlation between TEACcuprac
and TEACgrap Whereas the correlation was negative for TEACcyuprac-TEACagTs and
TEACrrap-TEACagTs. The highest total phenolic content, were obtained for
methanol extract of Strawberry tree.
Conclusion: The determination of antioxidant capacity with made Arbutus unedo L.
were found to have too much antioxidant properties of fruit and leaves. It was
emphasized that various methods for in vitro antioxidant capacity measurement
should be used together.
Key Words: Arbutus Unedo L., CUPRAC, TEAC, FRAP, Total phenolics.



3.GIRIS VE AMAC

Stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri
(ROS); hiicre membranlarinin par¢alanmasina, dengesinin bozulmasina ve
bircogu yasa bagli olan hastaliklara yol acan bazi1 biyolojik molekiillere saldiran
normal metabolizmanin yan tiriinleridir(Kim, Lee, Kim, Lee ve Chun, 2003). Bu
tirlerin, organizmada var olan veya gidayla alinan antioksidanlarla
dengelenememesi durumunda olusan ‘oksidatif stres DNA ve hiicre
membranlar1 gibi duyarli biyolojik yapilarin oksidatif hasarina neden olan
radikalik zincir reaksiyonlarmi baslatirlar. Bunun sonucunda basta kanser olmak
iizere, kalp-damar hastaliklar1 ve seker hastaligi gibi hastaliklara yol

acarlar(Fang, Yang ve Wu, 2002; Halliwell ve Aruoma, 1991).

Meyve ve sebzelerdeki fenolik bilesikler serbest radikalleri stipiirme 6zelligi
ile yararli etkiler ortaya koyabilir. Fenolik bilesiklerin ¢ogunun antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ve serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif hasara karsi
hiicreleri korumaya yardimeir olduklari bilinmektedir. Bitkilerde bulunan
polifenolik bilesikler multifonksiyonel 6zelliklere sahip olup, indirgeyici madde,
hidrojen verici antioksidan ve singlet oksijeni bastirict olarak rol
oynamaktadirlar. Antioksidan fenolik bilesikleri iceren beslenme kaynaklarina
duyulan ilgi giderek artmaktadir(Kim ve ark., 2003; Fang ve ark., 2002 ve
Halliwell ve ark., 1991).

Flavonoller, elajik asit, antosiyaninler gibi ¢esitli fenolik bilesikler icerdigi
belirlenen kocayemisin yiiksek polifenolik igeriginden dolay1 etkili aktiviteye
sahip oldugu kanitlanmistir. Kocayemis meyvesi genellikle yiiksek miktarda
proantosiyanidin gibi flavonoidler ve delphinidin, siyanidin-3-galaktozid gibi
antosiyaninler icerir(Pallauf, Rivas-Gonzola, Castillo, Cano ve Pascual-Teresa,
2008).

Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan cok sayida
yontem arasinda ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
yontemi, uluslararasi literatiirde yaygm kullanim bulmaktadir(Miller, Rice-

Evans, Davies, Gopiathan ve Milner, 1993; Arnao, Cano ve Acosta, 1998 ve



Pellegrini, Serafini, Colombi, Del Rio, Salvatore, Bianchi ve Brighenti, 2003).
CUPRAC(Cu(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi kayisida,
elmada, bitki ¢aylarinda, maydanoz, kereviz, i1sirgan otu gibi bitkilerde ve
serumda toplam antioksidan kapasite tayininde uygulanmis (Apak, Giigli,
Ozyiirek ve Karademir, 2004; Apak, Giiclii, Ozyiirek, Karademir ve Ercag, 2006)
kolay ve ucuz bir yontemdir. HPLC (yliksek performanslhi sivi kromatografisi),
cok bilesenli pek ¢ok oOrnekte oldugu gibi kocayemis (Arbutus unedo L.)
bitkisindeki polifenolik bilesiklerin belirlenmesi amaciyla yaygin kullanimi olan
bir yontemdir(Alonso-Salces, Korta, Barranco, Berrueta, Gallo ve Vicente, 2001,
Chinnici, Bendini, Gaiani ve Riponi, 2004).

Bu calismada Latince adi Arbutus unedo L. olan kocayemis meyve ve
yapraklarinin toplam antioksidan kapasitelerinin  CUPRAC, FRAP, Folin
Ciocalteu ve ABTS yontemleriyle tayininin yapilmast CUPRAC, FRAP ve
ABTS yontemleri ile elde edilen sonuglarin toplam antioksidan kapasite
TEAC(Troloks esdegeri antioksidan kapasite) degerleri ile karsilagtirilmasi

amaclanmustir.



4. GENEL BOLUM

4.1. Genel Bilgiler

4.1.1. Serbest radikaller ve antioksidanlar

Bir veya birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom ya da molekiillere
serbest radikaller denir. Bu tip maddeler, eslesmemis elektronu olmasi sebebiyle
oldukca reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller 6nemli role sahiptir.
Serbest radikaller herhangi bir etkilesime girerek elektron alirlar veya
elektron verirler. Bu nedenle, pozitif, negatif veya notral olabilirler. Oksijen tiirevi
serbest radikaller proteinlere, yaglara, karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar
verebilir. Plazma membranlari, serbest radikal reaksiyonlarinin en Onemli

hedefidir(Atak, Goneng, Orman ve Simsek, 2002).

Antioksidanlar ise radikal olusumunun sinirlandirilmasi, radikal reaksiyonlarinin
sona erdirilmesi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin
ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin iretimi ve
cesitli  antioksidan  savunmalar1  arasindaki  dengesizlik, antioksidanlarin
yetersizliginden ve/veya reaktif oksijen tiirlerin artan olusumundan ¢ikan oksidatif

stresle sonuglanir(Atak ve ark., 2002).

Antioksidanlar, yiyecekte veya viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulundugu
zaman,  oksidasyonu  Onemli  derecede  engelleyen  veya  geciktiren
maddelerdir(Aeschbach, Halliwell, Loliger ve Aruoma, 1995). Gida fiireticileri
gidalarin bozunmasini dnlemek ve gidanin besin degerini korumak amaciyla sentetik
gida koruyucu antioksidanlar1 kullanirlar. Antioksidanlar, biyokimyacilarin ve saglik
uzmanlarinin ilgi konusudur, ¢iinkii reaktif oksijen tiirlerinin ve dejeneratif

hastaliklarin neden oldugu zararlara kars1 viicudu korumaktadirlar.

Antioksidanlarin yag molekiillerinin farkli oksidatif kademelerinde rol oynadigi
bilinmektedir. Antioksidanlar; oksijen derisimini azaltmada, singlet oksijeni
durdurmada, hidroksil radikali gibi baslatic1 radikalleri siipiirerek birinci baslatici

zinciri engellemede, reaktif oksijen tiirlerinin {iretim katalizleyicisi metal iyonlarimni



baglamada, radikal olmayan bilesiklerin temel firiinlerini bozundurmada ve

substratlardan hidrojen alinmasini 6nlemek amactyla zincir kirmada gorev alirlar.

Bu nedenle yiyecek ve biyolojik sistemlerde dogal olarak olusan molekiillerin
antioksidan aktivite etkisine artan bir ilgi vardir. Antioksidan aktivite ve antioksidan
kapasite terimleri birbiri yerine kullanilirlar. Fakat farkli anlamlara sahiptirler.
Aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan arasindaki reaksiyonun hiz sabitini
kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan siipiiriilen belirli bir serbest radikalin
miktarinin Olglislidiir. Antioksidan kapasite Olglimleri, ornegin toplam siliplirme
kabiliyetini belirleyen, heterojen bir antioksidan karigiminin miktarini verir. Her bir
bilesenin antioksidan kapasitesini 6l¢gmez (Garg ML, MacDonald-Wicks LK, Wood
LG, 2006).

Farkli antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki reaksiyonlar farkli hiz sabitlerine
sahiptir ve bu ylizden Ornegin antioksidan kapasitesi farkli oksidanlarla degisir
(Ghiselli, Serafini, Natella ve Scaccini 2000). Olgiimde kullanilan analitik metotlar
ve analizin olustugu kosullar da ayni gida tiirli i¢in, farkli sonuglara neden olabilir

(Biiyliktuncel, 2013).

Yaglarin yiikseltgenme derecesi, yag asitlerinin kimyasal yapisina bagl oldugu
kadar, gidalarin saklanma kosullar1 ve reaksiyon ortamina da baglidir(Shahidi 1996).
Besinlerde otooksidasyon ve acilasmanin olusma prosesi; baslama, ilerleme ve
sonlanma kademeleri ile yirimektedir(Naczk ve Shadidi, 1995). Baslama
kademesinde ilk olarak R serbest radikali olusur. ilerleme kademesinde aktif yag
molekiilii ile havanin oksijeni arasinda kendiliginden ortaya g¢ikan ve
“otoksidasyon’” adi verilen tepkimeler olusur. Ilerleme kademesinde zincir
reaksiyon meydana gelmektedir. Bu zincir dongiide cogu yag molekiilii
hidroperokside (ROOH) donisiirler. Hidroperoksitler, oksidasyonun ilk &nemli
tirlinleridir ve sonradan pargalanarak yaglarin oksidasyonuna ve acilasmasina sebep
olmaktadir. (Gaddis, Ellis ve Currie, 1961; Horvat, McFadden, Lane, Lundin,
Scherer, Shephard, 1969). Sonlanma reaksiyonuna kadar ilerleme kademesinde bir

zincir reaksiyonu devam eder.



Besinlerde otooksidasyon ve acillasmanin olusma prosesi;

Baslama;

RH + enerji—» R*  (RH: yag molekiilii, R*: Aktif yag molekiilii)

[lerleme;

R"+ O, —» RO,  (oksijenin eklenmesi- RO,*: Peroksit radikali)
RO, + AH—» ROOH+A"  (H-atom transferi)

Sonlanma;
RO,+ A* —» ROOA

Antioksidanlar (AH), yukaridaki olusumu doymamis yaglardan olusan
radikallere bir hidrojen atomu veya elektron vererek bozarlar.
AH: Antioksidan molekiilii

A*: Antioksidan etkin molekili
ROOH: Hidroperoksit

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalari sirasinda  kendileri  yiikseltgenerek  bozunurlar. Bu nedenle
antioksidanlar yalniz smirli bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilirler
ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi

yiikseltgenmeye devam eder.

4.1.2. Dogal antioksidanlar

4.1.2.1. C vitamini (L-askorbik asit)

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda
¢coziinen bir vitamindir. Altt karbonlu lakton yapisina sahiptir(Cadenas, Packer,

2002). Cogu hayvanin karaciger veya bobreklerinde glikozdan sentezlenir. Bitkilerde



ise yaprak kisimlarinda o6zellikle kloroplastlarinda sentezlenir(Jones, Wheeler ve
Smirnoff, 1998). Insanlar bu vitamini viicutta sentezleyemezler(Ames ve Woodall,
1997). Bundan dolay1 bu ihtiyaglarini taze sebze ve meyvelerden karsilarlar(Bendich,
1997). Ozellikle ¢ilek, papatya, portakal, kivi, greyfurt, kavun, mango gibi
meyvelerde, brokoli, briiksel lahanasi, kirmizi veya yesilbiber, domates, lahana,
patates, karnibahar gibi sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve

sularinda bol miktarda bulunmaktadir(Cadenas ve ark., 2002).

C vitamini (Sekil 4.1), reaktif oksijen (siiperoksit, peroksil radikalleri, singlet
oksijen, ozon), reaktif azot (peroksinitrit, azot dioksit) ve reaktif klor (hipoklorik
asit) tiirlerini kolayca siipiiriir ve bu nedenle diger substratlar1 oksidatif hasardan

korur(Halliwell, 1996 ).

HO

HO

HO OH

Sekil 4.1: L-Askorbik asitin kimyasal yapisi

Hem askorbik asit hem de bunun bir elektron yiikseltgenmis hali olan askorbil
radikali diisiik rediiksiyon potansiyeline sahiptir(Buettner, 1993). Boylece ilgili
radikal ve oksidanlarla reaksiyona girebilir. Askorbil radikali, eslesmemis elektronun
rezonans kararliligi nedeniyle diisiik rediiksiyon potansiyeli gosterir ve kolayca
askorbat ve dehidroaskorbik asite doniisiir(Buettner ve Jurkiewicz, 1996). Bununla
birlikte, askorbik asit, hem askorbil radikalinden hem de dehidroaskorbik asitten
enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla kolaylikla tiretilir. Bu 6zelliklerinden

dolay1 askorbik asit etkili bir antioksidandir.



4.1.2.2. E vitamini (a- tokoferol)

E vitamini dogada a-, -, 8-, y-tokoferoller ve tokotrienollerin olusturdugu 8
farkli izomerik yapida bulunmaktadir. Ozellikle a-tokoferol (Sekil 4.1a), yiiksek
biyolojik aktivite gostermektedir. a-tokoferol vitaminlerin en giigliisii ve
yiyeceklerde en genis sekilde yayilmis olanidir (Diplock, Landvik ve Packer 1998).
Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka, vitaminin kimyasal

olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir.

CH,
HOH. -’.J“x ,f'ﬁ“m
j’ ‘ ™~ QH':‘ QHq CH4
H3C"‘/ L *KO_/JE\.‘.»’“H_MK_./ ﬂ‘xﬁ P a ~_ i ~ e N CHE_
CHa
H3

Sekil 4.1a: a- tokoferol’iin kimyasal yapisi

Yagca zengin bitkiler, E vitaminin temel dogal kaynaklaridir. Tokotrienoller,
palm yaginda ve piring kepeginde yliksek miktarda, hindistan cevizi yagi, kakao
yag1, soya fasulyesi, arpa, bugday, kirmizi et ve yumurtada bulunmaktadir. Aygigegi,
yer fistig1, ceviz, susam ve zeytinyagi ise sadece tokoferol icermektedir (Pennington,
Sheppard, ve Weihrauch, 1993; Ong, 1993).

Cok giiclii bir antioksidan olan E-vitamini ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest

radikal etkilerinden koruyucu savunma elemanidir. a-tokoferol, 0, , HO, singlet

O,, lipid peroksil (LOO°) radikallerini ve diger radikalleri temizler. Lipid

peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini yikarak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdig: i¢in zincir kirict bir antioksidan

olarak da bilinir. Lipid peroksidasyonunu onleyici mekanizmasi1 asagidaki gibi

Ozetlenebilir:
LOO" + o-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O°
(Lipid peroksil radikali) (tokoferoksil radikali)

Sonugta olusan tokoferoksil radikali stabildir ve kendi kendine lipid

peroksidasyonunu baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir.



4.1.2.3. Karotenoidler

Birgok bitki, alg ve kiiclik organizmalarda bulunan karotenoidler yagda
¢oziinebilen dogal antioksidanlardir. 600°den fazla karotenoid ¢esidinin var oldugu
bilinmektedir. Karatenoidlerin ¢gogunun temel yapisi poliizoprenoidden olusmaktadir
(Atkinson, Deming, Boileau, Heintz, ve Erdman, 2002). Yapida bulunan c¢ifte
baglardan dolay1 sar1, portakal veya kirmizi renktedirler. Absorpsiyon maksimumu,
konjuge c¢ift bag sayisina baghdir ve 400-500 nm arasinda degismektedir.
Karotenoidler, olduk¢a etkili ROS (reaktif oksijen tiirleri) siipiiriictileridir.
Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapisindaki konjuge ¢ifte baglardan ileri
gelmektedir. (Sekil 4.1b; Sekil 4.1c; Sekil 4.1d)

Sekil 4.1c: a-Karoten’in kimyasal yapisi

Chadkssanag®

P

Sekil 4.1d: Likopen’in kimyasal yapisi
4.1.2.4. Polifenolik bilesikler

Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin
en genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan
bilesiklerdir. Besin fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri
icerir (Tablo 4.1).
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Polifenoller giiglii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baglidir.
Bitki polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-
donor antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu
kelatlama o&zelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar(Miller, Rice, ve
Paganga, 1996). Bir polifenoliin antioksidan olarak tarif edilebilmesi icin iki temel

sart1 saglamasi gerekir:

e Okside olabilen substratlara oranla  diisik  konsantrasyonlarda
bulunduklarinda, otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu

erteleyebilmeli, geciktirebilmeli veya dnleyebilmelidir(Halliwell, 1990).

e Siiplirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte

kararli olmalidir(Shahidi ve Wanasundara, 1992).

Tablo 4.1: Polifenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Polifenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Flavonoidler Fenolik Asitler Fenolik Polimerler

/\

Antoksantinler R ivanidi
toksantinle Antosiyanin ve antosiyanidin

Flavonoller

Flavanoller

Flavanonlar

Flavonlar

[zoflavonlar
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4.1.2.4.1. Flavonoidler

Bitki fenollerinin en genis smifin1 difenilpropan (CgC3Cg) iskeletine sahip
flavonoidler olusturmaktadir. Su ana kadar bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve ¢icek
kisimlarinda 4000’in {izerinde farkli yapida flavonoid belirlenmistir. Molekiil yapisi;
aromatik A halkas1 yaninda bulunan heterosiklik C halkas1 ve bu halkaya bagli ikinci
aromatik B halkasindan olusmaktadir (Sekil 4.1e). Bu halkalara baglanan ¢esitli
fenolik hidroksil gruplari, bu yapilarin antioksidan aktivite gostermelerini saglar.
Farkli tiirdeki bitkilerde veya aymi bitkinin degisik kisimlarinda bulunan
flavonoidlerin biiyiik yapisal farkliliklar1 vardir(Cadenas ve ark., 2002).

Sekil 4.1e: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi

Lipid peroksidasyonunu inhibe eden flavonoidler etkili antioksidan, serbest radikal

stiptiriicii, metal kelatlayicidir(Cook ve Samman 1996).

Flavonoidler; antosiyaninler ve antoksantinler seklinde smiflandirilir (Tablo
4.1a). Antoksantinler ise renksiz veya beyazdan sariya doniik renkte olurlar ve
flavonol, flavanol, flavanon, flavon ve izoflavonlar olarak smiflandirilirlar.
Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir(Cadenas ve ark., 2002).
Flavanonlar ve flavonlar cogunlukla birlikte bulunur ve belirli enzimlerle baghdirlar.
Cogu bitki familyasinda, flavonlar ve flavonoller arasinda karsilikli bir diglama
vardir ve flavanonca zengin bitkilerde antosiyaninler neredeyse hi¢ yoktur(Harborne,
1968).

12
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Sekil 4.1f: Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari

Flavonoidlerin en yaygin sinifi flavonollerdir ve en dnemli bilesikleri kuersetin,
kuersetin glikoziti rutin, kamferol, mirisetin, izoramnetindir (Sekil 4.1f)( Tablo 2.3).
Kuersetin bitkilerin en temel flavonollerindendir ve sogan, elma, lahana ve ¢ayda

yiiksek miktarda bulunmaktadir.

Flavon sinifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz,

kereviz ve zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar.

Flavanoller ise flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En Onemlileri katesin ve
epikatesin’dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlar1 sonucu katesin
ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ¢ay, kirmizi

sarap, seftalide fazla miktarda, ayrica beyaz sarap ve elmada bulunurlar.

Flavonlarin dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. En Onemlileri eriodiktol,
naringenin, naringin, hesperidin ve hesperetin’dir. Naringin naringenin’in, hesperidin

hesperetin’in glikozitidir. Greyfurt ve portakalda bol miktarda bulunurlar.

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarin en bilinen bilesikleri genistein ve

daidzein olup baklagil ve soya fasulyesinde fazla miktarda bulunmaktadirlar.
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Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozidleri olup c¢iceklere ve meyvelere
kirmizi, mavi ve mor renkleri veren, suda ¢oziilebilen en 6nemli bitki pigment

smifidir. En 6nemlileri; apigenin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir.
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Tablo 4.1a: Flavonoidlerin siniflandirilmasi, adlari, siibstitiisyon modelleri ve besin

kaynaklar1
SINIFI ADLARI SUBSTITUSYON BESIN KAYNAKLARI
MODELLERI
Flavanol (+)-Katesin 3,5,7,3°,4’-OH Yesil ve siyah ¢ay
(-)-Epikatesin 3,5,7,3°,4’-OH Yesil ve siyah gay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4°,5°-OH Yesil ve siyah gay
Epikatesin gallat 3,5,7,3°,4’-OH,3-gallat Yesil ve siyah gay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4°,5°-0OH, 3-gallat Yesil ve siyah cay
gallat
Flavon Krisin 5,7-OH Meyve Kabugu
Apigenin 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz sap1
Rutin 5,7,3°,4’-OH,3-rutinoz K.sarap, domates kabugu,
turunggiller
Flavonol Luteolin 5,7,3’,4’-OH Kirmuzi biber
Kaempferol 3,5,7,4°-OH Brokoli, greyfurt, cay
Kuersetin 3,5,7,3°,4’-OH Sogan, brokoli, domates
Cay, k.sarap, mor meyveler,
zeytinyagi, elma
Mirisetin 3,5,7,3°,4°,5°-OH Uziim, bogiirtlen
Morin 3,5,7,3°,4°,5°-OH K.sarap
Fisetin 3,7,3°,4’-OH K.sarap, mor meyveler
Flavanon Naringin 5,4’-0OH,7-ramnoglukoz Turunggiller, greyfurt
Naringenin 5,7,4’-OH Turunggiller
Taksifolin 3,5,7,3°,4’-OH Turunggiller
Hesperidin 3,5,3’-OH,4’-OMe, 7-rutinoz Portakal
Hesperetin 3,5,3’-OH,4’-OMe Portakal
[zoflavon Genistin 5,4’-OH,7-glukoz Soya fasulyesi ve fistig1
Genistein 5,7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistigi
Daidzin 4’-0OH,7-glukoz Soya fasulyesi ve fistigi
Daidzein 7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistig
Antosiyanidin | Apigenidin 5,7,4’-OH Renkli meyveler
Siyanidin 3,5,7,3’,4’-OH Visne, cilek, bogiirtlen
Malvidin 3,5,7,4’-OH,3’,5’-OMe Kirmizi iiziim ve sarap
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4.1.2.4.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler hidroksi benzoik asit ve hidroksi sinnamik asit olarak adlandirilan
farkli iki smiftan olusmaktadir (Sekil 4.1g)(Cadenas ve ark., 2002). Fenolik asitlerin
ve esterlerinin antioksidan aktiviteleri, sterik engelleme ile giiclenen molekiildeki
hidroksil gruplarinin sayisina baghdir(Dziedzic ve Hudson ,1983). Benzoik asidlerde
karboksilat grubunun elektron-gekme 6zelligi, hidroksi benzoatlarin hidrojen atomu
verme yeteneklerine negatif etki yapar. Hidroksi sinnamik asitler esdeger
benzoatlarindan daha etkilidirler(Miller ve ark., 1996).

0 0 H3CO x i
3
N oK CH;0 N NoH OH
HO
HO HO OCH5
p-Kumarik asit Ferulik asit Sinamik asit
0. _0OH O.__.OH O~_.OH
HO 1 OH 1 OH 1 OH
OH OH OH
Gallik asit Protokatesik asit Vanilik asit

Sekil 4.19g: Fenolik asitlerin kimyasal yapilar1

Hidroksi sinnamik asitler, fenilpropanoidler, bitkilerin fenolik metabolizmasinda
temel rol oynayan ve fenil alaninden biyosentetik olarak tiireyen fenolik
bilesiklerdir(Forkmann ve Heller, 1993; Abu-Amsha, Croft, Puddey, Proudfoot ve
Beilin, 1996). Genellikle bu tiir fenolik asitler, bitkilerde seker, organik asit veya
yaglarla birlesmis veya esterleri halinde bulunurlar ve aralarinda etkili bir doniistim
goriilmektedir(Fry ve Wallace, 1994). Meyve, sebze, ¢igek, tohum ve sarap, cay,
kahve, zeytinyagi gibi bitki tiirevli lrlinlerde bulunmaktadirlar(Herrmann, 1989;
Naczk ve ark., 1995). Kafeik asit, onun kuinik ester tiirevi klorojenik asit, p-kumarik

asit bitkilerde en fazla bulunan hidroksi sinnamik asitlerdir.
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Hidroksi benzoik asitler, monohidroksi benzoik asidler, orto ve para
konumlarinda antioksidan aktivite gostermezken, m-hidroksi asit TEAC katsayis1 =
0.84 mM aktivite gosterir. Fenolik halka ile karboksilat grubu arasina metilen grubu
girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto- ve meta- hidroksi tiirevleri TEAC
katsayist = 1 mM’a yakin antioksidan aktivite gosterirken, p-hidroksi fenil asetik
asidin aktivitesinde kiigiilk bir artis olur. Dihidroksi benzoik asit tiirevlerinin
antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarma bagli olup, o- ve m-
pozisyonlarinda aktivite yiiksek olurken(2,3-dihidroksi benzoik asit gibi), m-p
pozisyonlarina sahip olanlarda(3,4-dihidroksi benzoik asit-protokatesik asit gibi)
aktivite diiser. Gallik asit, ti¢ hidroksil grubuna sahip olmasindan dolay1 en fazla
aktivite gosteren hidroksi benzoik asittir. Ancak karboksilat grubu esterlendiginde
aktivite diser(Miller ve ark., 1996).

4.1.2.4.3. Fenolik polimerler (Tanenler)

Polimerik yapidaki yiiksek molekiil tartisina sahip tanenler kondanse ve
hidrolizlenebilir olmak tiizere iki alt simifa ayrilir(Brune, Rossander ve Hallberg,
1989). Kondanse tanenler polimerik flavonoidlerdir(Kandaswami ve Middleton,
1993). Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer bilesiklerin karbonhidratlara
esterlenmis yapilaridir(Brune ve ark., 1989)(Sekil 4.1h). Bu bilesikler ¢ay, kirmizi
sarap, meyve, baklagil ve tahillarda bol miktarda bulunmaktadirlar(Cadenas ve ark.,
2002).
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Sekil 4.1h: Fenolik polimerin kimyasal yapisi
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4.2. Toplam antioksidan kapasite tayin yontemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastirmacilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in farkli terimlerin kullanildig
goriiliir. Karsilagilabilecek terimler total antioksidan “kapasite” veya “etkinlik”,
“gii¢”, “parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin
“aktivitesi” basing, sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon
kosullar1 belirtilmedik¢e anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile dlgiilen “antioksidan
aktivite” o yontemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi
yansittigindan verileri “total antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek
uygun olmayabilir ve yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi yerine farkl
deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak onerilmektedir. Ya da
“peroksil radikal stipiiriicli kapasite”, “sliperoksit stipiiriicii kapasite”, “demir iyonu

indirgeme kapasitesi” gibi 6l¢lim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin

kullanilmasi da onerilmektedir (Koleva, Beek, Linssen, Groot ve Evstatieva, 2002).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan

temel olarak iki sinifta toplanabilir:
1) Hidrojen atomu transferi(HAT) reaksiyonuna dayananlar

2) Tek elektron transferi (ET) reaksiyonlarina dayananlar

HAT-esasli analiz yontemlerinde yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT- esasli yontemler sentetik Serbest
radikal olusturucu, oksitlenebilen prob ve antioksidandan olusur. (Huang, Ou ve
Prior, 2005).

HAT ve ET esasli yontemler bir 0rnegin radikal (veya oksidan) siipliriicli

kapasitesini 6l¢meye doniiktiir.

HAT reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan

yarismali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanir.
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HAT analiz yontemleri:
a) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

b) Toplam radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)
¢) indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu

d) Krosin Yo6ntemi

ET esasli analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk
degisiminin derecesi 6rnekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir(Huang ve

ark., 2005).

Oksidan + e (antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan

ET esash analiz yontemleri:

a) CUPRAC(Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak

siralanabilir.

b) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP)dl¢timii

¢) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
d) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) dl¢iimii

e) Cu(ll) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”

ol¢lim yontemi
f) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi

Bu yontemlerden FCR’1n antioksidanin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde
ve ORAC’m ise antioksidan radikal siipiiriicii kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilmas: 6nerilmektedir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2005). Yukarida bahsedilen
tiim yontemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmasi

miimkiin olmakla birlikte, 6rnekteki antioksidan maddelerin molekiiler ¢esitliligi bu
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yontemler arasinda her zaman dogrusal iliski olusmasini engelleyebilir. Bu nedenle
tek bir yontem kullanarak bitkinin antioksidan kapasitesi hakkinda karar vermek

uygun olmayabilir.

Antioksidan kapasitenin 6l¢limii i¢in literatlirde verilen yirmiden fazla yontem
vardir. Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda
literatlirdeki sonuglar acikga gdstermektedir ki antioksidan aktivite secilen tayin
yontemine son derece bagimlidir ve gdzlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile
bitki ekstrelerinin total fenolik igerigi arasinda tam bir korelasyon gozlenmeyebilir
(Dorman, Peltoketo, Hiltunen ve Tikkanen, 2003; Trouillas, Calliste, Allais, Simon,
Marfak, Delage ve Duroux, 2003; Miliauskas, Venskutonis ve Beek, 2004).

Bu calismada kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri

asagida agiklanmistir.

4.2.1. CUPRAC(Cupric reducing antioxidant capacity; Cu(ll) iyonu indirgeme
antioksidan kapasite) yontemi

Apak ve arkadaglarinin gelistirdigi bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin-Nc)’in  Cu(Il) ile olusturdugu bakir(ll)-neokuproin kompleksinin
(Cu(ll)-Nc), 450 nm’ de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc]
kelatina  indirgenme  yeteneginden  yararlanarak  antioksidan  kapasitesi
hesaplanmaktadir. Bu 0Ozellikten yola ¢ikarak gelistirilen antioksidan kapasite
yontemine ‘‘bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi’’ denilmistir ve

kisaca CUPRAC metodu olarak adlandirilmistir(Apak ve ark., 2004).

Fenantrolin kompleksleri suda ¢ok diisiik ¢oziiniirlige sahiptirler ve %95’lik
etanol gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinmelidirler ve seyreltilmelidirler. Polifenoller
icin FRAP degerleri olduk¢a daha diisiik iken, CUPRAC degerleri TEAC

degerleriyle benzerdir.

Yontem; sulu Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, alkolde hazirlanmis neokuproin ¢ozeltisi
ve sulu amonyum asetat (pH=7 tamponu) ¢ozeltilerinin karistirllmasindan sonra,

tizerine tayin edilecek herhangi bir antioksidan ¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bunu
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takip eden 30 dakika sonunda, icerisinde antioksidan bulunmayan referansa karsi1 450

nm’de absorbanslarinin dl¢iilmesinden ibarettir.

B ] 2+ — —

O O Ar(OH), Ar(=0), O O
N N
Wl R N S [ Y T

- H3C / \ CH3
N N

Acik mavi CUPRAC reaktifi Sari renkli iiriin, Aynax = 450 nm

2n Cu(Nc)2%* + Ar(OH), — 2n Cu(Nc)2* + Ar(=0), + 2n H*

Sekil 4.2: CUPRAC yonteminin kromojenik oksidasyon araci olan Cu(II)-Nc
reaktifinin antioksidanlarla (Ar(OH)n) reaksiyonu sonucu Cu(l)-Nc¢ renkli kelatinin

olusumu

Bu reaksiyonda, Ar(=0), hidroksi grubu igeren antioksidan polifenolden olusan
kinonu ifade etmektedir. Tepkime sonunda iki proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH),
yapisinda bulunan hidroksil grubu kinon formuna doniismektedir(Sekil 4.2).
Cu(Il)Nc ise 450 nm’de maksimum absorbans veren siddetli renk olusumuyla
birlikte Cu(I)Nc kelatina doniismektedir(Sekil 4.2a). Bu reaksiyonda, n-OH grubu
igeren antioksidan karakterli bilesikler, 2n-e dondrii olarak hareket etmektedir(Apak

ve ark 2004). Yontem hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabilir.
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Absorbans

350 400 450 500 550 600
Dalgaboyu(nm)

Sekil 4.2a: A: [Cu(l)-Nc] ve B: [Cu(ll)-Nc¢] kelatinin absorpsiyon spektrumu

Yontemin Avantajlari:

Bu reaktif secicidir, ¢linkii fenantrolin veya tripiridiltriazin tiirii ligandlarla bagl
demire gore daha diisiik redoks potansiyeline sahiptir. FRAP yonteminde girisime
neden olan basit sekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifiyle okside olmaz. CUPRAC
reaktifi, tiyol tipi antioksidanlar1 okside etmek i¢in yeterince hizlidir. FRAP metodu
canli bitki ve hayvan hiicresinin 6nemli diisiik molekiil agirlikli tiyol bileseni olan
glutatyon gibi tiyol tipi antioksidanlari 6l¢gmez (Hampsch-Woodill, Ou ve Prior,
2001). Bunun nedeni Fe(IIT)’{in, kimyasal olarak inert olmasina neden olan yiiksek
spinli yar1 dolu d orbitalleri olabilir. Oysa Cu(II)’nin elektronik yapisi, hizli kinetige
imkan verir. Sisteinin Fe(lll) ile indirgenme reaksiyonunun 1,10-fenantrolin
varliginda yavas ilerledigi rapor edilmistir. Fakat bu reaksiyon katalizor olarak Cu(ll)
kullanilmastyla hizlandirilmistir  (Katsumata, Teshima, Kurihara, Sakai ve
Kawashima, 1999). CUPRAC reaktifi, ABTS ve DPPH gibi, kromojenik radikal
reaktiflerden daha kararlidir ve daha kolay temin edilebilir. Renkli Cu(I)-Nc selati
veren redoks reaksiyonu, hava, giines 15181, nem ve pH gibi parametrelerden
etkilenmez (Apak ve ark., 2004).
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Yontemin Dezavantajlar::

CUPRAC yontemi askorbik asit, {irik asit, gallik asit ve kuersetin igin birkag
dakika iginde tamamlanir, fakat daha kompleks molekiiller igin 30-60 dakika
gereklidir. CUPRAC yonteminde kompleks antioksidan karisiminda uygun reaksiyon
zamanini se¢me agisindan problemlidir (Prior RL, Wu X, Schaich K, 2005).

4.2.2. FRAP (ferric reducing antioxidant power; demir(lll) iyonu indirgeyici

antioksidan giicii) yontemi

@Ow

‘ﬁ
Fe (1]1) + antioksidan Y
) N

NS = N/‘\N/

'J\»\\w S ON

HO e U
O Q g

[Fe(II)(TPTZ),]* [Pe(Hh(TPTZ) * (hapat=593 1m)

Sekil 4.2b: Fe(l11)-TPTZ kompleksinin, Fe(Il)-TPTZ formuna indirgenmesi

Benzie ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde demir(IIl)’in indirgenme
kapasitesi yoluyla antioksidanlarin toplam miktar tayini yapilmaktadir(Sekil 4.2b).
FRAP yonteminin avantaj1 elektron-transfer reaksiyonu olmasidir.

Basit ve ucuz bir yontem olan FRAP yontemi renkli bir bilesik olusturmak tizere
antioksidanlarin indirgeyebilme yetenegini Olgmektedir. Burada Fe(lll) tuzu,
Fe(1)(TPTZ),Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin) oksidan olarak kullanilir. Diisiik
pH’da (pH=3,6) olusan Fe(IIl) ’iin, kisa adi TPTZ olan tripiridiltriazin ile reaksiyonu
sonucu olusan [Fe(Ill)-TPTZ] kompleksi antioksidanlarin etkisiyle Fe(ll)-
tripiridiltriazin [Fe(11)-TPTZ] kompleksine indirgenmektedir. Meydana gelen Fe(ll)-
TPTZ kompleksinin rengi koyu mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans
vermektedir(Benzie ve Strain, 1996).

FRAP metodu antioksidan giicii tayin edebilen dolayli bir metoddur(Cao ve
Prior, 1999). pH=3,6’da uygulanan FRAP yontemi fizyolojik pH’larda
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calismadigindan bulunan sonuglarin insan viicudundaki redoks reaksiyonlarina
uyarlanmasi beklenmemelidir. Yontemin asidik pH’larda caligsmasi protonlarini
vermemis bazi antioksidanlarin kolay yiikseltgenmemesine ve dolayisiyla toplam

antioksidan kapasitenin oldugundan diisiik bulunmasina yol acabilmektedir.

FRAP sonuglari, analiz zamanina bagli olarak biiylik 6l¢iide degisebilir. Hizli
reaksiyon veren polifenoller, 4 dakika gibi kisa analiz zamanlarinda tayin edilirler.
Bununla birlikte, bazi polifenoller daha yavas reaksiyon verirler ve tayin i¢in daha
uzun analiz siireleri gerektirirler (30 dakikadan birka¢ saate kadar). Bravo ve
arkadaslari, kafeik asit, tannik asit, ferulik asit, askorbik asit ve kersetin gibi
polifenoller i¢in absorbansin 593 nm’de yavas yavas arttigin1 saptamislardir (Bravo,
Pulido ve Saura-Calixto, 2000).

Yontemin Avantajlar::

FRAP yontemi ile hem hidrofilik hem lipofilik antioksidanlarin tayini
yapilabilmektedir. Diger yontemlerin aksine FRAP yontemi basit, hizli1 ve ucuzdur,
Ozel aletler gerektirmemektedir. Otomatik, yari-otomatik ve manuel metotlarla

gergeklestirilebilir (Prior ve ark., 2005).

Yontemin Dezavantajlari:

FRAP yontemi spesifik degildir. Redoks potansiyeli 0.70 V’dan daha diisiik, in
vivo olarak antioksidan Ozellik gostermeyen herhangi bir bilesik bile demiri
indirgeyebilir (Akesson, Nilsson, Pillai, Onning, Persson ve Nilsson, 2005).
Fe*®/Fe*? redoks ciftinin redoks potansiyelinden daha diisiik potansiyelli birgok
bilesik teorik olarak Fe**’ii F e+2’ye indirgeyebilir. Bu nedenle FRAP degerleri daha
yiiksek ¢ikabilir. Bunun nedeni Fe(III)’iin, kimyasal olarak inert olmasina neden olan
yiiksek spinli yart dolu d orbitalleri olabilir (Apak ve ark., 2004). Ayrica diger bir
neden FRAP yontemi ile fizyolojik olmayan pH’da ¢alisilmasidir (Arranz, Perez-
Jimenez, Tabernero, Diaz-Rubio, Serrano, Goni ve Saura-Calixto, 2008). Yontem
sadece demir iyonunu temel almaktadir. Bu yiizden mekanik ve fizyolojik olarak

antioksidan aktivitesi i¢in uygun degildir.
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Calisilan madde karigimlart gida ekstraktindaki selatlarla baglanabilen diger
Fe(Ill) tiirlerini igeriyorsa, potansiyel problemler meydana gelir. Bu kompleksler
antioksidanlarla reaksiyona girebilir. Sonuglar FRAP degeri ve antioksidanin verdigi

elektron sayilar1 arasinda bir iliski olmadigin1 géstermistir (Garg ve ark., 2006).

4.2.3 Folin ciocalteu yontemi

Bu yontem Singleton ve arkadaslar tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik
igerigini dlgmek igin gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSO4 (bakir(ll)stilfat)
alkali ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar(Singleton ve Rossi, 1965;
Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999). Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
molibdofosfotungstik heteropoliasittir (3H20.P205.13W03.5M003.10H,0).
Varsayilan aktif merkezi Mo(VI) dir. Folin fenol reaktifi (fosfomolibdik-
fosfotungstik asit) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya
antioksidanla ~ Cu(II)’nin  reaksiyonundan a¢iga c¢ikan Cu(l) olasilikla
molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye
doniistir.

Reaksiyon tamamlaninca, mavi renkli kompleks olusumu 750 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlgiiliir. Standart olarak genellikle gallik asit kullanilir ve

sonuglar gallik asit esdegeri olarak (mg/L) ifade edilir.

Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)

Bu denemede, ard arda geri doniisimli bir veya iki elektron indirgeme
reaksiyonlart, P(I\/|0W1104o)4' olmasi muhtemel mavi tiirlerin olusumunu saglar.
Esasen, molibdenin kompleks icinde indirgenmesinin daha kolay olduguna ve
elektron-transfer reaksiyonunun indirgenler ve Mo(VI) arasinda gerceklestigine

inanilir.

Fenolik bilesikler FCR (Folin Ciocalteu reaktifi) ile sadece bazik ortamlarda
reaksiyon verirler. (Sodyum karbonat ¢ozeltisi ile pH=10’a ayarlanir). Fenolik
protonun dissosiasyonu, reaktifi indirgeme yetenegi bu nedenle artan fenolat

anyonunun olusumunu saglar.
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Yontemin Avantajlari:

FC yontemi toplam indirgeyici kapasitenin ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. FC
yontemi ile diger yontemler (TEAC ve DPPH) arasinda iligki bulunmaktadir
(Andrioli, Lussignoli, Fraccaroli, Brocco ve Bellavite, 1999). FC metodu ve ORAC
metoduyla bulunan antioksidan kapasite 6l¢timleri arasindaki iligski genellikle iyidir
(Prior ve ark., 2005). FC yontemi, gidalarin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontemdir. (Huang ve ark.,
2005).

Yontemin Dezavantajlari:

FC yontemi antioksidan c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yontemin uzun zaman almasi rutin analizler i¢in uygulanmasini zorlastirmaktadir.
Ayni  zamanda sulu fazda gerceklestirildigi igin lipofilik bilesikler igin
uygulanamamaktadir (Lima, Magalhaes, Segundo ve Reis, 2008, Garg ve ark., 2006,
Prior ve ark., 2005). Metotlarin standardizasyon eksikligi tayin edilen fenollerde
farkli degerler elde edilmektedir. FC ayiraci fenolik bilesikler i¢in spesifik degildir.
Fenolik olmayan bir ¢ok bilesik (aromatik aminler, siilfiir dioksit, askorbik asit, Cu
(I) ve Fe (II) gibi) tarafindan indirgenebilir. Bu nedenle “toplam fenolik madde”
belirlenmesi i¢in uygun degildir. Son zamanlarda FC yontemi toplam indirgeyici
kapasitenin Olgiilmesinde kullanilmaktadir. Folin-Ciocalteu ayiract (FCR) temelli
yontem toplam fenolik (ya da fenol) yontem olarak bilinir. Fakat gercekte drnegin
indirgeyici kapasitesini 6lger. Son absorbans degerleri genellikle reaksiyona giren
fenolik hidroksil gruplarinin sayisiyla orantilidir ve molekiiliin yapisina baghdir.

(Klejdus, Stratil ve Kuban, 2006).

4.24. TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity; troloks esdegeri
antioksidan kapasitesi) / ABTS yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS
yontemi, ilk olarak Miller ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir(Miller ve ark.,
1993; Miller ve Rice-Evans, 1994). Bu yontem; 2,2’- azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonik asit) (ABTS) kromojen radikal katyonunun absorbansinin, antioksidanlar
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tarafindan inhibisyonunu temel alir. (ABTS)’in persiilfatla oksidasyonuyla, ABTS
radikali olusturulur ( Sekil 4.2c). Bu radikal, toplam radikal siipiirme kapasitesini
Olcmek i¢in kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS nin rengini
kaybetmesi temeline dayanir. Antioksidanlar varliginda ABTS™ radikal katyonunun
(Sekil 4.2d) absorbansinda belirli bir siire i¢indeki azalmadan yararlanarak toplam
antioksidan kapasitesi troloks cinsinden bulunur. Bu nedenle bu yonteme “troloks

esdegeri antioksidan kapasite yontemi”’(ABTS/TEAC) ad1 da verilir.

\©i}=»-=<:©’

Sekil 4.2c: ABTS™ radikal katyonunun yapisi

CaHg

S S077
XN :<N’©/ antioksidan
}= “Ko5,0
,"f i
H.-. S @/SDE
ABTS+" (A=734 nm) \C[ >:

(ol
CoH

ABTS (renksiz)

Sekil 4.2d: 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit) (ABTS)’nin

persiilfatla oksidasyonu
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TEAC yonteminde analiz edilen maddenin (antioksidanin) ABTS radikalini

indirgeme yetenegi dl¢lilmektedir. Yontemde antioksidan varliginda radikal meydana

gelmektedir. 660nm, 734nm ve 820 nm’de maksimum veren ABTS™ radikal katyonu

metmiyoglobinin H,0; ile aktivasyonu ile iiretilen ferrilmiyoglobin radikal tiirlerinin

ABTS ile etkilesiminden meydana gelmektedir (Sekil 4.2e)(Ates, Erdogan, Durmaz,
Yilmaz ve Segkin, 2011).
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Sekil 4.2e: ABTS™ radikal katyonunun absorbsiyon spektrumu
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ABTS™ katyon radikalini olusturmak igin, ABTS; myoglobin ve H,0, ile
asagidaki reaksiyonlarda goriildiigii gibi inkiibe edilir(Girotti, Ferri, Maccagnani,
Budini ve Bianchi, 2002).

111

HX-Fe "+ HzOz

ABTS + X-[Fe'' (0] —> ABTS "+ HX-Fe

—» X-[Fe" (O] + H20

111

(HX-Fe" = miyoglobin; X-[ Fe'V(O] =ferrilmiyoglobin)
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Orijinal TEAC denemesinin bagil standart sapma degerleri, giin i¢i denemeler
icin %0.54 — 1.59, giinler aras1 denemeler igin %3.6 — 6.1 olarak bulunmustur(Miller
ve ark., 1994).

Omek, ABTS™ ¢ozeltisi ile karistirilir ve 6 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
bekletme sonunda absorbans 6lgiiliir (Ates ve ark., 2011). Absorbanstaki azalmadan
yararlanilarak ornegin toplam antioksidan kapasitesi troloks cinsinden verilmektedir.
Sonuglar gram Ornek bagina Troloks esdeger antioksidan kapasite cinsinden ifade
edilir (TEAC/mg). Antioksidan ve oksidanlar arasindaki reaksiyon hiz farkliliklari
TEAC degerlerine yansimaz. Ciinkii TEAC yontemi bir bitis noktasi yontemidir
(Huang ve ark., 2005).

Re ve arkadaslar tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmis TEAC yonteminde
potasyum persiilfatla  ABTS’in oksidasyonu sonucu iiretilen ABTS™ radikal
katyonlar1 kullanilir. Uretilen bu ABTS radikalleri oda sicaklifinda karanlikta
bekledigi zaman 2 giin kararlidir. Gelistirilen bu yontem, hem lipofilik hem de

hidrofilik sistemlerde kullanilabilmektedir.

Yontemin Avantajlari:

Uygulamasimin kolay olmasi nedeniyle, TEAC yontemi antioksidan kapasiteyi
arastirmak i¢in siklikla kullanilmistir. Yontem genis bir pH araliginda kullanilabilir.
Bu ylizden antioksidan mekanizma iizerine pH etkisini ¢alismak i¢in kullanilabilir
(Prior ve ark., 2005; Lima ve ark., 2008). ABTS radikali hem sulu hem de lipit
fazlarda kullanilabilir ve dolayisiyla lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan
kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilabilir (Osman, Wong, Hill ve Fernyhough, 2006).

Yontemin Dezavantajlari:

TEAC reaksiyonunun bitis noktasina ulasmasi zaman alabilir. Bu yiizden, kisa
stireli bir bitis noktasinin kullanilmasi (4-6 dakika), reaksiyon tamamlanmadan 6nce
okuma yapilmasina ve daha diisik TEAC degerleri bulunmasiyla sonuglanabilir

(Prior ve ark., 2005).
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4.3. Antioksidan Kapasiteye Etki Eden Faktorler

Antioksidanlar radikalleri hidrojen atom transfer (HAT) ve elektron transfer
(ET) gibi iki temel mekanizmaya gore etkisiz hale getirirler. Bu mekanizmay1
antioksidanin yapisi, 6zellikleri, sistemin c¢oziiciisii ve dis faktorler (sterik etki,
polimerizasyon vb.)  etkilemektedir. Bu faktorlere bagli olarak antioksidan

kapasitede degisimler meydana gelmektedir.
4.3.1. Yapisal etki

En oOnemli antioksidan simiflarindan flavonoidlerin ve metabolitlerinin
antioksidan aktivitesi halkali c¢ekirdeksel yapilarindaki fonksiyonel gruplarin
yerlesmesine baglidir. Flavonoidlerin yapilarindaki siibstitiientlerin yerlesimi, flavan
iskeletinin tek basina gostermis oldugu antioksidan aktiviteyi ylikseltebilmektedir.
Bircok  polifenolik  antioksidan  birbirleriyle  karsilastirildiginda,  hem
konfigiirasyonun, hem de toplam hidroksil gruplar1 sayisinin antioksidan aktiviteyi
biiyiikk oranda etkiledigi goriilmiistiir(Cao, Sofic ve Prior, 1997; Pannala, Chan,
O’brien ve Rice-Evans, 2001; Burda ve Oleszek, 2001).

Serbest radikal siiplirme kapasitesinin hidroksil siibstitiientlerinin yiiksek

reaktivitesine bagli oldugu asagidaki reaksiyonda gortilmektedir:
A-OH+R — A-O + RH

Flavonoidlerin  yapilarina  bagli  olarak  antioksidan  kapasitelerinin

farklilagsmasinda kapasite degerlerini belirleyen birkag husus vardir (Sekil 4.16):

1) B halkasindaki o0-dihidroksi yapist (1-e veren flavonoidin ariloksi radikal

formunun yiiksek kararliligini saglayan ve elektron delokalizasyonuna katilan)

2) 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ifte bag (C halkasinda 4. karbon atomunda

keto grubu olusturan ve radikalin B halkasindan elektron delokalizasyonunu arttiran)

3) C ve A halkalarindaki 3. ve 5. pozisyondaki hidroksil gruplari (maksimum
radikal-stipiirme potansiyeli i¢in gerekli olan)(Shadidi ve ark., 1992).
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Bu ozelliklerden bir ya da daha fazlasina sahip flavonoidler olduke¢a yiiksek
antioksidan etki gosterirler(Miller ve ark., 1996). Flavonoidler tarafindan serbest
radikallerin siipiiriilme yetenegi, en ¢cok serbest 3-OH grubunun varligina baghdir.
Sekil 4.3’de, ¢ok giiclii bir antioksidan olan kuersetinin kimyasal yapisi lizerinde
antioksidan kapasitesini belirleyen ozellikleri inceledigimizde, bu 6zelliklerden en
onemlisi daha oOnce belirtildigi gibi sar1 renkle gosterilen katesol veya orto-
dihidroksillenmis B halkasidir. Diger 6nemli 6zellikler; C halkasinda kirmizi renkle
gosterilmis olan doymamis yapi, yesil renkle gosterilen 4-okso fonksiyonunun
varligidir. Katesol grubu ve diger fonksiyonlar (mavi renkli) demir ve bakir gibi
transizyon metallerini kelatlama yetenegi saglar(Williams, Spencer ve Rice-Evans,
2004).

OH
5

Sekil 4.3: Flavonoidlerin antioksidan kapasitelerini belirlemede ©Onemli olan

ozellikleri gosteren kimyasal yap1

a) Hidroksil gruplarinin sayist;

A ve B halkalarinda polihidroksillenmis yapilarin 6nemi, kuersetin, mirisetin,
(+)-katesin, morin ve fisetinin, apigenin, hesperetin, hesperidin, naringenin,
naringine gore karsilastirllmasiyla belirlenmeye calisilmustir. ilk gruptakiler 4-6
arasinda, ikinci gruptakiler 1-3 arasinda hidroksil tasiyan flavonoidlerdir.
Flavonoidlerin hidroksil radikali siipirme aktivitesi, B halkasindaki hidroksil
gruplart sayistyla (6zellikle C-3° konumunda) artar ve hidroksil gruplari sayisinin

azalmastyla hizli bir sekilde azalir.
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b) Hidroksil konumlart;

A halkasindaki C-5 ve C-7, B halkasindaki C-3’ ve C-4’ ve C halkasindaki C-3
konumundaki hidroksil gruplarinin varlhigi lipid peroksidasyonun inhibisyonuna
katkida bulunur. Flavonoller, antiperoksidatif aktivite i¢in C-2° konumunda bir

hidroksil grubu ve pirogallol grubuna (C-3°, C-4’, C-5’) gereksinim duyarlar.
¢) C halkasindaki 3. karbon atomu tizerinde hidroksil grubunun varligs;

Bu yapiya sahip fisetin, (+)-katesin, kuersetin, mirisetin ve morin; lipid
peroksidasyonunu, C-3. karbon atomu tizerinde hidroksil grubu tasimayan apigenin,

hesperetin ve naringenine gore daha kuvvetli inhibe eder.
d) Metoksi gruplarinin varhig;

Sterik engellemeden dolay1 flavonoidlerin antiperoksidatif verimini azaltir.
Ancak ayni sayida hidroksil grubu igeren flavonoidlerde -OH’e gore orto- ve para-
konumundaki —OMe gruplari, elektron destegiyle ariloksi radikallerini stabilize

edeceginden sonugta antioksidan aktiviteyi arttirirlar.

4.3.2. Coziicii etkisi

Antioksidan bilesiklerin kimyasal davranislar1 iizerinde ¢oziicii etkisi temel bir
parametredir. Hidrofilik ve lipofilik ortamlarda antioksidanlar benzer antioksidan
aktivite gostermezler aksine ¢oziicii ortaminin degismesiyle gosterdikleri antioksidan
ozellik farklilik gosterir. Coziicii tiirii ve polaritesi antioksidan kapasite 6l¢timlerinde
onemli olan hidrojen atomu ve elektron transferini etkilemektedir(Perez-Jimenez ve
Saura- Calixto, 2006; Finotti ve Majo, 2003). Polar ¢oziiciilerde, hidrojen atomu
baglanmasi fenolik antioksidanlarin  H-atom dondr aktivitelerinde Onemli
degisikliklere  neden  olmakta ve  Olgiilen  antioksidan  kapasitesini
etkilemektedir(Pinelo, Manzocco, Nunez ve Nicoli, 2004; Pedrielli, Pedulli ve
Skibsted, 2001). Hidrojen atom transferi reaksiyonu esasina gore ¢alisan antioksidan
kapasite yontemleri ¢oziiciiden ve pH’dan bagimsizdir. Ayrica reaksiyon hizli olup

genellikle saniye veya dakika mertebesinde tamamlanmaktadir(Prior ve ark., 2005).
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Antioksidan kapasite iizerine ¢oziicii etkisi ile ilgili literatiirde birgok caligma
mevcuttur. ORAC, ABTS, FRAP ve DPPH gibi sikca kullanilan yontemlerde ¢oziicii
etkisi mevcut olmakla birlikte ¢oziiciiniin cinsi ve Ozellikleri her yontemi farkli
sekilde etkilemektedir. Jimenez ve Saura-Calixto farkli solventlerde gallik asit-
katesin karigimi igin sulu ¢ozeltide gozlenen kapasitenin metanol-su igerisinde
gbzlenene oranla % 40 daha yiiksek oldugunu, metanol-su karisimlarinda su orani

arttikca kapasitede artis oldugunu gozlemislerdir(Perez-Jimenez ve ark., 2006).

FRAP yonteminde ise sulu ¢ozelti ile metanollii ¢ozelti arasinda c¢ok fark
olmadigi ancak metanol-su karigimlarinda su orani yiikseldik¢e kapasitenin tek sulu
coOzeltiye gore arttigi goriilmiistiir. Yani genel olarak ¢oziicii polaritesindeki artiga
bagli olarak antioksidan kapasitede artis goriilmektedir. Ancak bu sonu¢ % 100
gecerliligi olan bir sonu¢ olmamakla birlikte yontemlerin ¢aligma mekanizmasina,
kullanilan antioksidan bilesiklerin kimyasal yapilarina ve ¢oziicli 6zelliklerine birebir
baghdir. Jimenez ve Saura-Calixto’nun yaptiklar1 ¢alismada elde edilen sonuglara
gore ORAC yonteminde solvent etkisi ¢ok yiiksek iken DPPH yonteminde bu etki
minimum bulunmustur. Coziicii polaritesi azaldikca ORAC degeri ylikselme egilimi
gostermistir. Farkli ¢oziiciiler arasinda gozlenen tiim bu farkliliklar, standart
antioksidan ve karigimlarina oranla besin veya diger kompleks matrikslerde daha
fazla olacaktir. Bu nedenle antioksidan kapasiteleri karsilastirirken ayni ¢oziictilerle
hazirlanan ¢ozeltiler veya ekstreler dl¢lilmelidir. Aksi takdirde sonuglar ¢ok farkli
olabilir ve direkt olarak yontemleri karsilastirmak anlamli olmaz(Perez-Jimenez ve
ark., 2006).

Foti ve arkadaslar1 bazi flavonoidlerin, katesol tiirevlerinin, hidrokinon ve
monofenollerin antioksidan etkinligi iizerine polar (asetonitril ve ter-butil alkol) ve

apolar (siklohekzan) ¢oziiciilerin etkisini arastirmiglardir(Foti ve Ruberto, 2001).

4.3.3. Sinerjik etki

Giinliik diyette antioksidanlarin birgogu bir arada alinmaktadir. Bu sebeple,
antioksidanlarin beraber olusturacaklari etki merak konusu olmus ve bu yonde birgok
aragtirma yapilmistir. Gida kaynakli antioksidanlarin biiyiik bir kismini protein ve

fenolik yapidaki antioksidanlar olugturmaktadir ve tek baslarina yiliksek antioksidan
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aktivitesine sahiptirler. Fakat bu maddeler birbirleriyle veya insan viicudundaki bir
takim yapilarla (enzim, membran, vs) etkilesimde bulunabilmekte, dolayisiyla
antioksidan aktivitelerinde ve etkilestikleri maddelerin biyolojik rollerinde 6nemli
degisimlere yol acabilmektedirler. Bu durum, etkilesmenin nasil oldugu,
aktivitelerinin ne durumda oldugu ve muhtemel sonuglarinin ne olacagi sorularini
giindeme getirmektedir. Daha 6nemli olarak insan viicudu baz alinip hiicre diizeyinde
olaylara bakildiginda; enzim, hiicre membrani ve bazi biiyiime faktorleriyle
olabilecek etkilesimler olumlu veya olumsuz Onemli metabolik degisimlere yol

acabilmektedir(Demirbiiker Kavak, 2010).

Antioksidanlarin gida ortaminda beraber bulunmalar1 sonucunda antioksidan

kapasite ti¢ farkli sekilde yorumlanabilir:

- Fenolik ve protein yapidaki antioksidanlar bir arada bulunarak toplam antioksidan
aktiviteyi her ikisinin toplam etkisi seklinde zenginlestirirler.

- Birbirleriyle antioksidan aktiviteyi arttiric1 yonde etkileserek pozitif bir sinerjik etki
yaratirlar.

- Birbirleriyle antioksidan aktiviteyi azaltic1 yonde etkileserek negatif bir sinerjik etki

(antagonistik etki) yaratirlar(Pinelo ve ark., 2004).

4.3.4. Polimerizasyon etkisi

Polimerizasyon kisaca otooksidasyonun ilerlemesi ile pargalanma ve yeni
molekiillerin olusumu olarak tanimlanabilir. Ozellikle yaglarda karsimiza ¢ikan bu
olay sonucu meydana gelen olusumlar; aldehitler, ketonlar, organik asitler ve
bunlarin hidroksi tlirevleri gibi bilesiklerdir. Bazi1 flavonoidlerin polimerizasyon

reaksiyonlaria gosterdigi yatkinlik sonucunda yapilariin degistigi ve bunun sonucu

olarak da radikal siipiirme Ozeliklerinde degisimler oldugu bildirilmistir(Pinelo ve

ark., 2004).
Flavonoidlerin niikleer yapisinin polimerlesmesi, konjiigasyon ve elektron
delokalizasyonu vasitasiyla daha kararli olan flavonoid radikalini saglayarak

antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir(Heim, Tagliaferro ve Bobilya, 2002). Katesinler

ve antosiyaninler iizerinde polimerizasyon, yapiya galloil ve seker gruplarinin
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baglanmasinin etkisi ile ilgili yapilan ¢alismada, katesinlerin monomerden trimere
dogru yani polimerizasyon arttikga antioksidan etkisinin arttig1 ve buna karsilik
olarak yag fazinda ise antioksidan aktivitenin polimerizasyonla azaldigi

belirtilmistir(Plumb, Pascual-Teresa, Santos-Buelga, Cheynier ve Williamson, 1998).
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4.4. Kocayemis’in (Arbutus unedo L.) icerigi ve Saghk Uzerindeki Etkileri

Kocayemis iilkemizde Akdeniz, Ege, Marmara, Karadeniz kiyilarindaki maki
alanlart i¢inde yetismektedir. Cigeklenme eyliilden mart ayina kadar devam eder.
Bununla birlikte cicekler kasim-aralik aylarinda yogun bir sekilde goriiliirler.
Meyvelerinin biiylikliigli ortalama 15-25 mm ¢apinda ve 4-8 g agirligindadir.
Meyveler kirmizi renkte, yuvarlak veya yassidir. Yaz sonunda yesilden sariya donen
meyveler yenilebilecegi zaman kirmizi bazen de pembe veya portakal rengine
dontigiir ve kokuludurlar. Meyveler olgunlagsmalarini 1 yilda tamamlarlar. Toplu
halde bulunan meyveler sonbaharda olgunlasmaya baslar ve uzun siire agag iizerinde

kalirlar(Seker, Yiicel ve Nurdan, 2004).

Sekil 4.4 : Kocayemis meyvesi

Kirmiz1 rengi alan meyveler iyi birer antioksidan kaynagidirlar ve yiiksek
miktarda seker icerirler. Kocayemis insan sagligl i¢in onemli bir meyve tiirtidiir.
Meyveleri mineral elementler ve 6zellikle C vitamini (150-280 mg) bakimindan
oldukga zengindir(Ozkan ve Haciseferogullari, 2007). Yapraklar1 sakkaroz ve tanen,
arbutin, metilarbutin ve urson gibi fenolik maddeler tasir. Aga¢ kabugu ve koklerinde
tanen (%45) igermektedir(Yaltirik ve Erding, 2002). Kocayemisin meyveleri ve
yapraklar1 pek cok hastalia iy1 gelmektedir. Yapraklari ishali onler ve idrar yollari
antiseptigi olarak faydalidir. Meyveleri viicudu kuvvetlendirir, mikroplara kars
korur.

Bobrek ve mesane yollar iltihaplarinin iyilesmesini saglar, bagirsak kurtlarini

doker, karaciger yetmezligine iyi1 gelir, dis taslarimi eritir, safra taslarmin
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dokiilmesine yardimci olur, sinirleri kuvvetlendirir. Meyveleri haslanip elde edilen
stvi igilirse kizamiga iyi gelir, idrar soktiirlir, 6ksiirlik ve bronsite iyi gelir, yiiksek
tansiyonu diisiiriir, damar sertligini giderir, romatizma ve mafsal iltihabina iyi gelir,
atesi diisiiriir, cilde tazelik ve giizellik verir. Kocayemisin kullanim alani oldukca

genistir. Yemis olarak degerlendirilmekte, tipta ve ila¢ sanayisinde kullanilmaktadir.

Kocayemis meyvesi hem iyi bir antioksidandir hem de C vitamini kaynagidir.
Antioksidanlar viicuttaki serbest radikalleri tutabilme Ozelligine sahiptirler.
Antioksidan ve vitamin eksikliginin metabolizmada Onemli rahatsizliklara yol
acabilecegi diistiniildiigiinde antioksidan aktivitelerinin ve diizeylerinin belirlenmesi
ile ortaya ¢ikacak sonuclar degerlendirilip, saglikli beslenmeye ilave olarak vitamin
takviyesi ile  viicuttaki serbest radikallerin  zararlarinin  Onlenebilecegi

distiniilmektedir.

4.5 Kocayemis ile Tlgili Yapilan Calismalar

Medina Carnicer ve ark. yem olarak kullanilabilecek 7 farkli ¢ali tiiriiniin taze ve
kuru materyallerinde karoten igerigini O6l¢miisler; 88,5 mg/kg ile en yiiksek karoten
degerini  Arbutus unedo L.nin kuru materyallerinden elde ettiklerini

bildirmislerdir(Carnicer, Berrocal, Lozano, Castro, Blanco ve Lucena, 1973).

Arbutus andrachne L’nin yapraklarinda yaz mevsimi boyunca fosfor birikimini
ve pigment (klorofil a ve b, karoten) icerigini belirledikleri bir ¢calismada hava ve
toprak neminin optimumun altinda olmasi1 durumunda fosfat igeriginin arttigini1 buna
karsin kurak sartlarin devam etmesi sonucunda bitki metabolizmasinin ve
biiylimesinin geciktigini, fosfat igeriginin de azaldigim tespit etmislerdir(lvantsova

ve Evmenenko, 1978).

Arbutus unedo L. yapraklarindan afzal, juglanin, avikularin, kuarsitrin ve hiparin
flavonoidlerini elde etmislerdir. Bu flavonoidler siirgiin, ¢icek ve meyvelerde

nispeten daha az miktarlarda belirlenmistir(Dauguet ve Foucher, 1982).

Yunanistan’in Parnis dagindan toplanan Arbutus unedo L. yaprak, gévde kabugu
ve meyvesinin astringent, diuretik ve antiseptik O6zelliklere sahip oldugu i¢in ilag

yapiminda ticari dnem tasidig1 belirtilmistir(Karikas, Euerby ve Waigh, 1986).
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Arbutus unedo L. yapraklarinda fenolik glikozitlerden arbutin ve piceoside
bulundugunu, ayrica yapraklarinda ve gévdesinde pek ¢ok bilesik oldugunu; Arbutus
unedo L.’nin astringent, diuretik ve antiseptik 6zellikleri igin kullanildig:

bildirilmistir(Karikas ve Giannitsaros, 1990).

Alarco-E-Silva ve ark. meyvenin niasin, A ve C vitaminlerince zengin oldugunu,
yiiksek seker kapasitesine (% 42) sahip ve asit kapasitesinin % 8.62 oldugunu, bu asit
kapasitesinin meyvenin seker kapasitesine uygun oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
kuinik asit ve insan viicudunda degisime ugrayan hippurik asit, tanen ve yiiksek
oranda fenolik bilesiklere sahip oldugunu ve fenolik bilesiklerin giiglii bir
antioksidant etkiye sebep oldugunu belirtmislerdir(Alarco-E-Silva, Leitao, Azinheira
ve Leitao, 2001).

Arbutus unedo L.’nin yapraklarmin etanol ve metanol ekstraktlarinda fenol
glikozitler, vitamin E, flavanol glikozitler ve tanenleri tespit etmisler ve yapraklarin
antioksidant etkisinin bulundugunu bildirmislerdir(Pabugcuoglu, Kivgak, Bas ve
Mert, 2003).

Samsun c¢evresinden topladiklart Arbutus unedo L. meyvelerinin bilesiminde
fenolik asitler, ugucu olmayan asitler ve eriyebilir sekerleri belirlemis ve bunlarin
meyve tadina katkida bulunduklarini bildirmislerdir. Arastirmacilar Arbutus unedo
L.’nin meyvelerinde fenolik asitlerden en fazla gallik ve gentisik asit olmak tizere
protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve m-anisik asit; ugucu olmayan
asitlerden en fazla malik ve fumarik asit olmak {izere laktik, suberik ve sitrik asit;
sekerlerden en fazla fruktoz ve glikoz olmak iizere sukroz ve maltoz bulundugunu

tespit etmiglerdir(Ayaz, Kiigiikislamoglu ve Reunanen, 2000).

Pinelo ve arkadaslar1 bitki matriksinde en ¢cok bulunan kuersetinin antioksidan
kapasitesi lizerinde ¢oziicii etkisini incelemek icin kuersetinin etanol, metanol ve
etanol/su (1:9,v/v) c¢ozeltilerini hazirlayarak DPPH yontemini uygulamislardir.
Coziciiler farkli kimyasal 6zelliklerine gore sec¢ilmislerdir. Su ve etanoliin se¢ilmesi
kuersetin iceren meyve ve sebze tiirlerinin hepsinde bol miktarda bulunmasidir.
Metanol bu ortamlarda sik bulunmamasina ragmen, ozelikleri agisindan su ve

etanoliin arasinda yer aldigindan temel kosullar altinda antioksidan aktivitenin
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degerlendirilmesi hakkinda ipuclar1 verebilecek bir ¢oziicli oldugu igin secilmistir.
Yazarlar ayni konsantrasyonda kuersetin i¢in ¢oziicii polaritesi degistik¢e antiradikal

aktivitenin arttigini tespit etmislerdir(Pinelo ve ark., 2004).

Park ve arkadaslar tarafindan, etilen ve hava akimi ile muamele edilmis kivi
meyvesi Orneklerine ABTS/TEAC, DPPH, CUPRAC yontemleri uygulanmstir.
Etilenle muamele edilmis kivilerde total polifenolik bilesik miktar1 ile ABTS/TEAC,
DPPH, CUPRAC yontemleri ile Olciilen antioksidan kapasitelerinin korelasyon
katsayilari sirasiyla, 0,74; 0,93; 0,98 olarak bulunmus olup havaakimi ile muamele
edilmis kivi ornekleri i¢in ise bu degerlerin 0,72; 0,88; 0,97 oldugu gozlenmistir
(Park, Jung, Kang, Heo, Arancibia-Avila, Toledo, Drzewiecki, Namiesnik ve
Gorinstein, 2008).

Apak ve arkadaglar1 Malatya bolgesindeki kayisilar iizerinde antioksidan
aktivitesi CUPRAC, ABTS/ TEAC ve folin yontemlerini kullanarak
karsilastirmiglardir. ABTS/ TEAC ve folin metotlarinin CUPRAC metoduyla uyumlu
oldugu goriilmiistiir ve saf flavonoidlerin kalibrasyon egrileriyle, kayisi ekstrelerine
i¢ standart ilavesiyle elde edilen kalibrasyon egrileri paralellik gostermistir(Apak ve
ark., 2006).

Gil ve arkadaslar1 nar sularinin antioksidan aktivitesini dort farkli yontemle
(ABTS, DPPH, DMPD ve FRAP) ile tayin edip kirmizi sarap ve yesil cay ile
karsilastirmislardir. Ticari nar sular1 kirmizi sarap ve yesil ¢aya nazaran 3 kat daha
fazla antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistir (Gill, Tomas-Barberan, Hess-
Pierce, Holcroft ve Kader, 2000).

Kim ve arkadaslari, elmadaki baglica flavonoidleri ve bunlarin toplam
antioksidan kapasitesine olan etkilerini arastirmiglardir. Alt1 farkli elma c¢esidinin
antioksidan kapasitelerini ABTS yontemi ile C vitamini esdegeri cinsinden
hesaplamiglardir. En 6nemli flavonoidler; kuarsetin ve glikozidleri, prosiyanidin,
klorojenik asid, epikatesin ve C vitaminidir. Fenolik bilesiklerle C vitamini arasinda
toplam antioksidan kapasiteleri ve konsantrasyonlar1 bakimindan yiiksek bir lineer
iligki saptamiglardir. C vitamini esdegeri cinsinden fenolik bilesiklerin antioksidan
kapasiteleri, kuersetin i¢in 3,06; epikatesin i¢in 2,67; prosiyanidin i¢in 2,36; C
vitamini i¢in 1,00 ve klorojenik asit i¢in 0,97 olarak elde edilmistir (Kim ve ark.,
2003).
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Koleva ve arkadaslari, metanolde hazirlanmis DPPH ¢o6zeltisi kullanarak
kompleks karigimlardaki (bazi bitki tiirleri) radikal siiptiriicii bilesenleri belirlemek
icin hizl1 bir on-line yontem gelistirmislerdir. HPLC kolonunda ayrilan bilesenler
kolon sonrasi reaksiyon modiilinde DPPH ¢oézeltisiyle tepkimeye girmekte ve
radikalin stiptiriicii bilesenler tarafindan siipiiriilmesi 517 nm’de negatif pikler

seklinde belirlenebilmektedir(Koleva, Niederlander ve VVan Beek, 2000)

Stewart ve arkadaslari ise yesil ve siyah caydaki fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivite tayini i¢in on-line HPLC-ABTS yo6ntemini uygulamiglardir. Her bir ¢ay
bileseninin antioksidan potansiyeli kantitatif olarak belirlenmis ve gallatlanmis
katesinlerin radikal siipiirme aktivitesinin en yiliksek oldugu gézlenmistir. Ayrica bu
calismada elde edilen sonuglara gére siyah caymn toplam antioksidan kapasitesinin
sadece %20’lik kismiin RP-HPLC ile belirlenen bilesenler tarafindan olusturuldugu
goriilmiistiir(Stewart, Mullen ve Crozier, 2005)

Ulusoy, “Tiirkiye’nin baz1 yorelerinden kestane ve ¢igek ballarinin antioksidan
aktiviteleri ve mineral igeriklerinin karsilastirilmasi” isimli ¢aligmasinda, bir¢ok
farkli bal numunesinin antioksidan aktiviteleri tizerinde ¢alismistir ve DPPH radikali
stipirme aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 gibi parametreler hakkinda bilgi

vermistir(Ulusoy, 2005).

Orak ve arkadaslari, Arbutus unedo L. meyvesinin kurutularak ve dondurularak
baz1 besin bilesenlerini ve antioksidan aktivite Ozelliklerini degerlendirmislerdir.
Antioksidan aktivitelerinin tayini icin DPPH radikali temizleme aktivitesi ve f-
karoten agartma yontemini kullanmislar ve dondurularak yapilan kocayemis meyvesi
analizlerinin besin degerlerinin antioksidan aktivitelerinin daha i1yi sonu¢ verdigi

goriilmiistiir(Orak, Aktas, Yagar, Isbilir, Ekinci ve Sahin, 2012)
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5.GEREC VE YONTEM
5.1. Kullanilan Cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar; kimyasal madde ve bitki 6rneklerini tartmak i¢in
Libror AEX-2006 analitik terazi, ckstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin
¢oziinmesine yardimci olmak i¢in Ultrasonic LC 30 ultrasonik banyo, ¢ozeltileri
karistirmak i¢in Kika labortechnik FS125 basic karistirici, meyve Orneklerinin
dondurularak saklanmasinda Argelik A+ freze-dryer, bidistile su temini igin
Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi, absorbans Ol¢iimleri ve
spektrum  ¢izimleri i¢in  Shimadzu(UV-1601) UV-Vis spektrofotometre

kullanilmastir.
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5.2.Kullanilan Kimyasallar

Bilesigin Ad1 Bilesigin Formiilii Firma
Asetik Asit CH5;COOH Merck
Sodyum Karbonat Na,CO3 Merck
Bakirsiilfat tetrahidrat CuS0,.5H,0 Merck
Demir(l1Dkloriir hegzahidrat FeCl;.6H,0 Merck
Sodyumasetat trihidrat CH3COONa.3H,0 Sigma-Aldrich
TPTZ 2,4,6-tripiridil s-triazin Sigma-Aldrich
Potasyumsodyumtartarat tetrahidrat NaKC4H40¢.4H50 Sigma-Aldrich
Sodyum bikarbonat NaHCO, Merck
Troloks 6-hidroksi2,5,7,8tetrametilkroman-2 Aldrich
karboksilik asit
Folin-Ciocalteu reaktifi 3H,0.P,05.13W03.5M005.10H,0 Merck
Ferulik asit C1oH1004 Fluka
Bakar(Il)kloriir dihidrat CuCl,.2H,0 Merck
Amonyum asetat CH3;COONH, Merck
Neocuproin 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin Aldrich
ABTS 2,2’-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat] | Sigma
Potasyum persiilfat K,S,0g Sigma-Aldrich
% 96’11k etanol CH;CH,OH Merck
Metanol CH5;0H Merck
% 37’lik hidroklorik asit HCI Merck

42




5.2.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Cu(IDkloriir ¢ozeltisi, 0,01 M olacak sekilde bakir(Il)kloriirdihidrat’tan
(CuCl;,.2H,0) 0,4262 g tartim alinip su ile 250,00 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
Amonyum asetat (CH3COONH,) tamponu, 1,00 M (pH=7) olacak sekilde
CH3COONHy’dan 19,27 g tartim almip su ile 250,00 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. Neocuproine ¢ozeltisi, 0,0075 M olacak sekilde (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)’den 0.039 g tartim alinip %96°lik etilalkolle 25,00 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

ABTS’den 0,1920 g tartim alinip su ile 50,00 mL’ye tamamlanarak 7,00 mM
ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. ABTS stok ¢ozeltisi i¢ine, son konsantrasyonu 2,45 mM
olacak sekilde 0,0331 g K;S,0g ilave edildi. Elde edilen ABTS radikal ¢ozeltisi, 12-
16 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanima hazir

hale gelmektedir.

FRAP ¢ozeltileri; FeCl3.6H,O’den son konsantrasyonu 0,02 M olacak sekilde
tartm alimip 1,00 mL 1,00 M HCI iginde ¢oziilerek H,O ile 50,00 mL’ye
tamamlandi. TPTZ ¢ozeltisinin son konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde 0,0625 ¢
tartim almarak 50,00 mL’ye % 96’lik etil alkol ile tamamlandi. FRAP reaktifini
hazirlamak igin sirasiyla 0,30 M CH3COOH/CH3COONa.3H,0 tamponu (pH:3,6),
0,02 M FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi ve 0,01 M TPTZ reaktifi 10:1:1 oraninda karistirilarak

hazirlandi.

Folin Ciocalteu; Lowry A: % 2’lik Na,CO3 (0.10 M NaOH igerisinde), Lowry
B: 0,50 M CuSO, (%]1°lik NaKC4H4Og igerisinde), Lowry C: 50,00 mL Lowry A +
1,00 mL Lowry B, Folin-Ciocalteu reaktifi H,O ile 1:3 oraninda seyreltildi.
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5.3 Kocayemis Bitkisinin Analize Hazirlanmasi

5.3.1. Kocayemis bitkisinin temin edilmesi

Meyve ve yapraklar Yalova ili Termal ilcesi Uvezpmar Mahallesinden Kasim-

Aralik ay1 olan hasat zamanlarinda bizzat toplanarak temin edildi.

Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilimdali
Baskani Prof. Dr. Ertan TUZLACI tarafindan teshis edilmis olup Marmara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (MARE 15675) bulunmaktadar.

5.3.2. Kocayemis bitkisinin kurutulmasi ve saklanmasi

Kocayemis meyveleri dalindan toplandiktan sonra -20°C’de muhafaza edilmistir.
Kocayemis yapraklari ise; dallarindan tek tek ayrilarak bir alana serilerek kurumasi
beklenmistir. Kuruduktan sonra havanda doviilerek toz haline getirilip, oda

sicakliginda gilines almayan kapali bir kutuda saklanmistir.

5.3.3. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Antioksidan kapasiteleri belirlenecek olan bitki ekstreleri giinlik olarak
hazirlandi. Tlk ekstraksiyon % 0,5 hidroklorik asit igeren %80 metanol (80,00 mL
metanol+ 19,50 mL destile su+ 0,50 mL hidroklorik asit) ve digeri %80 metanol
(80,00 mL metanol+ 20,00 mL destile su) ¢ozeltileri ile yapildi. Dondurulan meyve
oda 1sisinda ¢6ziindiikten sonra her bir deneme igin yaklasik 1,30 g ve kurutulan
yapraktan 0,50 g tartilip; 6nce 1. kademe olarak ¢oziiciiniin 10,00 mL’si ile 15
dakika, 2. kademe olarak ¢6ziiciiniin 10,00 mL’si ile 15 dakika ve 3. kademe olmak
tizere ¢Oziicliniin 5,00 mL’si ile 15 dakika olmak iizere ekstraksiyon asamasi 3
kademeli olarak toplam 45 dakikada, ultrasonik banyoda ve agzi kapali erlenler
icinde gergeklestirildi. Ekstraksiyon sonunda yapilan siizme islemlerinden sonra
hepsi birlestirilip son hacimler 25,00 mL’ye tamamlandi. Elde edilen ekstrelere

belirli oranlarda seyreltmeler yapildi.
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5.4.Uygulanan Yontemler

5.4.1. Spektrofotometrik yontemler

5.4.1.1. CUPRAC yontemi
5.4.1.1.A. Normal metod

Bir cam tiip igerisine 1,00’er mL Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve
amonyum asetat (pH=7 tamponu) karisim ¢ozeltisi ve toplam antioksidan kapasitesi
Ol¢iilmek istenen MeOH/H,0 (8:2; viv) ve MeOH/ H,O/HCI (8:1,95:0,05; v/viv)
¢Ozilicii ortaminda hazirlanmis antioksidan bilesik (X) mL ve (1-x) mL H,O ilave
edilip iyice calkalandi. Toplam hacim 4,00 mL olacak sekilde c¢ozeltiler hazirlandi.
Olusan Cu(I)-Nc kelatinin renginin karakteristik dalgaboyu olan 450 nm’de
absorbans degerleri siire sonunda i¢inde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi
ol¢iildii(Apak, Giiclii, Ozyiirek ve Celik, 2005). Asidik orneklere, ndtr ortamin
bozulmamast i¢in her bir tiipe 0,168 g NaHCO5 ilave edildi.

CUPRAC yonteminin uygulanist su sekildedir:

1,00 mL Cu(ll) + 1,00 mL Nc + 1,00 mL NHsAc + x mL antioksidan + (1-x) mL
¢ozucl

V1opLam =4 mL

pH=7 tamponu varliginda Cu(Il)-Nc kompleksinin bulundugu ortama farkl
hacimlerde (x mL) ¢dziicii ortaminda hazirlanan ¢ozeltiden ilave edildi. Uzerine (1-
X) mL ¢oziicii eklenip girdap karistiricida karistirildi. Tiiplerin agzi kapali bir sekilde
Cu(ll)-Nc¢ ile antioksidan arasinda meydana gelen redoks reaksiyonunun
tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika boyunca bekletildi. Siire sonunda 450
nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Absorbans degerleri ile konsantrasyon
arasinda c¢izilen kalibrasyon egrilerinin dogru denklemleri, lineer g¢alisma
araliklari(¢ozeltinin ilk ve son konsantrasyonunun arasindaki degerler) ve TEAC

katsayilar1 (Sekil 6.3, Sekil 6.4) hesaplandi.
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5.4.1.2. ABTS yontemi

Kullanima hazir hale gelen mavi-yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisi etil alkolle
1:50 oraninda seyreltildi. 1,00 mL ABTS™ ¢ozeltisi iizerine 4 mL EtOH ilave edilip
734 nm’de 1. ve 6. dakika sonundaki absorbans degerleri kaydedildi. 1:10 oraninda
seyreltilmis ABTS™ radikal katyonunun 734 nm’deki absorbansi 0,96+0,04’diir.
Daha sonra x mL 6rnek iizerine 2,00 mL ABTS™ ¢ozeltisi ve (1-x) mL ¢dziicii ilave
edilip aym1 dalga boyunda 6. dakika sonundaki absorbans degerleri olgiildii(Re,

Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang ve Rice-Evans, 1999).

Radikalin absorbans degerinden 6rnegin bulundugu c¢ozeltinin absorbansi
cikarilarak AA degerleri elde edildi. Bu yontemin sonunda 6rneklerin ¢calisma egrileri

cizildi (Sekil 6.5, Sekil 6.6).

ABTS yonteminin uygulanisi su sekildedir:

2,00 mL ABTS reaktifi + x mL 6rnek + (1-X) mL ¢oziicii
V1opLam: 3,00 mL

5.4.1.3.FRAP yontemi

Hazirlanan FRAP reaktifinden 3,00 mL alinip tizerine (0,4-X) mL H,O eklendi.
Ardindan x mL ornek ¢ozeltisi ilave edildi. 6. dakika sonunda 6rneklerin, referans
cozeltiye kars1 595 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. Sonucglara gére 6rneklerin

kalibrasyon egrileri ¢izildi(Sekil 6.7, Sekil 6.8)

FRAP yonteminin uygulanisi su sekildedir:

3,00 mL FRAP reaktifi + x mL 6rnek + (0,4-X)mL ¢oziicli
V1opLam: 3,40 mL
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5.4.1.4. Folin ciocalteu yontemi

Her bir antioksidan ¢ozeltisinden x mL alinip {izerine (2-X) mL H,O ilave edildi.
Ardindan 2,50 mL Lowry C eklenip 10 dakika bekletildi. Siire sonunda karisima 0,25
mL Folin reaktifi ilave edilip olusan mavi rengin stabil kalabilmesi i¢in 30 dakika
beklendi. 750 nm’de referans c¢oOzeltiye karsi absorbans degerleri kaydedildi. Bu
yontemle 6rneklerin kalibrasyon egrileri ¢izildi(Sekil 6.9).

Folin-Ciocalteu yonteminin uygulanisi su sekildedir:

x mL 6rnek + (2-x) mL H,O +2,50 mL Lawry C + 0,25 mL Folin reaktifi

V1opLam: 4,75 mL
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VERILER
CUPRAC yontemi;

Kocayemis’in (MeOH/H,0) ve (MeOH/H,O/HCI) ¢oziiciilerindeki 450nm’de
absorbans degerleri;

V (mL) A (MeOH/H,0) A (MeOH/H,0O/HCI) C, (mol/L)
0,20 0,0477 0,1122 5,00x10°®
0,40 0,1337 0,2217 1,00x107
0,60 0,2089 0,3274 1,50x107°
0,80 0,2917 0,4485 2,00x10°
1,00 0,3698 0,5409 2,50x107

Coziicii ortaminda tiim antioksidan bilesiklerin molar absorplama katsayilari (&)
molar konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon egrilerinin egimleri

hesaplanarak elde edildi.

C1: 1,00x10™* mol/L (Troloks ilk konsantrasyon )
V1: (0,20 -0,40 -0,60 -0,80 -1,00) mL ( i1k hacim)
V;:4 mL (Cuprac yontemi son hacim)

C,: mol/L (Son konsantrasyon)

C1xV1=CxxV;

Yukaridaki denklem yerine degerler yazilarak her bir hacim i¢in son konsantrasyon

C, hesaplanmustir.

Analizler i¢in yaklasik;

Kocayemis meyvesi (MeOH/H,0): 1,30 ¢
Kocayemis meyvesi (MeOH/H,O/HCI): 1,30 g
Kocayemis yapragi (MeOH/H,0): 0,509

Toplam ekstre hacmi; 25,00 mL olarak alinmistir.
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MeOH/H,0 (4:1, viv) ve MeOH/H,0O/HCI (8:1,95:0,05; v/v/v) ¢bziicii ortaminda
hazirlanan kocayemis meyve ekstreleri ayni ¢oziicli ile (1:20; 1:10), kocayemis
yaprak ekstresi MeOH/H,O ¢oziiciisii ile (1:100) oraninda seyreltilip her bir
ekstreden farkli hacimlerde 6rnek alinarak ayri ayr1t CUPRAC ydntemi uygulandi,
denemeler 5’er kez tekrarlandi.

CUPRAC, ABTS, FRAP yontemleri i¢in toplam antioksidan kapasiteleri asagida

verilen hesaba gore belirlendi.

_ Absorbans « Toplam hacim

mmolig —

TAC

Toplam ekstre hacmi (mL)
- - X seyrelme orani x —
E1R Alinan 6rnek hacmi Bitki miktari (g)

ABTS yontemi

Kocayemis’in (MeOH/H,0) ve (MeOH/H,O/HCI) ¢oziiciilerindeki 734nm’de

absorbans degerleri;

V (mL) A (MeOH/H,0) A (MeOH/H,O/HCI) | C, (mol/L)
0,10 0,0795 0,1039 3,33x10°
0,30 0,2924 0,3125 1,00x10°
0,50 0,5226 0,5127 1,66x10°
0,70 0,7395 0,7005 2,33x10~
0,90 0,9696 0,9056 3,00x10°

Analizler i¢in yaklasik;

Kocayemis meyvesi (MeOH/H,0): 1,30 ¢
Kocayemis meyvesi (MeOH/H,O/HCI): 1,30 g
Kocayemis yapragi (MeOH/H,0): 0,50 g

tartim alinmistir.
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MeOH/H,0 (4:1, viv) ve MeOH/H,0O/HCI (8:1,95:0,05; v/v/v) ¢bziicii ortaminda
hazirlanan kocayemis meyve ekstreleri ayni ¢oziicii ile (1:20; 1:20), kocayemis
yaprak ekstresi MeOH/H,O ¢oziiciisii ile (1:100) oraninda seyreltilip her bir
ekstreden farkli hacimlerde 6rnek alinarak ayr1 ayr1 ABTS yontemi uygulandi,

denemeler 5’er kez tekrarlandi.

FRAP yontemi

Kocayemis’in (MeOH/H,0) ve (MeOH/H,O/HCI) ¢o6ziiciilerindeki 595nm’de

absorbans degerleri;

V (mL) A (MeOH/H,0) A (MeOH/H,O/HCI) | C, (mol/L)
0,10 0,1454 0,1133 2,94x10°®
0,20 0,2846 0,2592 5,88x10°
0,30 0,4246 0,3948 8,82x10°
0,40 0,5686 0,5236 1,18x10°

Analizler i¢in yaklasik;

Kocayemis meyvesi (MeOH/H,0): 1,30 ¢
Kocayemis meyvesi (MeOH/H,O/HCI): 1,30 g
Kocayemis yapragi (MeOH/H,0): 0,50 g

tartim alinmistir.

MeOH/H,0 (4:1, viv) ve MeOH/H,0O/HCI (8:1,95:0,05; v/v/v) ¢dziicii ortaminda
hazirlanan kocayemis meyve ekstreleri ayni ¢oziicii ile (1:10; 1:10), kocayemis
yaprak ekstresi MeOH/H,0 c¢oziiciisii ile (1:50) oraninda seyreltilip her bir ekstreden
farkli hacimlerde 6rnek alinarak ayr1 ayr1 FRAP yontemi uygulandi, denemeler 5’er

kez tekrarlandi.

50



Folin-Ciocalteu yontemi

Kocayemis (MeOH/H,0) ¢oziiciisiindeki 750nm’de absorbans degerlert;

V (mL) A C (mol/L)
0,2 0,1243 4,21x10°
0,4 0,2503 8,42x10°®
0,6 0,3637 1,26x107°
0,8 0,4791 1,68x107
1,0 0,6172 2,11x107

Analizler i¢in yaklasik;

Kocayemis meyvesi (MeOH/H,0): 1,30 g
Kocayemis meyvesi (MeOH/H,O/HCI): 1,30 g
Kocayemis yapragi (MeOH/H,0): 0,50 g
tartim alimustir.

MeOH/H,0 (4:1, viv) ve MeOH/H,0O/HCI (8:1,95:0,05; v/v/v) ¢oziicii ortaminda
hazirlanan kocayemis meyve ekstreleri ayni ¢oziicii ile (seyreltme yok), kocayemis
yaprak ekstresi MeOH/H,0 ¢oziiciisii ile (1:5 ) oraninda seyreltilip her bir ekstreden
farkli hacimlerde Ornek alinarak ayr1 ayri Folin-Ciocalteu yontemi uygulandi,

denemeler 5’er kez tekrarlandi.

Folin-Ciocalteu yontemi igin toplam antioksidan kapasiteleri asagida verilen

hesaba gore belirlendi. Standart olarak Gallik asit kullanilmistir.

C1: 1x10™ mol/L (Gallik asitin ilk konsantrasyon )
V;: (0,20 -0,40 -0,60 -0,80 -1,00) mL (ilk hacim)
V74,75 mL (Folin-Ciocalteu yontemi son hacmi)
C,: mol/L  (Son konsantrasyon)

CixV1=CyxV,
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Yukaridaki denklem yerine degerler yazilarak her bir hacim i¢in son konsantrasyon

C, hesaplanmustir.

TACmmog= Absorbans x  Toplam hacim x Toplam ekstre hacmi(mL) x seyrelme orani

Egallikasit Alinan &rnek hacmi  Ornek miktar1 (g)
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Antioksidan Kapasite Tayin Yontemlerinin Standart Sapma Hesaplari;

Cuprac Yontemi;

Deney no Meyve(A) Asitli Meyve(A) Yaprak(A)
1 0,5570 0,4830 0,3030
2 0,5560 0,4970 0,3210
3 0,5565 0,4900 0,3140
4 0,5500 0,4860 0,3160
5 0,5630 0,4940 0,3090
Ortalama 0,5565 0,4900 0,3126
Standart Sapma +0,0046 +0,0057 +0,0069
ABTS yontemi;
Deneme no Meyve (A) Asitli Meyve(A) Yaprak(A)
1 0,4520 0,5062 0,4420
2 0,450 0,5104 0,4384
3 0,4468 0,5095 0,4398
4 0,4610 0,5110 0,4412
5 0,4580 0,5073 0,4401
Ortalama 0,4536 0,5088 0,4403
Standart Sapma +0,0052 +0,0018 +0,0012
FRAP yontemi;
Deneme no Meyve(A) Asitli Meyve(A) Yaprak(A)
1 0,6250 0,7100 0,4220
2 0,6350 0,7170 0,4410
3 0,6060 0,7120 0,4410
4 0,6210 0,7140 0,4310
5 0,6230 0,7145 0,4235
Ortalama 0,6220 0,7135 0,4315
Standart Sapma +0,0093 +0,0024 +0,0080
Folin-Ciocalteu yontemi,
Deneme no Meyve(A) Asitli Meyve(A) Yaprak(A)
1 0,7580 0,4100 0,8490
2 0,7480 0,4270 0,8360
3 0,7520 0,4130 0,8420
4 0,7560 0,4250 0,8390
5 0,7525 0,4182 0,8385
Ortalama 0,7533 0,4186 0,8409
Standart Sapma +0,0035 +0,0066 +0,0045
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6. BULGULAR
6.1 Kocayemis’in (Arbutus unedo L.) Antioksidan Kapasitelerine Coziicii Etkisi

6.1.1. Troloksun farkh ¢oéziicii ortamlarnda CUPRAC, ABTS, FRAP
yontemlerine ve gallik asidin Folin-Ciocalteu yontemine gore Kkalibrasyon

denklemlerinin belirlenmesi

MeOH/H,O (4:1, v/v) ve MeOH/H,O/HCI (8:1,95:0,05, v/v) ¢ozici
ortamlarinda 1,0x10* M derisiminde hazirlanmus troloks ¢ozeltisine ayri ayri
CUPRAC, ABTS, FRAP ve Folin-Ciocalteu yontemleri uygulanarak konsantrasyon-
absorbans arasinda ¢izilen kalibrasyon grafiklerinin dogru denklemleri (y: absorbans,

C: derigim) , korelasyon katsayilari (R) ve lineer araliklar1 hesaplanmistir (Tablo 6.1,

6.1a, 6.1b, 6.1c).

Tablo 6.1: Farkli ¢oziici ortamlarinda CUPRAC yontemine gore troloksun

kalibrasyon egrilerinden elde edilen lineer kalibrasyon denklemleri ve korelasyon

katsayilari
Coziicii Ortamm Lineer Kalibrasyon R Lineer Aralik (mol/L)
Denklemi
MeOH/H-0 y=16044c-0,0303 0,9997 5,00x1075- 2,50x107
(4:1, viv)

MeOH/H,0/HCI y=21684c+0,0049 0,9988 5,00x10°- 2,50x107
(8:1,95:0,05, viv)
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Tablo 6.1a: Farkli ¢oziicli ortamlarinda ABTS yontemine gore troloksun kalibrasyon

egrilerinden elde edilen lineer kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Coziicii Ortamm Lineer Kalibrasyon R Lineer Aralik (mol/L)
Denklemi
MeOH/H,0 y=33423c-0,0356 0,9988 3,30x10°®- 3,00x10°
(4:1, viv)
MeOH/H,O/HCI y=29882c+0,0096 0,9997 3,30x10°®- 3,00x10°

(8:1,95:0,05, v/v)

Tablo 6.1b: Farkli ¢6ziicii ortamlarinda FRAP yontemine gore troloksun kalibrasyon

egrilerinden elde edilen lineer kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Coziicii Ortanm | Lineer Kalibrasyon R Lineer Aralik (mol/L)
Denklemi
MeOH/H,0 y=47751c+0,0043 1,0000 2,94x10°- 1,18x10°
(4:1, viv)
MeOH/H,O/HCI y=46286¢-0,0179 0,9990 2,94x10°°- 1,18x10°

(8:1,95:0,05, viv)
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Tablo 6.1c: Farkli ¢oziicii ortamlarinda Folin-Ciocalteu yontemine gore Gallik
asidin kalibrasyon egrilerinden elde edilen lineer kalibrasyon denklemleri ve

korelasyon katsayilari

Coziicii Ortanm Lineer R Lineer Aralik (mol/L)
Kalibrasyon
Denklemi
MeOH/H,0 y=28813¢+0,0031 0,9991 4,21x10°®- 2,10x107
(4:1, viv)
MeOH/H,0 y=28813¢+0,0031 0,9991 4,21x10°- 2,10x10°
(4:1, viv)
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6.1.2. CUPRAC yontemine gore farkh ¢oziicii ortamlarinda molar absorplama

katsayilar1 ve TEAC degerlerinin belirlenmesi

MeOH/H,O (4:1, viv) ve MeOH/H,O/HCI (8:1,95:0,05, v/v) ¢oziici
ortamlarinda TEAC degerleri CUPRAC yontemine gore troloks i¢in belirlenmis
denklemler kullanilarak hesaplanmigtir (Tablo 6.1d).

Tablo 6.1d: Farkli ¢6ziicii ortamlarinda CUPRAC yo6ntemine gore belirlenmis molar
TEAC degerleri

Coziicii Dogru € TEAC(mm | TEAC (mmol/g)
Oranlari Denklemi ol/g)MeOH/ | MeOH/H,O/HCI
H,O (4:1, (8:1,95:0.05, v/v)
V/V)
MeOH/H,0
2 y=16044¢-0,0303 | 1,60x10" 0,2395 0,1772
(4:1, viv) R=0,9997
(meyve)
MEOH/HZO 4
y=16044¢-0,0303 | 1,60x10 0,0777 0,0575
(4:1, viv)
R=0,9997
(yaprak)
MeOH/H,O/HCI | y=21684c+0.0049
? Y 0 0088 0,4527 0,3350
(8:1,95:0,05 v/v) =0, 2 16x10°
(meyve)
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6.1.3. ABTS yontemine gore farklhi coziicii ortamlarinda molar absorplama

katsayilar1 ve TEAC degerlerinin belirlenmesi

MeOH/H,0

(4:1,

viv) ve MeOH/H,O/HCI

(8:1,95:0,05,

vIv) ¢Oziicl

ortamlarinda TEAC degerleri ABTS yoOntemine gore troloks igin belirlenmis

denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 6.1e).

Tablo 6.1e: Farkli ¢oziicii ortamlarinda ABTS yontemine gore belirlenmis molar

TEAC degerleri
Coziicii Dogru Denklemi € TEAC TEAC (mmol/g)
Degerleri (mmol/g) MeOH/H,O/HCI
MeOH/H,0 | (8:1,95:0.05, v/v)
(4:1, viv)
MeOH/H,0 4
y=36388¢-0,093 | 3,63x 10 0,0936 0,1047
(4:1, viv)
R=0,9990
(meyve)
MeOH/H,0 4 0,0506
y=36388¢-0,093 | 3,63x 10 0,0472
(4:1, viv)
R=0,9990
(yaprak)
MeOH/H,0/HCI | y=29882¢+0,0096 | 2,98 x 10°
R=0 9997 0,1058 0,1183
(8:1,95:0,05 v/v) ’
(meyve)
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6.1.4. FRAP yontemine gore farkh coziicii ortamlarinda molar absorplama

katsayilar:1 ve TEAC degerlerinin belirlenmesi

MeOH/H,O  (4:1,

viv) ve MeOH/H,O/HCI

(8:1,95:0,05, v/v) ¢ozici

ortamlarinda TEAC degerleri FRAP yontemine gore troloks icin belirlenmis

denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 6.1f).

Tablo 6.1f: Farkli ¢6ziicli ortamlarinda FRAP yontemine gore belirlenmis molar

TEAC degerleri
Coziicii Dogru Denklemi € TEAC TEAC (mmol/g)
Degerleri (mmol/g) MeOH/H,O/HCI
MeOH/H,O | (8:1,95:0.05, v/v)
(4:1, viv)
MeOH/H,0 4
y=47751c+0,0043 | 4,77x10 0,2805 0,2893
(4:1, viv)
R=1,0000
(meyve)
MeOH/H,0 4 0,1048
y=47751c+0,0043 | 4,77x10 0,1016
(4:1, viv)
R=1,0000
(yaprak)
MeOH/H,O/HCI | y=46286¢-0,0179 | 4,62x10"
R=0.9990 0,3252 0,3355
(8:1,95:0,05 v/v) ’
(meyve)
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6.1.5. Folin-Ciocalteu yontemine gore farkh c¢oziicii ortamlarinda molar

absorplama katsayilar1 ve GAE degerlerinin belirlenmesi

MeOH/H,O (4:1, v/v) ve MeOH/H,O/HCI

ortamlarinda GAE degerleri Folin-Ciocalteu yontemine gore gallik asit igin

(8:1,95:0,05, v/v) c¢oziici

belirlenmis denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 6.1g).

Tablo 6.19: Farkli ¢oziici ortamlarinda Folin-Ciocalteu yontemine gore gore

belirlenmis molar GAE degerleri

Coziicii Dogru Denklemi € TEAC
Degerleri (mmol/g)
MGOH/Hzo
(4:1, viv)
MeOH/H,0
? y=28813¢+0.0031 | 2,80x10" 7,9435
(4:1, viv)
R: 0,9991
(meyve)
MeOH/H,0 4
y=28813c+0.0031 | 2,80x10 4,3918
(4:1, viv)
R: 0,9991
(yaprak)
MeOH/H,O/HCI
— S 4,4176
(8:1,95:0,05 v/v)
(meyve)
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6.2 Kocayemis(Arbutus unedo L.)’nin Ekstraksiyonu i¢cin Uygun Coziiciiniin
Belirlenmesi

Sekil 6.2-6.2a’da farkli coziiclilerde eksrakte edilmis derisik ve seyreltilmis
kocayemis meyve ve yapraklarinin ekstraktlarmin mor Otesi-goriiniir bolge
spektrumlar1 goriilmektedir. Bu spektrumlara bakilarak %80 Metanol ve %80

Metanol / %0,5 HCI uygun ¢oziiciiler olarak belirlenmistir.

2.0
‘?\:\
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w "t"'-\
3 \"\\
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0.0 [
300 350 400 450 500

Wavelength (nm)

Sekil 6.2: Kocayemis ekstraktlarinin (1: %80 MeOH, 2: %70 MeOH, 3: %50

MeOH) ¢oziicii ortamlarinda alinan mor Gtesi-goriiniir bolge spektrumlari
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Sekil 6.2a: Kocayemis ekstraktlarinin (1:%0,50 hidroklorik asit i¢eren %80,00
MeOH, 2: %2,00 hidroklorik asit igeren %80,00 MeOH, 3: %1,00 hidroklorik asit
iceren %80,00MeOH) ¢oziici ortamlarinda alimman mor Otesi-goriiniir  bolge

spektrumlari
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6.3 Toplam Antioksidan Kapasitelerinin Kalibrasyon Egrileri

Absorbans (A) ile derisim (C) arasinda ¢izilen kalibrasyon egrileri

6.3.1 Cuprac yontemine gore kalibrasyon grafikleri

A y=16044c-0,0303
R=0,9997

0,35

0,3

0,25 /
0,2

0,15 ad
0,1 A

0,05 /

0 T T T T T 1 C X 10-5
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Sekil 6.3: Cuprac Yontemi MeOH/H,O (4:1) Coziiciileri igin Troloks Esdegeri
Kalibrasyon Egrisi

A y = 21684 + 0,0049
R = 0,9988

0,9 /0
0,8

07 T

0,6

0,5 /

0,4

0,3 /

0,2

0,1 /

0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Cx10°%

Sekil 6.3a: Cuprac Yontemi MeOH/H,O/HCI (8:1,95:0,05, v/v) Coziiciileri igin
Troloks Esdegeri Kalibrasyon Egrisi
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6.3.2. ABTS yontemine gore kalibrasyon grafikleri

A y = 33423c - 0,0356
R =0,9998

1
0,9 /0
0,8

0,7 /

0,6

0,5 /

0,4

0,3 /

0,2

0,1 /

0 T T T 1 Cxlo_s

Sekil 6.3b: ABTS Yontemi MeOH/H,O (4:1) Coziiciileri i¢in Troloks Esdegeri
Kalibrasyon Egrisi

A y = 29882¢ + 0,0096
R = 0,0997
1

0,9 /0
0,8

0,7 /

0,6

0,5 /

0,4

0,3 /

0,2

0,1 0/

O T T T 1 CX]-O—5

Sekil 6.3c: : ABTS Yontemi MeOH/H,O/HCI (8:1,95:0,05, v/v) Coziiciileri igin
Troloks Esdegeri Kalibrasyon Egrisi
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6.3.3. FRAP yontemine gore kalibrasyon grafikleri

A y=47751c+ 0,0043
R=1,00
0,8

0,7 /
0,6

0,5 /

0,4

0,3 /

0,2

0,1 /

O T T T T 1 CX].O-S
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 6.3d: FRAP Yontemi MeOH/H,0 (4:1) Coziiciileri i¢in Troloks Esdegeri
Kalibrasyon Egrisi

y=46286¢ - 0,0179
A R =0,9990

0,6
0,5 /
0,4

0,3 /

0,2 /

0 . . 1 Cx106

Sekil 6.3e: FRAP Yontemi MeOH/H,O/HCI (8:1,95:0,05, v/v) Coziiciileri igin
Troloks Esdegeri Kalibrasyon Egrisi
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6.3.4. Folin-ciocalteu yontemine gore kalibrasyon grafikleri

A y=28813c+ 0,0031

R =0,9991
0,7

0,6 >
0,5

0,4 /

0,3

0,2 /

0,1 ‘/

O T T T T 1 CX10_5
2,5

Sekil 4.3f: Folin-Ciocalteu Yontemi MeOH/H,0 (4:1) Coziiciileri i¢in Gallik Asit
Esdegeri Kalibrasyon Egrisi
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7.TARTISMA VE SONUC

Antioksidanlar radikal olusumunu simirlandiran, radikal reaksiyonlarini sona
erdiren ve olusan radikalleri etkisiz hale getiren molekiillerdir. Antioksidanlar,
yiyecekte ve viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulundugu zaman, oksidasyonu
onemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir (Aeschbach ve ark., 1995).
Bu yiizden yiyeceklerde ve biyolojik sistemlerde dogal olarak olusan radikallerin

antioksidan aktivite etkisine artan ilgi vardir.

Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbiri yerine
kullanilsalarda farkli anlamlara sahiptirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve
oksidan arasindaki reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan
stipiiriilen belirli bir serbest radikalin miktarmin Olgiisiidiir. Antioksidan kapasite
Olclimleri, 6rnegin toplam siipiirme kabiliyetini belirleyen, heterojen bir antioksidan
karisiminin miktarimi verir. Her bir bilesenin ayri ayri antioksidan kapasitesini
6lgmez (Garg ve ark., 2006).

Antioksidan kapasite tizerine ¢oziicii etkisi ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur.
ORAC, ABTS, FRAP ve DPPH gibi sik¢a kullanilan yontemlerde ¢oziicii etkisi
mevcut olmakla birlikte ¢oziicliniin cinsi ve ozellikleri her yontemi farkli sekilde
etkilemektedir. Perez-Jimenez ve Saura-Calixto farkli solventlerde gallik asit-katesin
karigimi i¢in sulu ¢ozeltide gozlenen kapasitenin metanol-su igerisinde gozlenene
oranla %40 daha yiiksek oldugunu, metanol-su karisimlarinda su orani arttikca
kapasitede artig oldugunu gozlemislerdir. Yani genel olarak ¢oziicii polaritesindeki
artisa bagli olarak antioksidan kapasitede artis goriilmektedir. Bu nedenle
antioksidan kapasiteleri karsilastirirken ayni ¢oziiciilerle hazirlanan ¢ozeltiler veya
ekstreler Olgiilmelidir. Aksi takdirde sonucglar ¢ok farkli olabilir ve direkt olarak

yontemleri karsilagtirmak anlamli olmaz (Perez-Jimenez ve ark., 2006).

Antioksidan kapasitenin 6l¢iimii i¢in literatiirde verilen yirmiden fazla yontem
vardir. Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda
literatiirdeki sonuclar acikca gostermektedir ki antioksidan aktivite secilen tayin
yontemine son derece bagimlidir ve gézlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile
bitki ekstrelerinin total fenolik icerigi arasinda tam bir korelasyon gozlenmeyebilir

(Dorman ve ark 2003, Trouillas ve ark., 2003; Miliauskas ve ark., 2004).
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Tim yontemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilmas1 miimkiin olmakla birlikte, 6rnekteki antioksidan maddelerin molekiiler
cesitliligi bu yontemler arasinda her zaman dogrusal iliski olusmasini engelleyebilir.
Bu nedenle tek bir yontem kullanarak bitkinin antioksidan kapasitesi hakkinda karar
vermek uygun olmayabilir. Ol¢iimlerde kullanilan analitik metodlar ve analizin
olustugu kosullarda ayn1 gida tiirii i¢in, farkli sonuglara neden olabilir (Biiyiiktuncel,

2013).

Polifenoller i¢in CUPRAC degerleri TEAC degerleriyle benzerdir. CUPRAC
reaktifi, ABTS ve DPPH gibi, kromojenik radikal reaktiflerden daha kararlidir ve
daha kolay temin edilebilir. Renkli Cu(l)-Nc selat1 veren redoks reaksiyonu, hava,

giines 15181, nem ve pH gibi parametrelerden etkilenmez (Apak ve ark., 2004).

CUPRAC yontemi ile elde edilen TEAC katsayilarinin metanollii ¢ozeltilerde
asitli ortama gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni, anyon (fenolat)
solvatasyonu yapabilen iyonlasabilir ¢oziiciilerde e- transferinin kolaylagsmasindan

kaynaklanir ki metanol iyonizasyonu en iyi saglayan alkoldiir.

Kirmiz1 rengi alan kocayemis meyveleri iyi birer antioksidan kaynagidirlar ve
yiiksek miktarda seker igerirler. Antioksidan ve vitamin eksikliginin metabolizmada
onemli rahatsizliklara yol agabilecegi disiiniildiigiinde antioksidan aktivitelerinin ve
diizeylerinin belirlenmesi ile ortaya ¢ikacak sonuglar degerlendirilip, saglikli
beslenmeye ilave olarak vitamin takviyesi ile viicuttaki serbest radikallerin

zararlarimin onlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligmada toplam antioksidan kapasite tayini i¢in, spektrofotometrik olarak
CUPRAC, ABTS ve FRAP yontemleri secilmis, sonuclar1 karsilagtirilmistir (Tablo
7.1). Kocayemis bitkisinde ki toplam fenolik madde miktarlar1 ise Folin-Ciocalteu

yontemi ile belirlenmis olup degerleri tablo 7.1a’ da verilmistir.

Cesitli metanol-su ylizdeleri ile yapilan 6n denemeler sonucunda kocayemis
yapraklar1 i¢in %80 metanol ¢ozeltisi ile meyveleri i¢in % 0,5 HCI iceren % 80

metanol ¢ozeltisi ile 25 dakika ekstraksiyon islemi uygulamanin uygun olduguna
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karar verilmistir. Hazirlanan biitiin Ornekler filtrelerden stiziildiikten sonra ve

gerektigi durumlarda seyreltme yapilarak kullanilmistir.

Yapilan analizler sonucunda kocayemis oOrnekleri ekstraktlarinda

CUPRAC yontemi ile belirlenmis olan toplam antioksidan kapasite siralamasi;
Meyve+ asit+MeOH ¢ozeltisi >Meyve + MeOH ¢ozeltisi > Yaprak +MeOH ¢ozeltisi
ABTS yontemine gore belirlenmis olan antioksidan kapasite siralamasi;

Meyve + asit+MeOH ¢ozeltisi > Meyve+ MeOH ¢ozeltisi >Yaprak +MeOH ¢ozeltisi
FRAP yontemine gore belirlenmis olan antioksidan kapasite siralamas: ;
Meyve+ asit+MeOH ¢ozeltisi >Meyve + MeOH ¢ozeltisi > Yaprak +MeOH ¢ozeltisi
Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmis olan toplam fenol derisimleri siralamasi;
Meyve + MeOH ¢ozeltisi > Meyve+ asit+MeOH ¢ozeltisi >Yaprak +MeOH ¢ozeltisi

olarak elde edilmistir.
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Tablo 7.1: Kocayemis bitkisiyle yapilan toplam antioksidan kapasite sonuglari

(mmol TR/g)
CUPRAC ABTS FRAP
0,2395+0,0046 0,0936+0,0052 0,2805+0,0093
+ +
0,1772:£0,0046 0,1047+0,0052 0,2893:£0,0093
+ +
(meyve+MeOH (mey"_e_ MeOH (meyv.e. MeOH
Toplam Antioksidan | ¢5zeltisi) cozeltisi) gozeltisi)
Kapasite (TAC) ) X
0.45270,0057 0,1058+0,0018 0,3252+0,0024
1183+0,001 10.0024
MeOH/H.0 3350400057 | 18+0-0018 033554000
(4:1, V/V) (Meyve+a3|t+ (Meyve+a5|t+ (Meyve‘l'aSlt'l‘
MeOH cozeltisi) |V COH gozeltisi) | MeOH cozeltisi)
472+ 12 1016+
MeOH/H,0/HC1 | -0777+0,0069 0,047220,00 0,1016+0,0080
i 0,0506+0,0012 0,1048+0,0080
(B:1,95:0,05, YY) B (Yaprak +MeOH (Yaprak +MeOH
(Yaprak +MeOH
cozeltisi) gozeltisi) cozeltisi)
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Tablo 7.1a: Kocayemis bitkisinin ekstraktlarinda toplam fenol c¢aligmalarinin

sonuglari
(mg GAE/qQ)
Folin-Ciocalteu
7,9435+0,0035 (Meyve+MeOH ¢ozeltisi)
Toplam Fenol 4,4176+0,0066 (Meyve+ asit+MeOH ¢ozeltisi)
Miktar
4,3918+0,0045 (Yaprak +MeOH ¢ozeltisi)

Incelenen yontemlerden kocayemis meyve Ornekleri ile yapilan calismalar
karsilagtirildiginda TEACcuprac ile TEACrrap miktarlarinin metanol ve metanol+
asit cozeltilerinde pozitif iliski, yaprak Orneklerinde ise negatif iliski gosterdigi
bulunmustur. TEACcuprac V€  TEACrrap  miktarlari, TEACasTs ile
karsilastirildiginda her iki ortamda da meyveler i¢cin TEAC miktarlarinin negatif
iliski, yapraklarda TEACcuprac V& TEACagTs pozitif, TEACrrap Ve TEACagTs

miktarlarin ise negatif iligki gostermistir.

Sonug olarak Kocayemis Strawberry tree (Arbutus unedo L.) ile yapilan in vitro
antioksidan aktivite tayini g¢aligmamiza gore bitkinin meyve ve yapraklarinin
antioksidan ozellik gosterdigi literatiirlere goére uygun olarak bulunmustur.
Kullanilan yontemler kendi aralarinda karsilastirildiginda tek bir tayin metodunun
antioksidan giicli hakkinda sinirli bilgi verecegi, bu nedenle birkag tanesinin birlikte

kullanilmasinin gerektigi onerilmektedir.
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