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Geligsen teknoloji, UV 1sinlar, giiniimiiziin stresli yasami, alkol ve sigara
kullanim1 sonucunda olusan serbest radiklaller, pek c¢ok hastaligin ve yaslanma
siirecinin en dnemli sebebidir. Son yillarin en popiiler aragtirma konularindan biri de,

serbest radikallerin temizlenmesinde aktif rol oynayan antioksidanlardir.

Yapilan bu calismada, etkili bir antioksidan olan proantosiyanidinin, tizlim
meyvesi ve liziim c¢ekirdeginden ekstraksiyonu iizerinde ¢alisildi. Ekstraksiyon i¢in,
aseton, etanol, metanol ve etil asetat gibi ¢oziiciiler ve bunlarin sulu karisimlari
kullanildi. En yiiksek ekstraksiyon verimi, aseton-su (3:7) karisimu ile elde edildi.
Elde edilen ekstraktlarin IR spekturumlari ile literatiirdekiler karsilastirildiginda
biiyiik olciide benzerlik gosterdigi goriildi. Ekstraktlarin, gradient HPLC ¢alismalart
sonucu 55. dakika ve sonrasinda polimerik proantosiyanidin pikleri goriildii. Uziim
meyvesi ve liziim cekirdegi ekstraktlarinin antioksidan kapasite tayinleri icin, DPPH
radikali temizleme ve toplam fenolik madde miktar1 belirleme testleri yapildi. Elde
edilen sonuglara bakildiginda, tiziim ¢ekirdegi ekstresinin, {iziimiin meyve kismina

gore yaklasik 15 kat daha fazla antioksidatif etki gostredigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Serbest radikal, antioksidan, iiziim ¢ekirdegi, proantosiyanidin
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The free radicals, what are results of improving technology, UV rays,
stressfull life of our days, taking alcohol and smoking are the most important reason
of a lot of illnesses and aging period. Recently, one of the most popular research

fields, is the antioxidants which play an important role of scavenging free radicals.

In this research, the extraction from grapeseed and grape fruit by
proanthocyanidin which is an effective antioxidant has been studied. Some solvents
such as acetone, ethanol, methanol and ethyl acetate and their watery mixtures were
used for the extraction. The best efficiency had been observed with acetone-water
mixture (3:7). When we compare the extract’s IR specturum with literature, a
similarity on a large scale had been seen. As a result of gradient HPLC workings of
extracts, the 55th minute and after that, polimeric proanthocyanidin peaks were seen.
For the antioxidant capacity determination of grapeseeds and grape fruit extracts,
DPPH radical scavenging and defining the total phenolic material were being tested.
When we have look at the results, it’s defined that grapeseed extract of account

showed antioxidative effect approximately 15 times more than the fruit part of grape.

Key Words: Free radical, antioxidant, grapeseed, proanthocyanidin
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1. GIRIS

Yasamimiz boyunca milkemmel isleyen viicudumuzda, belli bir yastan sonra
serbest radikallerin ¢ogalmasi sonucu, cildin kolajen tabakasi tahrip olur ve yaslanma
stireci baglar. Bitkilerdeki baz1 bilesiklerin, bu siirecin baslamasin1 geciktirici etkisi
vardir. Hakkinda uzun siiredir arastirmalar yapilan, kongreler diizenlenen sdz konusu

bu bilesikler, bir baslik altinda toplanmig ve antioksidan adim almislardir.

Antioksidanlara verilen dnem, genel sagliga olumlu katkilar1 nedeniyle her gecen
giin giderek artmaktadir. Son donemin en popiiler takviyelerinden olan antioksidanlar,
genel yasam siiresini uzatan, kanser, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklara yakalanma
riskini azaltan ve yaslanmanin etkilerini geciktiren etkileri sayesinde her kesimden
insan tarafindan bilinir ve kullanmilir hale gelmistir. Hava ve su kirliligi, hazir
yiyecekler, yasam tarzi, stres gibi etkenler siirekli olarak insan saglig lizerinde tehdit
olusturmaktadir. Bu etkenler sonucunda normal metabolizma faaliyetlerinin yam sira
serbest radikaller olusur. Serbest radikaller, hiicre i¢inde yapilar1 bozan, DNA zararina

ve hiicredeki biyokimyasal bilesiklerde hasara yol agcan maddelerdir (Bagchi 2000).

Diinyada, tibbi uygulamalarda ve tedavilerde kullanilan ilaglarin yaklasik %80’
bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. Bitkilerde bulunan fenolik yapidaki bilesikler
genis bir farmakolojik etki alanina sahiptirler ve kolesteroliin diisiiriilmesi basta olmak
izere, bircok hastaligin tedavisinde kullanilirlar. Ayrica antibakteriyel, antihepatoksik

ve antioksidan 6zelliklere de sahiptirler (Pirniyazov 2003).

Uziim yillik yaklastk 58 milyon ton ile diinyanin en ¢ok mahsul alinan
meyvesidir (fao.org 1997). Ulkemiz de diinya iiziim iiretiminde %12’lik paya sahip
olup 5. sirada yer almaktadir (TEAE 2003). Bu sartlar goz oniinde alindiginda bu

konuyla ilgili yapilan ¢calismalara bir yenisini eklemek kaginilmaz olmustur.

Insan hayat1 icin faydali bu bilesiklerin 6nemli bir grubunu da iiziim ve iiziim
cekirdeginde yogun olarak bulunan proantosiyanidinler teskil etmektedir. Uziim
cekirdekleri (+)-katesinler, (-)-epikatesin, (-)-epikatesin gallat, dimerik, trimerik ve
tetramerik prosiyanidinler gibi monomerik fenolik bilesiklerin zengin kaynagidir ve bu

bilesikler antimutajenik ve antiviral ajanlar olarak gorev yaparlar (Saito 1998).



1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom

veya molekiiller olarak tanimlanirlar.

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bagin yapisina girebilir.
Ayrica iki elektronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru
donen bir elektronun esi, asagiya dogru donen bir elektrondur. Elektron ciftleri
olduk¢a kararlidir ve insan viicudunun neredeyse tiim elektronlar1 elektron cifti
halinde bulunur. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma
katilir), ya da ayrilirlar (biri bir atoma, digeri digerine). Eger birlikte kalirlarsa olusan
atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip islerine engel olurlar. Bu

islem serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullamish yapar.

Radikaller yiiksek enerjili, cok etkin, kisa Omiirlii, izole edilemeyen ara

tirtinlerdir.
Serbest radikaller ii¢ ¢esit mekanizma ile olusurlar;

1. Kovalent baghh olan normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak

elektronlardan birisinin kalarak homolitik boliinmesi,

Y:Z » Y + Z- (iki tane serbest radikal olusur )

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi,

Y: » Y- +e (tek birelektron kaybi)

3. Normal bir molekiile elektron transferi,

Y+e

v
=



1.1.1. Serbest Radikal Cesitleri

Radikaller, oksijen icerip icermedigine gore, serbest oksijen radikalleri(SOR)

ve oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye ayrilir.

Tablo 1.1. En sik karsilasilan serbest radikaller, bazi reaktif oksijen tiirleri ve onlarin

bazi temel 6zellikleri (Diindar ve Aslan 1999).

Ad1

Hidrojen Radikali

Siiperoksit Radikali

Hidroksil Radikali

Hidrojen Peroksit

Singlet Oksijen

Perhidroksil Radikali

Peroksil Radikali

Triklorometil Radikali

Tiyil Radikali

Alkoksil Radikali

Azot Monoksit

Azot Dioksit

Simgesi

H-

Oy

‘OH

H,0,

HO;,:

ROO-

CCls:

RS-

RO-

NO

NO,

Ozelligi
Bilinen en basit radikal

Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii

En toksik oksijen metaboliti radikali

Reaktivitesi diisiik, molekiiler hasar
yetenegi zayif
Yarilanma 6mrii kisa, giiclii oksidatif form

Lipidlerde hizl1 ¢oziinerek lipit

peroksidasyonunu arttirmaktadir

Perhidroksile oranla daha zayif etkili,

lipitlere lokalize olma yetenegi giiclii

CCls metabolizmas iiriinii, karacigerde

uretilen bir radikal

Siilfiirlii ve ciftlenmemis elektron iceren

tiirlerin genel ad1

Organik peroksitlerin parcalanmasi ile

olusan oksijen metaboliti
L-argininden viicut i¢inde iiretilir

NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir



Tablo 1.2. Reaktif Oksijen Uriinlerinin Tahmini Yar1 Omiirleri (Tekkes 2006).

Reaktif Oksijen Uriinleri

0, Siiperoksit anyon radikali
H 2O s Hidrojen peroksit

.OH Hidroksil radikali

1O2 Singlet oksijen

RO- Alkoksil radikali
ROO- Peroksil radikali

Q- Semikinon radikali
NO- Nitrik oksit radikali

ONOO- Peroksinitrit

Radikal metabolitler aslinda aerobik organizmalarin kacimilmaz bilesikleri

olup hiicrelerde kontrollii kullamimlar1 ile bir dizi enzimin sentezi ve bircok

Yar1 Omrii (saniye)

Enzimatik

Enzimatik

9

10
6

10

6
10

Giinler
1-10 (5,6) kalpte 0,1 sn

0,05-1

organizmanin antibakteriyel savunmasinda gereklidirler.

Biyolojik sistemdeki radikallerin cogunlugunu serbest oksijen radikalleri
olusturur. Bunlarin biiyiikk kismi aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde
indirgenmis karbon birimlerinden alinan elektronlarin ¢esitli elektron tastyicilarindan
gecerek en son elektron alicisi olan molekiiler oksijene transferi esnasinda meydana
gelir. Oksijenin kismi indirgenmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur.

Oksijenin tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda ise son {iriin daima sudur

(Ulusoy 2005).



1.1.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali (O, )

f.0:0-4 —F° — :0:0-
Molekiiler Oksijen Siiperoksit Anyon
Radikali

Molekiiler oksijen (O,), iki ¢iftlesmemis elektron igerir, bu sebeple kendisi de
bir biradikaldir. Bu 6zelliginden dolay1 diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girebilir. Molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle siiperoksit (O ), iki
elektron indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H,O,) ve ii¢ elektron indirgenmesiyle
hidroksil radikali (-OH) meydana gelir. Hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorik asit
(HOCl) gibi baz1 oksijen tiirevleri radikalik ozellik gdstermemesine ragmen son
derece aktif olmalar1 sebebiyle diger oksijen radikalleri ile birlikte siniflandirilirlar.

Temel haldeki oksijen triplet oksijendir ve 30, olarak gosterilir.

Siiperoksit (O, ), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle

meydana gelen radikaldir. Daha cok O, veya O, anyonu seklinde gosterilir.
Siiperoksit radikali aerobik hiicrelerde oldukca sik olusur. Fakat daha ¢ok elektron
transfer sistemlerinde meydana gelir. Bunu yaninda pek cok enzimatik ve enzimatik

olmayan yollarla da meydana gelebilir.

Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik
olmayan tepkimelerle en cok ve en kolay olusan oksijen radikali siiperoksit
radikalidir. Serbest siiperoksit radikal anyonu (O, ) hemen tiim aerobik hiicrelerde

oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.

Siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali diger molekiillerden elektronlar
cektiginden, oksitleyici ajanlar olarak kabul edilirler. Ayrica siiperoksit radikali
aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve

boylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak da davranabilir (Tekkes 2006).



0, + € > 0y (1.1)
HO, + Oy + H — 0, + H,0, (1.2)
20, + 2H' — H,0, + O, (1.3)

Siiperoksit radikalinin esas zararli etkisi onun protonlanmasiyla meydana
gelmektedir. Protonlanma ile ¢ok daha aktif bir radikal olan perhidroksil radikali
(HO,- ) meydana gelir. Siiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle
reaksiyona girdiklerinde biri yiikseltgenirken digeri indirgenir (1.2). Siiperoksit

radikali oldukca reaktif bir molekiil olup 1iyi bir indirgeyici ve zayif bir oksitleyici

maddedir (Diindar ve Aslan 1999).

1.1.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii

de iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) olusturur.

H,0,, membranlardan gegebilen uzun omiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest
radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Gecis metal iyonlan varlifinda daha da hizla
gerceklesen bir reaksiyonla siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal

olan hidroksil radikalini olusturur.

H0, + O — -OH + OH + O, (1.4)

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. “Haber-Weiss” reaksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas
ilerler. Katalizor olmayinca ortamdaki H,O, ve O, antioksidanlar tarafindan kolayca

ortamdan uzaklastirilir. Demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise

cok hizlidir.



Bu reaksiyonda once ferri (Fe*), siiperoksit tarafindan ferro’ya (Fe*?)

indirgenir. Sonra bu ferro kullanilarak “Fenton Reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten

"OH ve -OH iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki gibidir (Akkus 1995).

0, + Fe? 5 0, + Fe® (1.5)
Fe? + H,0, — Fe” + OH + -OH (1.6)
0, +H,0, — OH + -OH + O, (1.7)

1.1.1.3. Hidroksil Radikali (OH )

Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle viicut
icerisinde olusan bir -OH radikali hemen her molekiile saldirir ve etkilestigi yerde de
biiylik hasara neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle de zincirleme

reaksiyonlar1 baslatir.

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin ge¢is metalleri varliginda indirgenmesi
ile (Fenton reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen
peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss reaksiyonu)
meydana gelir. Bu reaksiyon katalizrsiiz ¢ok yavas oldugu halde Fe*

katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur.

Su molekiiliiniin yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Bir hidroksil radikali, yiizlerce yag asidini ve
yan zincirini lipid hidroperoksite cevirebilir. Bu olusan hidroperoksitler birikerek
membran biitiinliiglini bozar ve hiicrenin sismesine neden olur. Ayrica bu
hidroperoksitlerden son iiriin olarak toksik ve reaktif olan aldehitler de olusabilir.

Bunlardan en 6nemlilerden biri de MDA (Malondialdehit)’dir.



1.1.1.4. Singlet Oksijen (‘O5)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur.
Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yerdegistirmesiyle

olusur (Tekkes 2006).

0:0: 4t § 500
Delta Sigma

1.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin
seyri sirasinda  gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanct maddelerin
(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis
etkenlere maruz birakilmasiyla da meydana gelebilir. Bu nedenle serbest radikal

olusturan mekanizmalar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilmaktadir.

Normal metabolizma sirasinda cesitli basamaklarda serbest radikal yapisina
sahip ara iirtinler meydana gelmektedir. Metabolik prosesin ilerleyebilmesi icin bu

bilesiklerin ara iiriin olarak olugmalar1 kaginilmazdir.

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu; notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek ¢ok bilesik otooksidasyon ile
serbest radikalleri olusturur. Tiim bu bilesikler ile once siiperoksit, daha sonra da

siiperoksit radikalinin reaksiyonlari ile diger radikaller olusur.

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan, sadece dis etkenlerin

varliginda olusan reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller agiga cikabilir.



Tablo 1.3. Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklar1 (Tekkes 2006).

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Mltqkondrlyal elektron transport flag oksidasyonlart
zinceirt (Or.Parasetamol, CCl 4)
Kloroplast elektron transport zinciri

Oksidan enzimler; Iyonize radyasyon

» Ksantin oksidaz

> Indolamin dioksijenaz Giines 15181
» Triptofan dioksijenez

» Galaktoz oksidaz X- 151nlari
» Siklooksijenaz

> Lipooksijenaz UV- iginlan

» Mono aminooksidaz
Fagositik hiicreler; Is1 soku

» Notrofiller
Glutat kside ed
» Monosit ve makrofajlar Hhatyonit ofside eden

maddeler
» Eozinofiller
» Endotelyal hiicreler Ortam havasi
»  Sigara dumani
Otooksidasyon reaksiyonlari »  Ozon
(Fe', epinefrin) > Kiikirtdioksit
»  Egzos gazlarn

1.1.3. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

Pek cok hastaligin etyolojisinde serbest radikallerin etkili olduguna dair
ipuclar elde edilmistir (Yen 1997). Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz (damar
sertlesmesi), koroner kalp rahatsizliklari, hipertansiyon, osteoporoz, felg, romatizmal
hastaliklar, diabet ve diabet komplikasyonlarmin gelisimi, yashlik, cesitli deri, kas,

g6z hastaliklar gibi bircok patolojik durum vardir.

Organizmada antioksidanlarin bulunmasina ragmen, serbest radikallerin
neden oldugu hiicre hasar1 yasam boyu devam eder. Herhangi bir nedenle serbest
radikallerin fazla olusumu ve buna ek olarak antioksidan korunma veya onarim

mekanizmalarinin yetersizligi oksidatif strese neden olur. Iyonize radyasyon, dis
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kaynakli stresler, UV 1sinlari, 1s1, kemoterapotik ajanlar, kimyasal karsinojenler ve
timor baglaticilar, niikleik asitlerle, proteinlerle ve membran fosfolipitleri ile

reaksiyona girerek radikallerin aracilik ettigi oksidatif hasar1 kolaylastirirlar.

Kronik oksidatif stres mutajenik degisikliklere neden olabiliyorsa, kanser
gelisimi baslar. C)rnegin kronik inflamasyonda olusan Oz'_, HOCI, 'OH, NO', H,O,
gibi oksidanlarin DNA oksidasyonuna, deaminasyona, iplik kirilmasi ve mutasyona
neden olduklar gosterilmistir. Oksidatif stresin eksojen(dis kaynakli) kaynaklar
arasinda bulunan sigara, UV 1sinlar, radyasyon, yiyeceklerdeki yag asitleri, agir
metal iyonlari, alkol, ozon ve bazi kimyasal maddeler kanser nedenleri arasinda

gosterilmektedir.

Karsinojenezdeki baglama (initiation), gelisme (promotion) ve ilerleme
(progression) donemlerinin her {i¢iinde de serbest radikallerin etkili oldugu
bilinmektedir. Ayrica serbest radikaller prokarsinojenleri aktifleyerek DNA hasarina
neden olduklar1 gibi, hiicresel antioksidan savunma sisteminde de degisiklige yol
acmaktadirlar. Kanser olusumunun ilk basamaginda hiicre DNA’sinda siirekli, geriye
doniisiimii  olmayan modifikasyonlar olusmaktadir. DNA’da meydana gelen

degisiklikler spesifik olmayan onarim sistemler ile siirekli onarilir.

Akcigerler, diger organlardan farkli olarak, kirli hava ve sigara kullaniminda
solunumla direkt olarak oksidanlarla karsilagmaktadirlar. Bu sebepten dolayi
solunum sistemi hastaliklarinin  biiyiikk  ¢ogunlugunda oksidan-antioksidan

dengesindeki degisikliklerin rol aldig1 bilinmektedir.

GOz, asinn miktarda serbest radikallerin etkisinde kalan bir organimizdir.
Ciinkii, yaslanma ile birlikte artan oranda UV 1smlarinin tesirinde kalir. indirgeyici
maddelerin retinada fotosensitizasyonu sonucu gozde serbest radikal iiretimi artar.
Go6z bu radikallerin etkisine yatkin oldugu gibi yeterli miktarda antioksidan savunma
sistemlerine de sahiptir. Gozde yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan enzimler,

serbest radikal tutucular1 ve siiperoksit tiretimi inhibitorleri bulunur.

Deri, UV 1sinlar1 ve oksijenle sik temasi nedeni ile serbest radikallerin

kolaylikla yikim olusturabilecegi bir organ ozelligini tasimaktadir. Dermatolojik
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hastaliklarin bir kismu direkt olarak reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulurken,
bir kismi da infeksiyon, travma, UV 1gimlart ve termal etki sonucu olusan oksidaitf
stresi takiben gelismektedir. Derinin sik temasta bulundugu UV i1sinlarinin
olusturdugu oksidatif stres, derinin foto yaslanmasindan ve bir Olgiide deri

kanserlerinin olusumundan sorumludur.

Radikal hasarinin birikimi ve bu radikallere bagli olarak meydana gelen
cesitli oksidanlar yaglanma ile artar. Oksidatif hasardan en fazla zarar1 mitokondrial
DNA gormektedir. Yash insanlarda mitokondrial DNA’nin énemli miktarda hasara
ugradigi gosterilmistir. DNA tamiri radyasyon hasarma kars1 korunmada etkili bir
yoldur. Lipit peroksitlerin parcalanma iriinleri yasla birlikte artar. Yash dokularin

normal dokulardan daha fazla peroksidasyona maruz kaldiklar1 kaydedilmistir.

Uygun antioksidan miidahalesi, radikal toksisitesini azaltarak veya inhibe
ederek, kronik hastaliklarin ve yaslanmanin semptomlarim1 geciktirerek veya
hafifleterek koruyucu etki gosterir. Bu amagla antioksidan vitamin ve ilaclarin
kullanimi giindeme gelmistir. Insanlarda farmakolojik ajan olarak antioksidanlarin
kullanimi ile ilgili deneyimler simirli olmasina ragmen, deneysel veriler serbest
radikalleri yok eden veya azaltan antioksidanlarin kullamiminin, yasam siiresini

uzatabilecegi ihtimalini gostermektedir (Akkus 1995, Unlii 2001).

1.2. Antioksidanlar

Radikallerle  oldukca hizli  reaksiyonlara  girerek  otooksidasyon/
peroksidasyonun ilerlemesini 6nleyen maddeler antioksidan olarak tanimlanir
(Diindar ve Aslan 1999). Bir bagka tanmima gore antioksidanlar, diisiik
konsantrasyonlarda organik bilesiklerin serbest radikal mekanizmali oksidasyonunu

engelleyen veya yavaslatan bilesiklerdir (Ulusoy 2005).

Bu maddeler aktif serbest radikaller ile reaksiyona girerek, radikal
fonksiyonunun antioksidana transferini saglarlar. Antioksidanlar ozellikle gida
sektoriinde genis uygulama alanm1 bulmuglardir. Havadaki oksijen, gida maddesini
olusturan karbonhidrat, yag ve proteinlere etki ederek tadinin, kokusunun ve renginin

bozulmasina neden olur. Antioksidan kullanim1 yag ve yagh gidalarin oksidasyonunu
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geciktirmek icin en etkili yontemlerden biridir. Antioksidanlar gidalarin raf omriinii

uzatirken, besin 6gesi kayiplarin1 da azaltirlar.

Antioksidanlar, sadece gida katki maddesi veya besin destek iinitesi olarak
viicuda alinmazlar, serbest radikallerin olusumunu ve yaptiklar1 hasar1 6nlemek igin
de viicutta bircok savunma mekanizmasi mevcuttur. Antioksidanlar onlarin zararh

etkilerini inaktive eden maddelerdir (Akkus 1995).

Soludugumuz havada tatsiz, kokusuz ve renksiz bir molekiil olarak bulunan
oksijen, ilk kez 1770’li yillarda Priestley, Lavoisier ve Schelee tarafindan dioksijen
yani molekiiler oksijen olarak tanimlanmistir. Diinya sistemi icerisinde siirdiiriilebilir
aerobik yasamin temel esasini, canlinin su ya da havadan alinan oksijen yardimiyla,
karbon ve hidrojen iceren besin maddelerinin organizma i¢inde bol miktarda
yakilmasiyla elde edilen, kimyasal ve termal enerji olusturur. Yasamin
siirdiiriilmesinde biiyiik onem tasiyan bu kimyasal tepkimelerin bazi basamaklarinda
oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri olarak tanimlanan ara iiriinler olusur.
Reaktif karakterli bu tiir metabolitlerin olusumuna yol agan faktorlerin tamamina
“prooksidan veya oksidan madde” denir. Antioksidanlar bu amacla reaktif maddeleri
ve reaksiyonlarimi bir dengede tutabilmek iizere siirekli aktivite gosterirler. Sonug
olarak organizma, dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanim sayesinde, fizyolojik
aktivitenin dogal sonucu olan serbest radikal nitelikli biyokimyasal {iriinleri,
“oksidan-antioksidan denge” olarak tamimlanabilecek bir cizgide tutmayi basarir.
Tehlikeli olan durum, radikallerin varligindan daha ¢ok oksidanlar ve antioksidanlar

arasindaki bu dengenin herhangi biri lehine bozulmasidir (Diindar ve Aslan 1999).

1.2.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla gosterirler.

Bunlar;

a. Siipiiriicii/Temizleyici (scavenger) etki gosterenler; Yeni radikal olusumunu

engellerler ve olusmus olan radikali daha az zararli hale getirirler. Ornek
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olarak, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi

enzimleri ve metal proteinleri verebiliriz

b. Giderici (quencher) etki gosterenler; oksidanlarla etkilesip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir.
Ornek olarak, vitaminler (beta karoten, askorbik asit, tokoferol), flavonoidler,

ve antosiyanidinler verilebilir.

¢. Zincir Kiric1 (chain breaker) etki gosterenler; zincirleme olarak devam eden
tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara

ornek olarak bazi vitaminler, tirik asit, bilirubin ve albumin gosterilmektedir.

d. Tamir Edici (repair) etki goOsterenler; bu grupta DNA tamir enzimleri,

metionin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Genel anlamda iki tiir antioksidan madde tanmimlanir; birincil antioksidan
maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya serbest radikal temizleyen
tiirlerdir. ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu maddeler ise; metallerin
aktivitesini azaltict lipit hidroperoksitlerin istenmeyen ucucu tiirlere parcalanmasini
engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da birincil antioksidanlarin yeniden iiretimini
saglayan tiirlerdir. Mekanizmalardaki bu c¢ok cesitlilik pek ¢ok maddenin
arastirilmasina  katki  saglamistir.  Otooksidasyon zincir reaksiyonunu ve

antioksidanlarin etki mekanizmasini 6rnek iizerinde inceleyecek olursak;

Linoleik asit bir ¢coklu doymamis yag asididir ve ¢oklu doymamus yaglar,
giinliik besinlerimizin bir bileseni olarak, sivi ve kati yaglarda bol miktarda
bulunurlar. Ayrica bedendeki yasamsal fonksiyonlar yiiriiten dokularda da yaygin

bir sekilde yer alirlar.

Linoleik asitin iki ikili bagi arasinda bulunan -CH,- grubundaki hidrojen
atomlar1  (Lin—H), radikaller tarafindan koparilmaya kars1 6zel bir duyarliliga
sahiptir. Bu hidrojen atomlarindan birinin koparilmasi sonucu yeni bir radikal (Lin-)
olusur. Bu radikal otooksidasyon adi verilen genel bir tepkime igerisinde, oksijenle

bir zincir tepkimesi verebilmektedir.



CH,(CH,) 4)_g\)_<(CH2)7COzR'

H H H H
CH3(CH2)4)_82—<(CH2)7C02R'
uH o H

Ro/
H H H H
CH,(CH,) (CH,),CO,R’

(CH,),CO,R’
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(CH,),CO,R'

0O—O0-
H H H H
NS
CH,(CH,); (CH,),CO,R'
H
0—O0—H Diger Radikal
+Lin.
H H
H H
A, —
N ,
CH,(CH,); (CH,),CO,R
H

Sekil 1.1. Linoleik asidin otooksidasyon mekanizmasi

15

Otooksidasyon sonucu bir hidroperoksit olusur. Otooksidasyon pek c¢ok

maddede olusan bir siirectir. Ornegin, s1v1 ve kat1 yaglar bozundugunda ortaya cikan

kiiflenme ve eksimenin sorumlusu otooksidasyondur. Otooksidasyon beden i¢inde de

gergeklesir ve geri doniisiimsiiz tahribatlara yol agar.
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Fakat ortama antioksidanlar ilave edldigi zaman otooksidasyon Onlenir.
Ciinkii antioksidanlar, radikallerle tepkimeye girerek onlari, zinciri siirdiiremeyecek

olan yeni ve kararh radikallere doniistiiriir.

Antioksidanlarin temelini olusturan fenolik yapilar, rezonans hibritleri
vasttast ile diisikk enerjili serbest radikaller olusturmalarina imkan tanimaktadir.
Asagidaki 6rnek reaksiyon fenolik yapidaki sentetik bir antioksidan olan BHA nin

antioksidatif etkisini ve rezonans kararliligin1 gostermektedir.

OH Oe
C(CH,), C(CH,),
Re,RO+,ROO" + RH, ROH veya
> ROOH
OMe OMe
0 0 0
. C(CH,), C(CH,), ._C(CH,),
OMe OMe OMe

Sekil 1.2. BHA nin etki mekanizmasi

Antioksidanlar1 bircok kategoride simiflandirmak miimkiindiir. Yapilarina
gore, enzimatik ve nonenzimatik; c¢oziiniirliiklerine gére, suda ¢oziinenler ve yagda
coOziinenler; yerlesimlerine gore, intraselliiler(hiicre i¢i) ve ekstraselliiler(hiicre dis),

kaynaklarina gore endojen ve eksojen olarak siniflandirilabilirler (Akkus 1999).

Ayrica, antioksidanlar1 sentetik ve dogal antioksidanlar olmak iizere iki

temel grupta da inceleyebiliriz.
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1.2.2. Sentetik Antioksidanlar

Kimyasal prosesler sonucu {iretilen sentetik antioksidanlarin baslicalari;
Biitillenmis Hidroksianisol (BHA), Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT) ve tert-Biitil
Hidrokinon (TBHQ) ve Gallatlar’dir.

1.2.2.1. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

Bu antioksidan, ticari olarak 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol (%85) ile

2-tert-butil-4-hidroksianisol (%15) izomerlerinin karisimi halindedir.

OH OH
C(CH,)
C(CH,),
OCH, OCH,
% 85 % 15

Sekil 1.3. BHA nin kimyasal yapisi

BHA beyaz, mumsu kat1 bir yapiya sahip, erime noktas1 yaklasik 48-63°C
olan ve hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda c¢oziinebilen ancak suda
cOziinemeyen bir antioksidandir. Gidalarda kullanimina ilk olarak 1948 yilinda
ABD'de izin verilmis ve giiniimiizde de pekcok iilkede gida olarak tiiketilen kat1 ve
sivi yaglarda kullanmilmaktadir. Bazi durumlarda tersiyer biitil grubunun, fenolik
hidroksil (-OH) grubu iizerinde koruma meydana getirdigi ileri siiriilmektedir. Bu
durum molekiilii dig reaksiyonlardan korumakta ve daha az ugucu ve daha ¢ok yagda
¢Oziiniir forma doniistiirmektedir. Yapisindaki hidroksil gruba karsi orto veya meta
pozisyonunda yer alan tersiyer butil grup nedeni ile BHA'ya "engelleyici fenol" adi
verilmektedir. Bu sterik engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin
antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu neden ile BHA'nm

bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu sdylenmektedir.
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BHA, bitkisel yaglarda etkin bir antioksidan olmamasina karsin, genellikle
diger antioksidanlar ile (gallatlar) beraber kullamldiginda hem fenolik yapida
bulunan antioksidanlarin bir arada kullanilmasi ile elde edilen sinerjist etkiden, hem
de BHA'min yagin kullanildig iiriinii koruyucu etkisinden faydalanilmaktadir. BHA
firmlama veya kizartma gibi yiiksek sicaklik islemleri uygulanan yaglarda
kullanildiginda, kolaylikla algilanabilen keskin bir fenolik koku olusturmaktadir
(kimyaevi.org). Kullanim1 %0,02 olarak kisitlanmistir. BHA’nin dezavantaji ise
kizartma sicakliklarindaki uguculugudur ve bu kayip bazen son iiriinii etkileyebilecek

kadar ¢ok olabililir.
1.2.2.2. Biitillenmis HidroksiToluen (BHT)

Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), (C;sH»40); 2,6-ditert-biitil-4-metil
fenol'un, 1954 yilinda gliseridler {iizerinde etkili ve koruyucu bir antioksidan
oldugunun belirlenmesi sonucunda gida olarak tiiketilen yaglarda ve diger bazi
gidalarda kullanilmaya baglanmistir. BHT, yaglarda iyi ¢oziinebilen ancak suda
¢Oziinmeyen, beyaz renkli ve kristal yapida bir madde olup, 760 mmHg basincinda
kaynama noktas1 265°C'dir. Erime noktas1 69,7°C’dir. Bu madde BHA gibi bitkisel
yaglarda diisiik aktiviteye sahip olmasina karsin diger antioksidanlar ile beraber
kullanildiginda yagin ilave edildigi giday1r koruma 6zelliginden yararlanilmaktadir.
BHT, BHA ile sinerjist etki gosterirken, gallatlar ile sinerjist etki meydana

getirmemektedir.
OH

(CH,),C C(CH,),

CH

Sekil 1.4. BHT nin kimyasal yapist
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BHT'nin gosterdigi  ozelikler biiyiik oOlciide BHA'e benzemektedir.
FAO/WHO Birlesik Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Eksperler Komitesinin
goriigiine gore, giinliik almabilir miktar viicut agirhig: tizerinden 0,5 mg/kg olup, bu

deger insan saglig1 acisindan herhangi bir zarar yaratmamaktadir.

BHA ve BHT, ucucu olmasindan dolayi, ambalajlama materyallerine
katilarak da kullamilabilmektedir. Buradan gidaya niifuz ederler. BHA, hayvansal
yaglara nazaran, bitkisel yaglarin oksidasyonunu onlemede daha etkilidir. BHA,
ozellikle ugucu yaglarin renk ve tat-kokularinin korunmasinda, bilhassa kisa zincirli
yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmede etkilidir. Genellikle tahil ve sekerli
triinlerde de kullamilir. BHA ve BHT birlikte kullamildiginda, sinerjist etkiden
bahsedilmektedir.

1.2.2.3. tert-Biitil Hidrokinon (TBHQ)

ABD Gida ve Ilag Idaresinin (FDA) yaptig1 ¢alismalar sonucunda etkili bir
antioksidan oldugu belirlenen tert-butilhidrokinon (TBHQ)’un kullanimma ilk kez
1972 yilinda izin verilmistir. Mono-fert-butilhidrokinon (C;oH;40;) yapisinda olan
bu antioksidan, beyaz, kristalimsi ve karakteristik kokusu olan bir maddedir. Son
yillarda ozellikle gidalarin iglenmesinde ve insan beslenmesinde yer alan bitkisel
yaglar oksidasyona kars1 oldukc¢a duyarli olduklan icin kuvvetli antiokdisanlara olan
gereksinimleri arttirmistir. Giiniimiizde ters-butilhidrokinon (TBHQ) un bitkisel
yaglarda stabiliteyi arttirmak amaci ile kullamimina bir ¢ok iilke tarafindan izin
verilmektedir. TBHQ’un bitkisel yaglardaki antioksidatif etkisi diger antioksidanlara

gore daha fazladir.

OH
C(CH,),

OH

Sekil 1.5. TBHQ nun kimyasal yapisi
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Tek basina veya BHA ve/veya BHT ile kombine olarak kullanim daha
uygundur. Kullanim sinir1, 1 yag miktan iizerinden en fazla %0,02’dir (200 ppm).
PG ile birlikte kullanimi, etkiyi azalttigindan tavsiye edilemez. Sitrik asit gibi bir
selat ile kanstirildiginda, stabilize edici 6zellik kazanmaktadir. TBHQ ve sitrik asit
kombinasyonu, genellikle bitkisel yaglar, sorteningler ve bir 6l¢iide de hayvansal
yaglarda kullanilmaktadir. Findik iiriinleri ve sekerleme imalat¢ilan tarafindan da

fazlaca kullanilmaktadir.

1.2.2.4. Gallatlar

Bu antioksidanlar kimyasal olarak 3,4,5-trihidroksibenzoik asidin propanol

esteri olarak ifade edilmektedir.

OH
HO OH R=-(CH,),CH, propil

-(CH,),CH, butil
-(CH,),CH, oktil
-(CH,),,CH, dodesil

C—O—R

|

o

Sekil 1.6. Gallatlarin kimyasal yapisi

Gallatlar, trihidroksi yapilarina bagl olarak yiiksek antioksidan potansiyeline
sahiptirler. Oktil gallat (C;5H2,0s) ve dodesil gallat (C;9H300s) kat1 ve sivi yaglarda
yiikksek coziiniirlige sahip iken, propil gallat (C;oH20Os) suda daha iyi ¢oziiniirlik
gostermektedir. Biitiin gallatlar, 6zellikle alkali ortamlarda 1siya karsi oldukca
direncli olup ates, firinda pisirme ve kizartma sirasinda gallatlarda farkedilebilir
derecede kayiplar olmaktadir. Gallatlar antioksidan olarak oldukca etkili
maddelerdir. Ancak bunlarin metal iyonlari ile 6zellikle demir iyonlar ile koyu renk
kompleksler olusturma ozellikleri, yagda ve substratta istenmeyen renk

degisikliklerine neden olmakta ve bu yiizden de kullanilmalar sinirlandirilmaktadir.
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1.2.3. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar hemen hemen tiim bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hatta hayvansal dokularda dahi bulunmakta
olup cogunlukla polifenolik yapidaki maddelerdir. Bu antioksidanlarin en 6nemlileri;
tokoferoller, sesamol, sesamolin, karnosik asit, rosmarinik asit, flavonoidler,

karotenoidler ve askorbik asittir.

Son yillarda sentetik antioksidanlarin kendilerinin yada bulundurduklar
ortamda olusturduklar1 yan iriinlerinin kanserojen oldugu veya negatif saghk
etkilerine neden oldugu pek cok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Bunun dogal
sonucu olarak da dogal kaynakli antioksidanlara olan egilim gittikce artmaktadir.
Ulkemizin bitki floras1 yoniinden 6nemli bir potansiyele sahip olmasi ve 6zellikle de

endemik tiirlerin ¢oklugu bu talebe paralellik arz etmektedir.

1.2.3.1. Tokoferoller

Dogada en yaygin bulunan antioksidanlardandir ve bitkisel yaglardaki baslica
antioksidanlari olusturur. Hayvansal yaglarda daha az miktarda tokoferol bulunur. Bu
tokoferoller de hayvanlara bitkisel bazli beslenmeleri sonucu bitkilerden gecer
(Nawar 1996). Sogukta preslenmis bitkisel yaglar, kuru fasulye, soya fasulyesi,
aycicegi cekirdegi, badem, yerfistigi, ceviz, findik, misir yagi, kabuklu yemis,

kepekli tahillarda ¢ok fazla miktarda ve degisik oranlarda bulunur.

1925 yilinda Evans ve Bishop isimli arastirmacilar bazi lipidlerin eksikligine
bagh olarak iireme yetersizligi oldugunu kesfetmisler ve bu eksik olan maddeye de D
vitamininden sonra alfabetik siraya gore E vitamini adim1 vermislerdir. 1936 yilinda
ise Evans tarafindan bugday tohum yagindan ekstrakte edildikten sonra tokoferol
olarak tanimlanmistir. Laboratuvar denemelerinde E vitamini ile beslenmeyen fareler
diinyaya canli yavru getiremediklerinden dolay1 tocopherol kelimesi tocos:cocuk,
phero:dogurtan, ol:alkol (molekiiliin alkol yapisimi belirtmek i¢in) sozciiklerinden

tiiretilmistir (Tekkes 2006).
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E vitamini “Tokoferoller” ve ‘“Tokotrienoller” olarak iki ana grupta
toplanabilen, 6 kromonal tiirevleri olan 8 dogal bilesigi icerir. Bu bilesikler
molekiiliin kromonal halkasindaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore o, B, y

ve 0 tokoferoller olarak adlandirilir.

Sekil 1.7. Tokoferoliin kimyasal yapist

Tablo 1.4. Tokoferoliin siibstitiientleri

Ry R, R;
o CH; CH; CHj;
B CH, H CH,
Y H CH3 CH3
o H H CH;

Tokoferollerin vitamin E aktivitesini a > B > y > d-tokoferol seklinde
siralamak miimkiindiir. Tokotrienollerin E vitamini aktivitesi ise tokoferollere
kiyasla daha azdir (Shaidi 2000). Konsantrasyona bagli olarak bu siralamalar
degisebilmektedir. Hatta «-tokoferol yliksek konsantrasyonlarda prooksidan etki
gostermektedir. Tokotrienoller diisik E vitamini aktivitesi gostermelerine karsin
yiiksek oranda antioksidatif etki gdstermektedir ve tokoferollere kiyasla antioksidan
aktiviteleri daha yiiksektir. Ornegin o-tokotrienoliin antioksidan aktivitesi -

tokoferole kiyasla 6,5-60 kat daha fazladir.
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Tokoferoller ve askorbik asit arasinda bir sinerjism vardir. Askorbik asit o
tokoferolii rejenere ederek tokoferoliin antioksidan etkisini arttirmaktadir. Bunun
yanisira tokoferoller ve fosfolipitler arasinda da giiglii bir sinerjism mevcuttur.
Fosfolipitler, tokoferollerin par¢alanmasini onlemek suretiyle antioksidan etkilerini

arttirmaktadirlar (Shaidi 2000).

E vitamini, hiicre membran fosfolipitlerindeki, poliansatiire yag asitlerini
(pufa) serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur (Unlii 2001).
Bir molekiil o-tokoferol 100 molekiil poliansatiire yag asidinin peroksidasyonunu

engelleyebilir (Akkus 1995).

Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin
kimyasal olarak aktif kismim olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan
kaynaklanir. a —Tokoferol, dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek
vitamin E konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin
hiicre fraksiyonlarinda bulunur. E vitaminini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve diger radikal orneklerini indirger. E
vitamini dokularda en 6nemli zincir kiric1 antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna

karsi ilk siradaki korunma mekanizmasidir (Tekkes 2006).

Bugiine kadar tokoferollerin toksik acgidan sakinca yarattiklari konusunda
herhangi bir kayda rastlanmamistir. FAO/WHO Birlesik Gida Kodeksi Gida Katki
Maddeleri Eksperler Komitesi, tokoferol ve preparatlar icin giinliik alinabilir miktart

2 mg/kg olarak belirlemistir (www.kimyaevi.org).

1.2.3.2. Karotenoidler

Dogada en yaygin olarak bulunan pigment maddeleri karotenoidlerdir.
Karotenoidler isimlerini ilk kez izole edildikleri havucun Latince isminden (Dautus
Carrota)’dan almislardir. Giiniimiizde bilinen karotenoid madde sayis1 yaklasik 600
kadardir. Karotenoidler, metil gruplan eklenmis, konjuge c¢ift baglar1 bulunan

doymamus, alifatik zincir yapisindadir (Calimli1 2003). Baslica 4 gruba ayrilmaktadir;
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a) Hidrokarbon karotenoidler (karotenler): a-, -, y-karotenler (sari-turuncu),
likopen (kirmizi), fitofluen (renksiz) ve fitoen (renksiz) gibi CaoHse

yapisindaki bilesiklerdir.

b) Ksantofiller (Karotenlerin oksi ve hidroksi tiirevleri): Kriptoksantin

C4H5s0H, zeaksantin ve lutein C4Hs4(OH), baslica 6érnekleridir.
¢) Ksantofil esterleri: Ksantofillerin yag asitleriyle yaptiklar esterlerdir.

d) Karotenoid asitleri: Karotenlerin karboksil tiirevleridir.

Sekil 1.8. B-Karotenin kimyasal yapisi

Karotenoidler; bitkisel pigmentlerdir. Havug, maydanoz, dereotu, biber,
balkabagi, patates gibi daha bir ¢ok sebze ve meyveler karotenoidler i¢in dogal

kaynaklar olup bu besinlerin ekstraktlar1 %1-26 arasinda B-karoten igerirler.

Karotenoidler ailesinin baslica iiyesi olan [-karoten, A vitaminin metabolik
on maddesidir. Suda ¢oziinmeyen ancak yagda ¢oziinen p-karoten, LDL yapsinda yer
aldigindan, LDL’yi oksidasyona karsi korur. Boylece hiicre membranlarinin ve
dokularin yikiminda baglatict gorev alan zararli radikalleri inaktive edebilmektedir

(Unlii 2001).

Karotenoidler ayrica, gida endiistrisinde sik¢a kullanim alani1 bulan 6nemli bir
dogal pigment grubudur. Turuncu renkli bir lipit ve A vitaminin Onciisii olan -

karoten, esit renklendirme saglamak icin gida maddelerine katilir.

Karotenoid ailesinin 6nemli bir iiyesi olan likopen, basta domates olmak
izere, kavun, karpuz, greyfurt ve portakalda diger sebze ve meyvelere oranla fazla

miktarda bulunmaktadir. Su ana kadar domatesin icerisindeki likopen maddesiyle
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ilgili olarak yapilan calismalar sonucu likopenin, prostat, akciger, mide, pankreas,
kolon, rektum, yemek borusu, agiz boslugu, gogiis ve rahim kanserleriyle ilgili

koruyucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

1.2.3.3. Askorbik Asit

C vitamini kapali formiili CsHsOg olan ketolaktondur. Suda ¢6ziinen
vitaminlerdendir. L-Askorbik asit yesil sebzelerde, meyvelerde ve turunggillerde bol
miktarda bulunur. L-Askorbik asitin hastaliklara karst organizmanin savunma

mekanizmasini giiclendirdigi 1970’1i yillarda ortaya atilmustir (Ozen 2001).

(I?HZOH
HO—CH
0 0
b
OH OH

Sekil 1.9. Askorbik asidin kimyasal yapisi

Askorbik asit bitkisel ve hayvansal dokularda bulunur, mikroorganizmalarda
bulunmaz. Insanlarda askorbik asit sentezlenemez, disaridan almmasi gerekir. Bu
nedenle vitamindir. C vitamininin koenzim sekli yoktur ve vitamin sekliyle etkisini
gosterir, oldukga giiclii bir asittir ve gii¢lii bir indirgeciyidir, anyon halinde

3

indirgenme giicli kat kat artar. Bu nedenle metabolizmada ‘ antioksidan’ olarak

etkindir.

C vitamininin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de
gostermesidir.. Ciinkili, vitamin C ferri (Fe* )yi, ferro (Fe+2)’ya indirgeyen
siiperoksit disindaki tek selliller ajandir. Bu yolla askorbat proteine bagh ferriyi
uzaklagtirarak ya da dogrudan ferriyi indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,0O, ile

etkilesmeye uygun olan ferroz’e doniistiiriir. Yani siiperoksit iiretimine katkida
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bulunur. Bu 6zelliginden dolay1 C vitamini serbest radikal reaksiyonlarmin 6nemli
bir katalisti veya pro-oksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu o6zelligi diisiik
konsantrasyonlarda goriilmektedir, yiiksek konsantrasyonlarda ise antioksidan

ozelligi gostermektedir.

Askorbik asit, beyaz veya hafif sar1 renkte, kokusuz kristalimsi yapida bir
maddedir. Erime noktas1 190°C civarinda olan askorbik asit, suda tamamen
coziirken, etanolde biraz, dietil eter ¢ozeltisi i¢inde ise hi¢ c¢oOziinmemektedir.
Askorbik asit, ozellikle konserve veya siselenmis iiriinler gibi tepe boslugu olan
gidalarda oksijen tutucu olarak kullanilmaktadir. 1 cm tepe boslugunda bulunan
oksijeni tutabilmek i¢in yaklasik olarak 3,5 mg askorbik asit kullanilmasi
gerekmektedir. Havadan veya gidadan oksijenin uzaklastirilmasi sirasinda askorbik
asit, dehidroaskorbik asit formuna doniismekte ve bdylece antioksidatif etkisini

gostermektedir (www.kimyaevi.org).

C vitamininin viicuttaki en onemli gorevi protein kolajen sentezidir. Ayni
zamanda bu dis, kemik, kikirdak, derideki fiberlerin olusumunu saglar. Eksikligi
ikincil enfeksiyonlar, deri kurumasi, dis dokiilmesi, kanama, kramplar, kas

yorgunlugu gibi pek ¢ok sayida soruna neden olur.

Ayrica vitamin C, lipid peroksidasyonunun inhibisyonu esnasinda tokoferol
radikalinin o-tokoferole doniismesine yardim eder, dogrudan dogruya karsinojen

olusumunu baskilar ve bagisiklik yeterliligini arttirir (Eryilmaz 2001).

1.2.3.4. Flavonoidler

Temel polifenol siniflarindan biri olan flavonoidler, en dnemli antioksidan
ozellige sahip grup olmakla beraber insanlar i¢in mutlak gerekli besinler arasindadir.
Flavonoidler kendi icinde 13 alt gruba ayrilirlar. Bunlar kalkonlar, dehidrokalkonlar,
flavanonlar, flavanollar, auronlar, flavonlar, flavandiollar, flavonollar,
dehidroflavanollar, antosiyaninler, izoflavonoidler, proantosiyanidinler ve

bioflavonoidlerdir.
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Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile

birlesmesinden olusan ve 15 C atomu iceren difenilpropan (C6-C3-C6) yapisi

olusturur.
3
4 @ 2
5
6

Sekil 1.10. Flavanoidlerin temel kimyasal yapisi

Ik olarak, 1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir
preparatin P vitamini aktivitesi gostermesi, kilcal damar gecirgenligi ve kirillganligini
azaltmada kullanilmas1 flavonoidlere 6nem verilmesini saglamistir. Boylece,
flavonoidlere olan ilgi 1940’11 yillardan itibaren artmaya baslamistir. Gergeklestirilen
genis capli arastirmalar sonucu flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve

farmakolojik aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Unlii 2001).

Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma yetenekleri, yapilar ile yakindan
iligkilidir. Flavonoidlerin antioksidan potansiyelleri, hidroksil gruplarinin sayisina ve
dizilisine, sekilsel konjugasyonuna ve ayn1 zamanda elektron veren ve elektron alan
gruplarm halkali yapida bulunmasina baglidir (Yiicel 2002). Flavonoid yapisinda C-
4" pozisyonunda hidroksil grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi arttirirken,
serbest 4'-OH grubunun metoksi grubu ile siibstitilye olmasi aktiviteyi 6nemli dlctide
azaltmaktadir. B halkasindaki hidroksil konfigiirasyonu serbest oksijen ve serbest
nitrojen radikalleri temizleme aktivitesinde en 6nemli belirleyicidir. B halkasindaki
hidroksil gruplari, hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen vererek
onlar1 daha kararli hale getirirler ve bu radikallere oranla daha kararli flavonoid

radikallerinin olusmasinm saglarlar.
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A halkasindaki substitiisyon antioksidan aktiviteye nispeten daha az etki
gosterir, fakat 5-OH’in antioksidan aktiviteye katkis1 bulunmaktadir. 3-OH ve
3'.4'-katekol yapisi iceren flavonoidlerin 10 kata kadar daha fazla antioksidatif etki
gosterdikleri belirtilmistir. 3-OH grubunun metil grubu ile yer degistirmesi aktiviteyi

diisiirmektedir (Ulusoy 2005).

Son yillarda flavonoidlerin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmasi igin
yiiriitiilen calismalar hiz kazanmistir. Bu bilesiklerin antioksidan ozellikleri, cesitli
iiriin ve maddeleri boyama ozellikleri, metallerle tepkimeye girme ve tabaklama
maddelerinin bilegenlerine katilmalarindan dolayi, besin, tekstil, deri, metalurji, tip,

ziraat ve benzer alanlarda kullanilma olasiliklarini arttirmaktadir.

Bazi flavonoidler, UV 1sinlarindan koruma 6zelliklerine sahip olduklarindan
kozmetik iriinlerde, Ozellikle kremlerde Onemli katki maddesi olarak
kullanilmaktadirlar. Metal iyonlan ile reaksiyon verebilme yeteneklerinden dolay1
analitik amagcla, uranyum, zirkonyum, titan ve diger metallerin tayininde

onemlidirler.

Genis kapsamli kullanim alanma sahip olan flavonoidlerin sentetik iiretimi
giiniimiizde gerceklesmediginden elde edilmeleri icin yegane kaynak flavonoidli
bitkilerdir. Bu nedenle yeni flavonoid kaynaklarimin agiga ¢ikarilmasi, flavonoidlerin
elde edilmesi, Ozelliklerinin belirlenmesi ve kullanim alanlarinin genisletilmesi

giincel ve énemli problemlerdendir (Unlii 2001).

Bazi Flavonoid Yapilar1 (Hall C. 2001);

Sekil 1.11. Antosiyanidinin kimyasal yapisi



Apigenidin
Siyanidin
Delphinidin
Malvidin

Pelargonidin

Tablo 1.5. Antosiyanidinin siibstitiientleri

OH
OH
OH
OH
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Sekil 1.12. Flavonoliin kimyasal yapisi

Tablo 1.6. Flavonoliin suibstitiientleri

Kuersetin
Mrisetin
Kampferol

Hesperidin

T = m| =

3'
OH
OH

OH

4
OH
OH
OH

OCH3

OH
OH
OH
OH
OH

5'

OH

OH
OH
OH
OH
OH
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Sekil 1.13. Flavononun kimyasal yapis1

Tablo 1.7. Flavononun siibstitiientleri

3 3 4'
Naringenin H H OH
Naringin ORh H OH
Taksifolin OH OH OH

Sekil 1.14. Flavanin kimyasal yapisi Sekil 1.15. Flavonun kimyasal yapisi
Tablo 1.8. Flavanin siibstitiientleri Tablo 1.9. Flavonun siibstitiientleri
3 & ¥ 14
Katesin OH OH Apigenin H OH

Luteolin OH OH



31

Bir flavonoid alt simifi olan antosiyaninler, suda c¢o6ziinen Onemli
pigmentlerden olup yiiksek yapili bitkilerin ¢icek ve meyve kisimlarinda bulunurlar.
Flavonoidlerin bir bagka alt sinif1 olan katesinler ¢ogunlukla yesil cayda bulunurlar
(Ulusoy 2005). Polifenoller, caydaki bilesiklerden cok hizli ayrilan gruplardir ve
total kuru icerigi yesil cayda %30-42, siyah cayda ise %3-10 olarak bulunmustur.
Bunlar gallik asit ve katesin tiirevleridir. Cay polifenollerinin antioksidatif etkisi
sirasiyla epigallokatesingallat(EGCG), epigallokatesin(EGC), epikatesingallat(ECG)
ve epikatesin(EC) olarak gosterilebilir.

1.2.4. Antioksidan Ozelligi Arastirilan Baz1 Maddeler

1.2.4.1. Sesamol

Bircok cesidi olan susam bitkisinin tohumlarindan elde edilen yaglar,
yapilarinda bulunan tokoferol miktarina gore Onemli diizeyde antioksidan etki

gostermektedir.

OH

Sekil 1.16. Sesamoliin kimyasal yapisi

Fenolik tip bir antioksidan olan sesamol, aktif bir ajan olarak bilinmektedir.
Susam yaginin kullanimina bazi iiriinlerde izin verilirken, bazi iiriinlerde kullanimi
ise hileli bir durum olarak kabul edilmektedir. Sentetik sesamol, antioksidan ve

insektisit olarak kullanilabilmektedir.
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1.2.4.2. Biberiye

Bir¢ok baharat ekstraktinin degisik oranlarda antioksidatif etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu baharatlar arasinda en fazla aktiviteye sahip olanlar biberiye ve
adacayidir. Asagidaki sekilde biberiyeden elde edilen iki farkli fenolik maddenin

kimyasal yapilar1 goriilmektedir.

OH CH,
OH
HO COOH
HOOC
@) OH
N
@)
H,C CH,
Karnosik Asit Rozmarinik Asit

Sekil 1.17. Biberiye ekstraktlarinin kimyasal yapisi

Yapilan ¢alismalarda biberiye ekstraktlarinin soya fasiilyesi yaginda peroksit
olusum hizim1 yavaslattigi ve lezzet stabilitesini arttirdigi belirtilmektedir. Biberiye
ekstraktinin BHA ve BHT ye gore daha az ucucu oldugu ve yiiksek sicakliklarda
bozulmaya dayamikliligi fazla oldugu i¢in kizartmalik yaglarda da kullanilabildigi
ifade edilmektedir (Altug 2001).
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1.2.5. Antioksidanlarin Gidalarda Kullanim Alanlari

Eritilmis Hayvansal Yaglar

Bitkisel Yaglar

Yiiksek Oranda Kat1 Yag Iceren Yaglar
Diisiik Oranda Kat1 Yag Iceren Gida Uriinleri
Sekerlemeler

Et Uriinleri

Balik ve Balik Uriinleri

Esansiyel Yaglar

Kizartma Islemlerinin Uygulandigi Gidalar
Firmda Pisirme Isleminin Uygulandigi Gidalar
Hububatlar

Ham Bitkisel Yaglar

vV V V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V V¥V V V VY

Gida Ambalajlart

1.2.6. Antioksidanlar ile ilgili Yasal Diizenlemeler

Asagidaki tabloda, Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC, 1992)
tarafindan antioksidan olarak sinmiflandirilmis maddelerden, CAC(1997), EC(1995)
ve Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY, 1997) ne gore kullanimina izin

verilenler goriilmektedir.
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Tablo 1.10. CAC, EC, TGKY’ ne gore gidalarda kullamimina izin verilen
antioksidanlar (Altug 2001).

Antioksidanlar CAC EC TGKY

Kiikiirt dioksit + + +
Sodyum siilfit + +

Sodyum hidrojen siilfat + + +
Askorbik asit + + +
Sodyum askorbat + + +
Kalsiyum askorbat + + +
Potasyum askorbat +

Askorbil palmitat + + +
Askorbil stearat + + +
Tokoferol ekstraktlari + + +
a-p-y-Tokoferol + + +
Propil gallat + + +
Oktil gallat + + +
Dodesil gallat + + +
Eritorbik asit + + +
Sodyum eritorbat + + +
THBQ +

BHA +

BHT +

Glukoz oksidaz +

1.2.7. Uziim, Uziim Cekirdegi ve Proantosiyanidinler

Uziim, ¢esitli degerlendirme yontemlerinin olusu, iklim ve toprak yoniinden
cok secici olmayisi, ¢cok yillik olmasi ve cogalma yontemlerinin kolay olusu gibi
nedenlerle diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan bitkilerden biridir. Diinyada
bagcilik, genel olarak Kuzey Yarimkiirede 20°-50°, Giiney Yarimkiirede ise 20°- 40°
enlemleri arasinda yapilmaktadir. Sicaklik, bagciligin kuzeye dogru yayilmasini

engelleyen en 6nemli faktordiir.
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Bagcilik i¢in yerkiirenin en elverigli iklim kusagi iizerinde bulunan iilkemiz,
asmanin gen merkezi olmasmin yanisira son derece eski ve koklii bir bagcilik
kiiltiiriine sahiptir. Anadolu’da yapilan arkeolojik kazilardan, bagcilik kiiltiiriiniin
M.O. 3500 yilina kadar dayandigi saptanmistir. Anadolu’da yetistirilen iiziimlerin
cogu kuru ve yas olarak tiiketilmekle birlikte bir kism1 da sarap, pekmez, bulama,

pestil, lokum v.s. olarak degerlendirilmektedir.

Diinya  iiziim lretimin ~ yaridan  fazlasi Avrupa Kitasinda
gerceklestirilmektedir. Diinya yas iiziim iiretiminde Italya, Fransa, ABD, Ispanya,
Tirkiye, bashica iilkelerdir. 2002 yili verilerine gore diinyada 7,4 milyon hektar
alanda 61 milyon ton iiziim iiretilmektedir. Diinya iiziim iiretiminde %24 ile Italya ilk

sirada, Tiirkiye ise %12 ile 5. sirada yer almaktadir.

Ulkemiz 2001 yilinda 525 bin hektar bag alani ile diinyanin belli basl iiretici
tilkeleri arasinda yer almaktadir. Yas tiziim tiretimimiz her yil ortalama yaklasik 3,5
milyon ton civarindadir. Ulkemizde iiretilen iiziimlerin yaklasik %30’u taze sofralik,
%37’si kurutmalik, %30’u pekmez, pestil, sucuk, sira ve %3 kadarn da saraplik
olarak degerlendirilmektedir. 2001 yili verilerine gore, 3.250.000 ton toplam iiziim
tiretiminin yaklasik olarak %63’ii (2.050 bin ton) cekirdekli, %27’si (1.200 bin ton)
cekirdeksiz iiziimden olusmaktadir (TEAE-Bakis 2003).

Her gecen giin popiilaritesi artmakta olan {iziim c¢ekirdegi, insanlarin bu
konuda daha da bilingclenmesi ve modern sartlarda hazirlanmig ticari iirtinlerin
piyasaya girmesi sebebiyle, giiniimiiziin onemli diyet katki maddelerinden biri haline

gelmistir.

Uziim cekirdegi bircok polifenol yapiyi ihtiva etmekte olup bunlardan en
onemli ve hakkinda en ¢ok arastirma yapilam1  proantosiyanidinlerdir.
Proantosiyanidinler kondanse taninler olarak da bilinen polimerik bilesiklerdir
(Peterlongo 2000). Oligomerik proantosiyanidinler 1980°1i yillarda 6nem kazamistir.
1951 yilinda bir fransiz aragtirmaci, ilk kez ¢am kabugundan ekstrakte etmis ve

vitamin C ile bir¢ok biyokimyasal ve fizyolojik etki gosterdigini bulmustur.
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Bilim adamlar tiziim cekirdegi ekstresi ile 20 YY’ 1n sonlarina dogru ciddi
manada ilgilenmeye basladilar ve bu arastirmalar “French Paradox” hakkindaki

arastirmalarin daha cabuk biiyiimesini ve gelismesini sagladi.

Proantosiyanidinler, polimerik flavan-3-ol’ lerdir ve temel yapinin C-C ve
bazen de C-O-C baglariyla baglanmasi sonucu olusurlar. Flavan-3-ol yapisi, Cs-Cs-
Cs flavonoid iskeletine sahiptir. Yiyeceklerdeki proantosiyanidinler ¢ogunlukla B
halkasinda 3'4" dihidroksi siibstitiisyonu ile prosiyanidin ve 345" trihidroksi
siibstitiisyonu ile prodelfinidin olarak bulunur (Altiok 2003).

Proantosiyandinler (+)-katesin, (-)-epikatesin ve bunlarin gallatlarindan

olusan, oligomerik ve polimerik flavan-3-ol {initeleridir (Plumb 1998).

Sekil 1.18. (+)-Katesinin

kimyasal yapisi

OH

OH

Sekil 1.19. (-)-Epikatesinin
HO O

kimyasal yapisi

OH
OH
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Sekil 1.20. Prosiyanidin
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Sekil 1.21. Prosiyanidin
Sekil 1.22. Prosiyanidin
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Yaglarin  peroksidasyonunun inhibe edilme potansiyeli molekiillerin
polimerizasyon diizeyine bagh olarak artmaktadir. Daha fazla katesin ve epikatesin
iinitesine sahip olan proantosiyanidinler daha potansiyel inhibitorlerdir. Ayrica yapida
bulunan gallat grubu da lipid peroksidasyonu iizerindeki inhibe edici etkinligi
arttirmaktadir. 3-hidroksi pozisyonundan gallat grup baglanmig olan prosiyanidin
dimeri ¢ok daha yiiksek inhibitor etkinlik gostermektedir (Zhao 1999).
Proantosiyanidinlerin, C vitamini ve vitamin E siiksinata gére daha giiclii antioksidan

etkinlige sahip oldugu bulunmustur (solgar.com.tr).

Proantosiyanidinler, fizyolojik aktivite gesitliligine sahip olan fonksiyonel gida
bilesenleridir. Bunlar antioksidan, antimikrobiyal, antialerjik ve sa¢ bilylimesine

yardimci etkiler gosterirler (Joshi 2000).

Proantosiyanidinler bitki aleminde genis bir alana yayilmislardir ve kakao,
kahve, elma, ham badem ve yaban mersini, ahududu, ¢ilek gibi yumusak meyvelerde
bulunurlar. Proantosiyanidinlerin kaynaginin diger bir kolunu da, mese agaci kabugu,

cam agaci kabugu ve iiziim ¢ekirdekleri olusturur (Altiok 2003).

Uziim ¢ekirdeginden elde edilen proantosiyanidinler, kapiler duvarini stabilize
eder ve gecirgenlikteki (permeabilite) artistan koruyarak, 6dem olusumunu baskilar
(Robert 1990). Prosiyanidolik oligomerler kolajen liflerinin capraz baglanmasini
saglayarak, = damar bag  dokusundaki  kolajen  olusumunu  destekler.
Proantosiyanidinlerin kemoprotektif 6zellikleri, serbest radikaller ve oksidatif hasara
kars1 aktivitelerinden kaynaklanir (Ye 1999). Bilesigin giiclii antioksidan etkinliginden

kaynaklanan anti-tiimor destekleyici etkisi kantlanmistir (Zhao 1999).

Diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL), serbest radikaller tarafindan
oksitlenmesi  ateroskleroz = baslangici ile ilskilendirilir.  Proantosiyanidinler,
aterosklerotik lezyonlardaki LDL-pozitif hiicrelerin sayisim1 azaltmaktadir. Ayrica,
LDL’deki kolesterol linoleatin oksidasyonunu baskilayarak aorttaki aterosklerozu

azaltmay1 saglar (Robert 1990).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Akkus 1. (1995), “Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri” isimli
kitabinda; serbest radikaller, olusumlari, reaksiyonlar1 ve fizyolojik etkileri hakkinda

genis bilgiye yer vermistir.

Pirniyazov A.Zh. (2003), “Polyphenols from vitis vinifera seeds” isimli
caligmasinda, {iiziim cekirdeklerinden izole ettigi polifenollerin kimyasal
kompozisyonunu incelemistir. Polifenolik yapida, 4 farkli katesin ve 2 farkli

proantosiyanidin yapist belirlemistir.

Yamakoshi J. (2002), “Safety evaluation of proanthocyanidin-rich extract
from grapeseeds” isimli c¢alismasinda, liziim ¢ekirdeklerinden proantosiyanidinleri

ekstrakte etmis ve bir dizi toksisite testine tabi tutmustur.

Ulusoy E. (2005), “Tiirkiyenin baz1 yorelerinden kestane ve cicek ballarinin
antioksidan aktiviteleri ve mineral igeriklerinin karsilastirilmasi” isimli calismasinda,
bircok farkli bal numunesinin antioksidan aktiviteleri tizerinde calismistir ve DPPH
radikali temizleme aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 gibi parametreler

hakkinda bilgi vermistir.

Clifford M.N. (1997), “Isolation, characterisation and determination of
biological activity of coffee proanthocyanidins” isimli ¢alismasinda, kahveden izole
ettigi proantosiyanidinleri, kolon kromatografisi ile saflastirdiktan sonra IR

spektroskopi ve *C-NMR spektroskopisi ile karakterize etmistir.

Altiok E. (2003), “Production of proanthocyanidins from grape seeds”
isimli ¢aligmasinda, degisik coziiciiler ve c¢oziicii karigimlart kullanarak, iiziim
cekirdeklerinden proantosiyanidinleri ekstrakte etmis ve degisik metotlar kullanarak
saflastirmigtir. HPLC ile ekstraktin bilesenlerini incelemis ve ticari iiriinlerle

karsilagtirmistir.
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Levy M.C. (1998), “Proanthocyanidin microcapsules: preperation,
properties and free radical scavenging activity” isimli calismasinda, kapsiillenmig
proantosiyanidinlerin degisik sicaklik ve pH’lardaki stabilitelerine, DPPH radikali

ve OH radikali temizleme aktivitelerine bakmis ve IR spektrumlarini almistir.

Li W. (2002), “Determination of catechins in commercial grape seed
extract” isimli calismasinda, HPLC-UV metodunu kullanarak iiziim cekirdegi
ektraktindaki (+)-katesin, (-)-epikatesin ve (-)-epikatesin gallat miktarlarini
belirlemistir. izolasyon, saflastirma ve karakterizasyon islemleri icin, HPLC, MS ve

NMR kullanmustir.

Jayaprakasha G.K. (2001), “Antioxidant activity of grape seed (vitis
vinifera) extracts on peroxidation models in vitro” isimli calismasinda iiziim
cekirdeklerinden antioksidanlari, aseton, etil asetat, metanol ve farkli ¢oziiciilerin
karistmimi kullanarak ekstrakte etmis ve antioksidan aktivitelerini B-karoten-linoleat

model metodunu kullanarak degerlendirmistir.

Bakkalbast E. (2005), “Major flavan-3-ol composition and antioxidant
activity of seeds from different grape cultivars grown in Turkey” isimli calismasinda,
Tiirkiye’de yetisen 12 farkli iiziim cekirdegi iizerinde ¢alismuistir. Uziim cekirdegi
ekstraktlarinda, HPLC ve spektrofotometrik metotla gallik asit, katesin, epikatesin ve

toplam flavan-3-ol miktarlarim belirlemistir.

Gabetta B. (2000), “Characterization of proanthocyanidins from grape
seeds” isimli c¢alismasinda,ticari {iiziim c¢ekirdegi proantosiyanidinlerini analiz
etmistir. ~ HPLC-TSP-MS ile monomerik flavan-3-ol’ler ile  dimerik

proantosiyanidinleri ayirmistir.

Pekic B. (1998), “Study of the extraction of proanthocyanidins from grape
seeds” isimli ¢aligmasinda, proantosiyanidinleri etil asetat-su sisteminde ¢alismis ve

ekstraktt HPLC sistemi ile degerlendirmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Numune

Deneylerde ekstraksiyon amaciyla kullanilan iiziimler ve iiziim ¢ekirdekleri,
Konya Hadim ilgesi, Ke¢imen beldesinde yetismis olup, piyasada Kegimen tiziimii

adiyla satilmaktadir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan cihaz ve kimyasallarin bir kismu 06201055 no’lu
Selcuk Universitesi BAP tez projesinden karsilanmistir. Deneyler S.U. Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii arastirma laboratuvarlarinda ve S.U. Egitim Fakiiltesi

Kimya Boliimii laboratuvarlarinda yapilmistir.

Cihaz Adr
Uv-Vis Spektrofotometre (Shimadzu)
IR Spektrofotometre (Perkin Elmer 1600)
HPLC (Agilent 1100 series)
Rotary Evaporator (Heidolph)
Etiiv (Binder)
Santrifiij (Niive)
Hassas Terazi (Precisa)
Manyetik Karistiric1 ( Heidolph mr3001)
Vakum Pompasi (KIFLAB)
Su Banyosu (Niive)
Vorteks (Heidolph)

V V V V V V V V V VYV V
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Kimyasal Maddeler
Folin-Ciocalteu (Sigma- Aldrich) Etanol (Merck)
Troloks (Sigma-Aldrich) Etil Asetat (Merck)
DPPH (Sigma- Aldrich) Toluen (Merck)
Gallik asit (Sigma- Aldrich) Benzen (Merck)
Metanol (Merck) Asetik Asit (Merck)
Kloroform (Merck) Aseton (Merck)

3.3. Deneysel Kisim

3.3.1. Uziim Meyvesi ve Cekirdeklerinin Ekstraksiyonu

Uziimlerin meyvesi ve cekirdekleri birbirinden ayrildiktan sonra toz ve
partikiillerden arindirmak amaciyla saf soguk su ile yikandi ve agik havada lizeri

kapali vaziyette 24 saat boyunca kurutuldu ve ekstraksiyona hazir hale getirildi.

Uziim ¢ekirdeklerinden proantosiyanidin Pekic (1997)’in tanimladi§i metot
esas almarak ekstrakte edilmistir. Uziim cekirdekleri o6giitilmeden ekstrakte
edilmistir. Ogiitiilmiis iiziim cekirdekleri daha kisa ekstraksiyon zamam saglamasina
ragmen, proantosiyanidin veriminde bir artis saglamamaktadir. Ayrica 6giitiilmiis
tiziim c¢ekirdekleri, ekstraksiyon sonucu bircok istenmeyen kontamine bilesik ve
safsizligin ortaya c¢ikmasina yol agcmaktadir. Bu bilgiler sonucunda ekstraksiyon,

biitiin ve kirilmamus iiztim ¢ekirdekleri kullanilarak yapildi.

Ekstraksiyon icin hazir hale getirilen iiziim cekirdeklerinden 10 g tartildi ve
bir erlene aktarildi. Daha sonra bir meziirde hazirlanmis ekstraksiyon coziiciisii
(aseton-su, 3:7) ilave edildi. Elde edilen karisim bir manyetik karistirict ile 45°C ve
700 rpm’de 24 saat ekstrakte edildi. Daha sonra elde edilen sulu ekstrakt bir siizgeg
kagidi yardimi ile c¢ekirdeklerinden ayrildi. Kolloidal halde bulunan istenmeyen
safsizliklardan kurtulmak amaciyla bir santrifiij cihazinda 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Daha sonra tiiplerdeki kahverengi berrak ¢ozelti, ¢oziiciisiiniin ugurulmasi

amaciyla, dekante edilerek evaporator balonuna aktarildi. Evaporatorde 45°C ve 200
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rpm’de vakum altinda 30 dk muamele edilmek suretiyle ¢oziiciiniin biiyiik bir kismi

ucuruldu. Ayni prosediir iiziimiin meyve kismina uygulandi.

Ekstraksiyon sonucunda en yiiksek verim, aseton-su (3:7) karisimi ile elde
edildi. Bunun yanisira, aseton, etil asetat, etanol, metanol coziiciileri ve bu

¢oziiclilerin degisik oranlardaki sulu karisimlari da kullanildi.

3.3.2. Nem Tayini

2,00 g iiztim ¢ekirdegi ve 10,00 g kuru iiziim meyvesi, hassas terazide tartildi
ve etiivde 105°C’da 1 saat kurutuldu. Desikatore alinan numuneler tekrar tartildi ve

asagidaki sekilde % nem miktarlar1 hesaplandi.

9% Nem = [(ilk tartim - son tartim) / ilk tarttm] x 100

3.3.3. Ekstraksiyon Verimi

Ekstraksiyon i¢in, yukarida da belirtildigi gibi degisik coziiciiler ve c¢oziicii
karisimlart kullamldi. Ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen ekstrakt verimi, kuru
madde {izerinden hesaplanmak suretiyle, ekstraksiyon ¢oziiciileri arasinda kiyaslama

yapildi.

% Verim = [g ekstrakt / (g numune x % kuru madde)] x 100

3.3.4. Ekstrelerin FTIR Analizi

IR spektroskopi yontemi, temel yapilarin karsilastirllmasi amaciyla sik
kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Bu boliimde, polifenolik yapilar iceren iiziim
cekirdegi, tiziim meyvesi ekstresi, ticari proantosiyanidin numunesi ve katesin, KBr
ile disk haline getirildi ve IR spektrumlan elde edildi. Elde edilen IR spektrumlari
birbirleri ve de literatiirlerdekiler (Ramos-Tejada 2002) ile karsilagtirildi.
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3.3.5. DPPH Serbest Radikali Siipiirme Aktivitesi Tayini

Ticari bakimdan temin edilebilen ve kararli bir organik azot radikal bilesigi
olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikalilDPPH), tekli bilesenler, bitki Oziitleri ve
yiyecek maddeleri antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yontem, DPPH’in metanolde hazirlanan ¢ozeltilerinin bir hidrojen
verici antioksidan madde varhiginda radikal olmayan DPPH-H’a doniistimiiniin
spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanir. DPPH’in 517 nm’deki sogurum
pikinin siddetindeki azalmaya orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin varlig
nitel veya nicel olarak belirlenir (Kartal 2003). Tepkime mekanizmas1 asagidaki

sekilde gosterilebilir;

DPPH' + Antioksidan-H ——» DPPH-H + A-

0 0

N + AH — NH + A
O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Sekil 3.1. DPPH serbest radikalinin kimyasal yapis1

Belirli  bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH derigsimi
spektrofotometrik olarak ol¢iilir. DPPH radikalinin rengindeki a¢ilma antioksidan
maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizlidir, 30 dakikalik
analiz siiresi ve insan giicli acisindan kolaydir, ayrica ¢cok 6zel cihaz ve reaktifler
gerektirmediginden dolayr da tercih edilir. DPPH’nin serbest radikal olmas,
havadan, 1s1 ve 1g1ktan kolayca etkilenebilmesi nedeniyle analizlerin oldukca seri ve
en az 3 kez tekrarlanmasi gerekmektedir. Tekrarlanan denemelerin ortalamalari

alinmak suretiyle sonuglar elde edilir.
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%70 metanol igerisinde hazirlanmis 6rnek ¢ozeltisi (reaksiyon ortamindaki
ornek konsantrasyonu 4x10° mg/mL) iizerine DPPH (2x107 g/L) ¢ozeltisi ilave
edilerek vorteksde karistirildi ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen
¢ozeltilerin 517 nm’de absorbans degerleri okundu. 4.0x107 ve 2.0x107 g/L
konsantrasyon araliginda DPPH standarti kullanilarak hazirlanmis olan asagidaki
kalibrasyon grafigi ve denklemi kullanilarak reaksiyon ortamindaki DPPH

konsantrasyonu (g/L) hesaplanmustir.

Asi7m=11,811(DPPH)_+ 4,2x107 (r= 0,999)

30 dakika sonucunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 ise asagidaki formiil

kullanilarak hesapland1 (Oztiirk 2002).

% DPPH,upiriten = [(DPPH,_ - DPPH_, )/ DPPH_ ] x 100

=30
3.3.6. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini (Folin-Ciocalteu Metodu)

Metot, suda ve diger organik coziiciilerde ¢coziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan
mor menekse renkli kompleks 750 nm’de maksimum absorbans olusturur.
Sonuglarin karsilastirilmasi amaciyla standart fenolik bilesik olarak gallik asit

kullamldi.

Ekstreler icindeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltacu Metodu
kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edildi. Biitiin ornekler ve standart olarak
kullanilan gallik asit, %50’lik metanolde ¢o6ziildii. 0,5 mL 6rnek, 2,5 mL Folin-
Ciocaltaeu reaktifi (hacimce %10’luk, suda) ve 7,5 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi
(%20’1ik, a/h, suda) deney tiipiinde karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletildi.
Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de spektrofotometrede okunmus, toplam
fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplandi

(Oztiirk 2002).
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3.3.7. HPLC Analizleri

Kromatografi, kimyasal karisimlart birbirinden ayirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Kromatografik ayirmada, maddeler birbiri ile karigsmayan iki faz arasinda
dagilirlar. Fazlardan biri hareketli digeri ise sabit fazdir. Kromatografi, dogal
bilesiklerin kimyasal uygulamalarinda farkli yapilarin karakterizasyomnu igin
vazgecilmez yontemdir. Fakat, kolon secimi, ¢Oziicii sistemi belirlenmesi ve

uygulama sartlar1 dikkat edilmesi gereken en dnemli hususlardir.

Uziim cekirdegi ekstresi ve iiziim meyvesi igerisinde bulunan polimerik
proantosiyanidinlerin tespiti ve karsilastirilmasi icin HPLC yontemi uygulandi.
Agilent 1100 marka s1vi kromatografi sistemi kullanilarak, 70’er dakikalik gradient

calisma uygulandi.

Tablo 3.1. HPLC uygulama sartlar

Kolon Waters C18

Kolon boyu 150 mm

Kolon yikama cozeltisi Asetik asit/su (1:99)
Akis hiza 0,7 mL

Sicakhik 40°C

Dedektor Photo Diode Array

A: asetik asit/metanol (1:99)
Mobil faz
B: asetik asit/su (1:99)

Gradient program;

0-15dk %16/ %84 (A/B)
15-50 dk %25/ %75 (A/B)

50-70 dk %80/ %20 (A/B)
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4. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

4.1. Nem Tayini

9Nem = [(ilk tartim - son tartim) / ilk tarttm] x 100

Cekirdek Uziim
[Ik Tartm  :2,00 g Ik Tartm  :10,00 g
Son Tarttm  :1,83 g Son Tarttm : 8,85 g
% Nem : %8,5 %Nem :%11,5

4.2. Ekstraksiyon Verimi

4 farkl organik ¢oziicii ve bu ¢oziiciilerin degisik oranlardaki sulu karigimlar
ile yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen ekstrakt verimleri asagida

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Ekstraksiyon ¢oziiciileri ve ekstraksiyon verimleri

Organik Aseton Etil Asetat Etanol Metanol
Coziiciiler (% verim) | (% verim) | (% verim) | (% verim)

% 100 0,25 1,20 1,65 0,90
% 70 3,70 1,85 2,90 3,80
% 50 8,30 2,60 5,50 2,40
% 30 10,70 2,00 6,40 1,70

% 10 1,80 0,20 1,90 1,10
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%70 sulu asetonla yapilan ekstraksiyon islemleri sonucu 10 g iiziim cekirdegi
icin ortalama 0,98 g ekstrakt elde edilmistir. % 8,5 luk nem hesaba katildig1 zaman,

ekstraksiyon verimi kuru madde iizerinden % 10,70 olarak bulunmustur.

a N
Ekstraksiyon Verimi
12
10 1 A
% 8 \ —8—aseton-su
% 6 _— A —eo— etil asetat-su
IS \ —A— etanol-su
4 \ metanol-su
2
0 \!
80 100
9% Su Miktar1
o %

Sekil 4.1. Kuru madde iizerinden ekstraksiyon verim grafigi

Elde edilen sonuglar goz oniinde bulunduruldugunda, en yiiksek verimin

%10,7 olarak, aseton-su (3:7) coziicii karisimi ile elde edildigi goriilmektedir.

Bunun yanisira, %70 sulu etanol ile %6,4 ve %30 sulu metanol ile %3,8
verim saglanmistir. Fakat aseton-su karngimina gore verim oldukga diisiik
kalmaktadir. Buna gore iiziim cekirdeklerinden proantosiyanidlerin ekstraksiyonu

icin aseton-su (3:7) karigiminin en iyi ¢oziicii oldugu sdylenebilir.

Yapilan denemeler sonucu, sadece organik c¢oziiciiler veya suyun, tek
baslarina iyi bir ekstraksiyon saglamadigi, fakat su karigimhi organik c¢oziiciilerin

daha iyi ekstraksiyon gerceklestirdigi goriilmektedir.
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4.3. FTIR Spektroskopisi

i
-

=
=

. it 1 gean, 4.8cm-1
162, 414 r.{,H

T M.W

"“L”me”lr

\ p. 1,} f
\ /" | u s
\ . L '\kﬂw\/ | AV\'J

"‘L' ¥ .,l.-"' Ik
41, 38 ; r T :
PRl s el 1E@6 ol

Sekil 4.2. Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin IR spekturumu
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Sekil 4.3. Uziim meyvesi ekstraktinin IR spekturumu
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Sekil 4.4. (+)-Katesinin IR spekturumu
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Tablo 4.2. IR spekturumlarinda cihazdan okunan dalga sayilar
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Uziim Uziim Ticari .
Cekirdegi Meyvesi Proantosiyanidin Katesin
3395 3385 3390 3377
2923 2914 2906 2931
2855 - 2847 2847
2340 2357 2349 -
1690 1640 1690 1634
1606 - 1606 -
1513 - 1513 1518
1437 1412 1429 1454
1370 1353 1370 1358
1277 1251 1277 1278
1099 - 1116 1100
1040 1049 1057 1023
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4.4. DPPH Serbest Radikali Siipiirme Aktivitesi Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki DPPH serbest radikali ¢ozeltisinin, Olgiilen

absorbans degerleri asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 4.3. DPPH konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon(mg/mL) Absorbans
1,75x107 0,021
8,40x107 0,090
1,50x107 0,171
2,17x10™ 0,257
2,83x107 0,326
3,50x10 0,412

/ DPPH kalibrasyon grafigl y= 11,81 1x- 0’0042
R’ = 0,999
0,5

» 0,4 ®

503 5 ®

0,2 .

E 0,1 - &

0 < T T T ]
0 0,01 0,02 0,03 0,04
konsantrasyon mg/mL

_ /

Sekil 4.6. DPPH kalibrasyon grafigi

Grafikten elde edilen dogru denklemi:

y = 11,811x - 0,0042 ve R?=0,999
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Uziim cekirdegi icin;

to anmindaki absorbans degeri : 0,156

t3o anindaki absorbans degeri : 0,109

Oncelikle dogru denkleminden t; ve t3 zamanlarindaki, DPPH’nin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Co= 0,013564 mg/L ve C;p=0,009584 mg/L

Daha sonra hesaplanan konsantrasyonlar arasindaki farktan yararlanarak,

%inhibisyon yani, ortamdaki etkisiz hale getirilen serbest radikal yiizdesi hesaplandi.

%Inhibisyon = [( Cy-C3y) / Co ] x 100
%Inhibisyon = 29,34

Uziim cekirdegi icin DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi %29,34

Uziim meyvesi icin;

to amndaki absorbans degeri : 0,151

t3o anindaki absorbans degeri : 0,146
to ve t3p zamanlarindaki DPPH konsantrayonlari;
Co =0,013140 mg/L ve C;3,=0,012717 mg/L

%Inhibisyon = [(Co-C3o ) / Co ] x 100
%inhibisyon =322

Uziim meyvesi i¢in DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi %3,22

BHA igin;

to anmindaki absorbans degeri : 0,154

t3o anindaki absorbans degeri : 0,103



to ve t3p zamanlarindaki DPPH konsantrayonlari;
Co =0,013310 mg/L ve Cjp=0,009076 mg/L

%Inhibisyon = [(Co-C3o ) / Co ] x 100
%inhibisyon = 31,81

BHA i¢cin DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi %31,81

BHT icin;

to anindaki absorbans degeri : 0,159

t3o anindaki absorbans degeri : 0,141
to ve t3p zamanlarindaki DPPH konsantrayonlari;
Co =0,013818 mg/LL. ve Csp=0,012294 mg/L

%inhibisyon = [(Cyp-Cs50 )/ Cy ] x 100
%Inhibisyon = 31,81

BHT icin DPPH serbest radikali siiptirme aktivitesi %11,03

DPPH Temizleme Aktivitesi

50
45
40 -
35
30
25
20
15
10

0

% inhibisyon

BHT BHA Uziim Cekirdegi Uziim Meyvesi
- J

Sekil 4.7. Numune ve standartlarin DPPH temizleme aktiviteleri



4.5. Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu
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Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltisinin, 6lciilen absorbans degerleri

asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 4.4. Gallik asit konsantrasyon ve absobrans degerleri

Konsantrasyon
mg/L Absorbans
3,10 0,280
4,35 0,640
7,75 1,010
15,50 1,910
31,00 3,140
r ke e : - 0,1024x + 0,1018
Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi y=" :
R? = 0,9809
3,5
3 /
é 2,5
L 27 .
]
§ 1,5 1
1 &
o5 ] /
0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Konsantrasyon (mg/L)
\_ /

Sekil 4.8. Gallik asit kalibrasyon grafigi

Grafikten elde edilen dogru denklemi:

y = 0,1024x + 0,1018 ve R* = 0,9809



Tablo 4.5. Okunan absorbans degerleri ve dogru denkleminden

karsilik gelen gallik asit miktarlar

\

Numune Absorbans Esdege.r mg!mL
gallik asit

BHT 0,4280 3,1855

BHA 0,8420 7,2850

Askorbik asit 0,1160 0,1387

U. Cekirdegi 0,6610 5,4610

U. Meyvesi 0,1263 0,2400

~
8
7
%’ 6
E“D 5
é) 4
5 3
on
2 2
)
1
0
Askorbik Asit Uziim Meyvem
Ceklrdegl
/

Sekil 4.9. Numune ve standartlarin toplam polifenolik madde miktarlar
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4.6. HPLC Analiz sonuclari

4.6.1. Uziim Cekirdegi Ekstresi icin HPLC Raporu

Injection Date : 05.01.2007 13:48:12 Seq. Line : .1
Sample Name : ekstrakt(0401 Lccatiog : Vial 1
Acq. Operator : erdal Inj : 1
Acg. Instrument : AS GRUP Ini Volume : 1 nl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 5 ul
Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ARMAGAN.M

Last changed : 05.01.2007 13:47:27 by erdal

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ARMAGAN.M

Last changed : 26.12.2006 15:08:40 Dby erdal

Asetik asit in MeOH (%1) [A]/asetik asit in H20(%1) [B];

0-15 dak arasi 16/84 A/B

15-50 dak arasi 25/75 A/B

50-60 dak arasi 80/20 A/B

fr 0.7; standart enj 1; 254 nm; kolon sic 40; waters kolon

DRDT

o 'Sig=260,16 Ref=360,100 (ARMAGANA001-0101D)
mAU -

0
o
o
]

88879

;

:
1001‘ % |

a N 8 % mn

Signal 3: DAD1 E, Sig=280,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
el |-———= |- | === | === [=mmm |
1 3.295 BV 0.2858 7240.033692 330.15982 22.3255
2 3.478 VvV 0.1713 1496.90002 112.44614 4.6159
3 3.749 VB 0.3472 2631.31421 98.63777 8.1140
4 54.990 BV 0.3391 5212.23730 234.70679 16.0726
5 55.617 VB 0.7211 1.29105e4 213.01547 39.8111
6 57.437 BV 0.2423 323.68359 18.30822 0.9961
7 57.748 VV 0.3808 895.31055 34.95467 2.7608
8 58.195 vv 0.3843 482.85797 16.36365 1.4890
9 58.960 VB 0.3054 860.83582 39.62582 2.6545
10 59.525 BBA 0.4464 375.72290 11.34567 1.1586

Totals : 3.24294e4 1109.56401
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4.6.2. Uziim Meyvesi Ekstresi icin HPLC Raporu

Injection Date : 05.01.2007 16:29:42 Seq. Line : 1
Sample Name 1 zim Location : Vial 3
Acg. Operator ¢ erdal Inj : 1
Acqg. Instrument : AS GRUP Ini Volume : 1 nl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 5 pl
Sequence File  : C:\CHEM32\1\SEQUENCE\CALIX ILK.S

Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ARMAGAN.M

Last changed : 05.01.2007 16:30:26 by erdal

(modified after loading)
Asetik asit in MeOH (%1)[A]/asetik asit in H20(%1) [B];
0-15 dak arasi 16/84 A/B
15-50 dak arasi  25/75 A/B
50-60 dak arasi 80/20 A/B
fr 0.7: standart eni 1: 254 nm; kolon sic 40; waters kolon

DAD1 E, Sig=260,16 Ref=360,100 (ARMAGANA03-0101D)

mAU{
o j
5 o
iy
50 @
2% 3
(S e
’[ T ’ AU R SR 7"’ LI D A S R S T T N T R “
I 10 0 % 4 % 60 mn

Signal 3: DAD1 E, Sig=280,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
il Bttt e [ === |-=—mm |-==m=== \
1 1.406 BV 0.1103 71.30652 9.64055 1.1245
2 1.640 vV 0.1134 286.07462 34.27351 4.5113
3 1.803 vV 0.0894 92.17870 13.89764 1.4536
4 1.903 vv 0.1084 155.36890 19.20381  2.4501
5 2.083 vV 0.0736  40.42796 7.92019  0.6375
6 2.226 VB 0.1261 98.88193  10.87148  1.5593
7 54.764 BV 0.3044 2969.11621 127.16946 46.8224
8 55.636 VB 0.3176 1249.04639  48.31776 19.6972
9 57.701 BV 0.2545 496.37143  26.26018  7.8277
10 58.264 VB 0.2542  81.80930 4.54143  1.2901
11 58.984 BB 0.2125 594.94763  44.35319  9.3822
12 60.342 BV 0.3021  89.10455 4.85595  1.4052
13 61.280 BB 0.2040  47.11009 3.56969  0.7429
14 65.035 BB 0.4325  69.49134 2.11982  1.0959

Totals : 6341.23557 356.99464
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5. TARTISMA VE ONERI

Daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi iiziim, c¢esitli degerlendirme
yontemlerinin olusu, iklim ve toprak yoniinden c¢ok secici olmayisi, uzun Omiirlii
olmas1 ve ¢ogalma yontemlerinin kolay olusu gibi nedenlerle, diinyada en yaygin
yetistiriciligi yapilan bitkilerden biridir. Ulkemiz diinya iiziim iiretiminin %12’lik
payma sahip olup 5. sirada yer almaktadir. Ayrica diinya kuru {iziim {iretiminin
%26’s1 ile bu alanda ilk siradadir. Bu bilgiler goz oniinde bulunduruldugunda,
liziimiin, iilkemiz ve diinya acisindan ne denli Ooneme sahip oldugu daha net

anlasilmaktadir.

Uziim ve iiziim ¢ekirdeginin, bu ¢aligma ile ilgili olan asil 6nemli 6zelligi ise,
antioksidatif ozellik gostermeleridir. Uziim ve bilhassa iiziim c¢ekirdekleri, (+)-
katesinler, (-)-epikatesin, (-)-epikatesin gallat, dimerik, trimerik, tetramerik ve

ozellikle polimerik proantosiyanidinlerin baglica kaynagidir.

Yapilan arastirmalar sonucu, proantosiyanidinlerin, gii¢lii antioksidatif 6zellik
gostermelerinden dolayi, kalp hastaliklari, kanser, yiiksek tansiyon ve kolesterol gibi
giiniimiiziin 6nemli rahatsizliklarina kargt 6nemli Olciide Onleyici etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica yaslanma etkilerini (anti-aging) geciktirmeleri,
proantosiyanidinlerin, Onemli giinlik diyet katki maddeleri arasina girmesini

saglamistir.

Yapilan bu caligmada, iiziim ¢ekirdekleri ve iiziim meyvesinin cesitli organik
coziiciiller ile ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Icerdigi antioksidan madde
miktarlari, kromatografik ve  spektrofotometrik olarak  belirlenmis ve

degerlendirilmistir.

Dogal bilesiklerin kimyasal ¢alismalarinda, ekstraksiyon basamagi énemli yer
tutmaktadir. Iyi bir ektraksiyon gerceklestirebilmek icin, uygun coziicii sistemi
secimi sarttir. Yapmis oldugumuz bu yiiksek lisans ¢alismasinda, iizim meyvesi ve
iziim ¢ekirdeginden proantosiyanidin ekstraksiyonu i¢in, 4 farkli organik ¢oziicii ve
bu coziiciilerin su ile farkli oranlardaki karigimlart kullanilmistir. Yapilan deneyler

sonucunda en iyi ekstraksiyonun aseton-su (3:7) karisimi ile gerceklestirildigi
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goriilmiistiir. Ekstraksiyon verim grafiginden (sekil 4.1.) de goriildiigi gibi, su orani

ekstraksiyon verimini belli bir noktaya kadar arttirmaktadir.

IR spektroskopi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen spekturumlar birbirleriyle
ve literatiirdekiler ile karsilastinldiginda biiyiik Olgiide uyumluluk gosterdigi
goriilmiigtiir. Spekturumlardaki bu benzerlik yapilan c¢aligmanin seyri acisindan

olumlu bir fikir yaratmistir.

Kromatografi, dogal bilesiklerin kimyasal uygulamalarinda farkli yapilarin
karakterizasyonu icin vazgecilmez yontemdir. Yapilan calismada kromatografik
analizler icin HPLC (yiiksek performansh sivi kromatografisi) cihazi kullanildi.
Uziim c¢ekirdegi ve iiziim meyvesi ekstrelerinde bulunan katesin, epikatesin ve
bunlarin gallat formlarinin yiiksek molekiil agirlikli oligomerik ve polimerik
yapilarim1 (proantosiyanidin) tanimlamak analizlerde karsilagilan en biiyiik giicliik
olarak goze carpmistir. Ayrica yapida az miktarda bulunan katesin ve epikatesin
monomerlerinin de enjeksiyon esnasinda hizla polimerlesmeleri monomerlerin

tanmimlanmasini miimkiin kilmamustir.

Bir maddenin antioksidan 6zelliklerinin Glgiilmesi ve degerlendirilmesi icin
farkli metotlar uygulanabilmektedir. Bu metotlardan bir tanesi de DPPH
serbest radikali temizleme aktvitesi tayinidir. YOntem, ortamdaki radikal
konsantrasyonundaki azalmanin spektrofotometrik olarak Olciilmesi esasina dayanir.
Yapilan deneyler sonucunda iiziim meyvesi ve iiziim ¢ekirdeginin DPPH temizleme
aktiviteleri hesaplanmistir. Uziim cekirdegi ekstresi, 30 dakikalik siire zarfinda
%29,34 oraninda aktivite gosterirken, iizim meyvesi ekstrakt1 %3,22 oraninda DPPH
serbest radikalini ortamda etkisiz hale getirmistir. Bu durumda, iiziim cekirdegi ve
liziim meyvesi arasinda, radikal temizleme aktivitesi agisindan yaklasik 9 kat fark

oldugu goriilmektedir.

Bir diger antioksidan kapasite belirleme yontemi ise, toplam fenolik madde
miktarlarinin belirlenmesidir. Yapilan deneyler neticesinde elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi amaciyla standart bilesik olarak gallik asit kullamilmistir. Elde edilen
sonuglara bakildiginda BHT, en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahipken,

tiziim cekirdegi ekstresi, 5,461 esdeger mg gallik asit miktan ile ikinci sirada
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goriilmektedir. Uziim ¢ekirdegi ekstresi, iiziim meyvesi ekstresinden, yaklasik 22 kat
daha fazla fenolik yap1 bulundururken, bu fark tiziim ¢ekirdegi ekstresi ve askorbik

asit arasinda 40 kat olarak goriilmektedir.

Uziim meyvesi ve iiziim ¢ekirdegi ekstrelerinin, DPPH radikal temizleme ve
toplam fenolik madde miktarlar1 birlikte degerlendirildiginde iiziim cekirdegi
ekstresinin, {iziim meyvesi ekstresine gore ortalama yaklasik 15 kat daha fazla

antioksidan giiciine sahip oldugu sdylenebilir.

Yapilan biitiin calismalar, kuru siyah iizim meyvesi ve siyah {iziim
cekirdekleri ile gerceklestirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu, beyaz iiziimiin
siyah iizime nazaran ¢ok daha az miktarda polifenol icerdigi ve cok diisiik

antioksidan etki gosterdigi belirtilmektedir.

Biitlin bu veriler gostermektedir ki iiziim ile birlikte c¢ekirdeklerinin de
titketilmesi, ve de ozellikle siyah iiziim tercih edilmesi, insan saglig1 agisindan 6nem

arz etmektedir.
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