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OZET

BAZI ICECEKLERIN ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ TAYININDE
YENI BiR YONTEM GELISTIiRILMESI

Meyve sulari, meyve nektarlar1 ve diger bazi iceceklerin saglik acgisindan en 6nemli
ozellikleri, igermis olduklar1 antioksidan bilesikler yardimiyla insan viicudunu hiicresel
oksidasyon reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine kars1 korumasidir. Iceceklerin toplam
antioksidan kapasitesinin (TAC) belirlenmesi amaciyla kullanilacak olan kromojenik
redoks reaktifinin, kolaylikla ulasilabilir, dayanikli, secici, kimyasal yapisi ile su veya
organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigiine bakilmaksin bilinen tiim antioksidan maddelere
karst cevap vermesi gibi Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica redoks
reaksiyonu hizli bir sekilde gergeklesmeli ve olusan son ¢ozelti rengi makul bir siire
zarfl igerisinde stabil olmalidir. Yukarida belirttigimiz amaclara uygun fotometrik bir
reaktif olan bis(neokuproin)-bakir(Il) klortirii kullanan ve TAC tayini i¢in yeni
gelistirilen CUPRAC yontemi (CUPRAC: Bakir(Il) indirgeyici antioksidan kapasite)
oncelikle saf antioksidan (Troloks, askorbik asit, a-tokoferol vb.) bilesiklerine basariyla
uygulandi. Bu yontemde sirasiyla Cu(Il) kloriir ¢6zeltisi, sanayide kullanilan %96’lik
etil alkolde (TS 1810) hazirlanmis neokuproin ¢dzeltisi, amonyum asetat tamponu
(pH=7) ilavelerinden sonra belirli oranlarda seyreltilmis igeceklerden son ¢dzelti hacmi
4.1 mL olacak sekilde alinan hacimler ilave edilip oda sicakliginda 2 h siire sonunda
450 nm’de reaktif koriine kars1 absorbans degerleri dl¢iilmektedir. Bu calismada bazi
meyve sularmin, meyve nektarlarinin, asidik kolali iceceklerin ve caylarim TAC’1
normal CUPRAC yo6ntemiyle tayin edildi. TAC degerleri troloks ekivalenti olarak
verildi. Iceceklerde en yiiksek TAC degeri nar suyunda elde edildi (5.98 £0.08 mM
TR). Asli kiyas yontemi olarak secilen ABTS yontemi ile CUPRAC ydntemi ile
bulunan TAC’lar arasindaki korelasyon (r=0.99) olarak bulundu. Bu igeceklerin toplam
fenolik kapasiteleri Folin yontemi ile belirlenmistir ve CUPRAC yontemi ile Folin
yontemi arasindaki korelasyon (1=0.93)’dir. Iceceklerin askorbik asit (AA) kapasitesi
1,10-fenantrolin yontemiyle tayin edildi.

ix



SUMMARY

DEVELOPMENT OF A NOVEL METHOD FOR DETERMINING THE
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SOME BEVERAGES

One of the most important health benefits of fruit juices, nectars, and other soft
beverages is their protective role against cellular hazards of oxidation reactions by the
aid of their antioxidant content. The chromogenic redox reagent that will be used for
measuring the total antioxidant capacity (TAC) of beverages should be easily
accessible, stable, selective, and should react with all kinds of antioxidant compounds
irrespective of their chemical structure or hydrophilicity. The redox reaction of concern
should take place fairly rapidly, and the resulting colour should be stable for a
reasonable period of time. A spectrophotometric reagent fitting the above purposes,
bis(neocuproine) copper(Il) chloride, has been recently developed for TAC assay, and
named as the CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) method. The method
was applied to pure antioxidant compounds such as trolox, ascorbic acid, and o-
tocopherol by reacting their aqueous solution with an ethanolic solution of
neocuproine(2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline) at pH 7 using an ammonium acetate
buffer. The absorbance of the resulting solution was read against a reagent blank at 450
nm after % h. In this work, the TAC of fruit juices, nectars and acidic cola beverages
were measured with the CUPRAC assay, and the results were reported as trolox (TR)
equivalent antioxidant capacity (TEAC). The highest TAC among juices was found
with pomegranate (5.98 £0.08 mM TR). The TAC measurements with CUPRAC were
correlated to thise found with the ABTS assay as the standard reference method, and a
high linear correlation coefficient (=0.99) was achieved. The total phenolics content of
this beverages was measured with the Folin assay, and again, CUPRAC correlated
linearly with Folin (r=0.93). The ascorbic acid (AA) contents of beverages were found
with 1,10-phenanthroline method.



1. GIRIS

Yiiksek aktiviteye sahip bilesikler olan serbest radikaller, kirli havada, sigara
dumaninda, radyasyonla indiiklenmis olarak (151n1m), bitki koruma ilaglarinda,
bozulmus gidalarda ve normal viicut metabolizmasinda (metabolik siirecte) bulunurlar.
Dengelenmemis serbest radikal saldirist ve hiicre zariin tahribati oksidatif stres olarak
adlandirlir.  Oksidatif stres (gerginlik); oksidatif lezyonlara, doku hasarina,
mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol acabilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin —
cogunlukla serbest radikallerin- asir1 iiretimiyle tetiklenir. Oksidatif stres, kendini ¢esitli
kalp damar patolojileri (arterioskleroz ve hipertansiyon), diyabet, norodejeneratif
prosesler (Ozellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1), hiicre yipranmasi ve
yaslanma, kikirdak iltihabindan gelen patoloji, solunum yolu hastaliklar (sistik fibroz
ve astim), Down sendromu ve kanser gibi gesitli insan hastaliklarinda hissettirir [1].
Oksidatif strese karst giinlimiizde tip aleminde biiylik Ol¢lide sinama-yanilma
yontemiyle bazi tedaviler 6nerilmekte ise de aslinda terapdtik yaklasimlarin molekiiler
mekanizmalara (yani molekiiler tibba ve biyokimyaya) dayandirilmas: gittikce dnem
kazanmaktadir. Bu da gerek hastalarin ve gerekse saglikli insanlarin diyetlerinin
koruyucu ve tedavi edici hekimlik baglaminda dogal ve yapay antioksidanlarla takviye
edilmesini gerekli kilmaktadir.

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik derisimlerde, substratin
prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu ciddi 6lciide engelleyen ya da geciktiren
maddelerdir. Prooksidanlar (bir baska deyisle reaktif tiirler) ise lipidler, proteinler ve
niikleik asitlere oksidatif hasar olusturabilen ve bunun sonucunda patolojik olaylara ve
hastaliklara yol agabilen zehirli maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren
prooksidanlar1 (yani reaktif oksijen ve azot tiirlerini, serbest radikalleri) etkinlikle
indirgeyerek toksik olmayan iiriinlere donistiiriirler [2].

Gidalardaki antioksidanlarin tesirleri, serbest radikal olugsmasini engelleyici veya var
olan serbest radikalleri tesirsiz hale getirici bir 6zellikle olmalarindan kaynaklanir.
Serbest radikal, kimyasal olarak iizerinde ortaklanmamis bir elektron bulunan atom

veya molekiildiir. Bunlar oldukca aktif molekiiller olduklarindan diger molekiillere gore



cok hizli reaksiyona girip ortamda zincirleme olarak hizli bir sekilde c¢ogalir. Bu
molekiillere ortamda bulunan oksijen hemen baglanir ve yaglardan peroksit denilen
bilesikler tiretilir. Bunlardan bir seri zararli oksidasyon iiriinleri meydana getirilir.
Bunlar, hem gida maddesi, hem de bu giday1 tiiketen insanlar igin zararhdir. Iste
antioksidanlarin yapisindaki bir hidrojen, elektronu ile beraber serbest radikallere verilir
ve boylece zincir seklinde devam eden bozulma reaksiyonu oOnlenir. Nasil bazi
hastaliklarda belli bir safhadan sonra tedavi fayda vermiyorsa, serbest radikal
molekiillerinin ¢ok fazla meydana geldigi sathadan sonra, digsaridan antioksidan ilavesi
de giday1 bozulmaktan kurtaramaz.

Meyve sularinda mevcut ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan
baslica dogal antioksidanlar; esas olarak vitaminler (6zellikle askorbik asit: C-vitamini
ve o-tokoferol: E-vitamini [3,4]), karotenoidler (ve A-vitamini), flavonoidler [5,6] ve
oligomerik proantosiyanidinlerin de i¢inde bulundugu polifenollerden olugmaktadir.
Bunlar ¢esitli sebze ve meyve sularinda bolca bulunurlar. Meyve sulari, yapisindaki bol
miktarda bulunan bu dogal antioksidanlar ile serbest radikal kaynakli hastaliklara karsi
koruyucu rol iistlenmektedir.

Meyve sular1 sadece meyve konsantresi ve sudan olugmakla birlikte nektarlar ise %35
ile %50 arasinda meyve igeren, su orani fazla olan ve seker de ilave edilen igeceklerdir.
Tiirkiye’de yilda toplam 160 bin ton nektar ve meyve suyu tiiketilmektedir.

Meyve sulari, sebze ¢orbalari, ¢esitli sifali bitki 6ziitleri (ekstraktlari), basta sarap olmak
tizere alkollii igecekler ve alkolsiiz igecekler gibi sivi gidalarda toplam antioksidan
kapasite (TAC) tayini dogrudan yapilmaktadir. TAC tayini icin gecerli yontemler esas
olarak UV-goriinlir alan spektrofotometri, floresans ve kemiliiminesans yontemleri,
yliksek performans sivi kromatografi (HPLC) ve siklik voltametridir [2].

Bu c¢alismanin amaci; hizli, kolay uygulanabilir yeni bir spektrofotometrik TAC 6l¢tim
yontemi olan CUPRAC (CUPRAC: Bakir(Il) indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi
ile baz1 igeceklerin TAC degerlerini belirlemek ve irdelemek, CUPRAC yontemine gore
bulunan TAC degerlerini yaygin olarak kullanilan ABTS ve Folin ydntemleri ile

bulunan TAC degerleri ile kiyaslayarak yontemler arasindaki korelasyonu gostermektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ANTiOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

2.1.1. Sentetik Antioksidanlar [7]

2.1.1.1. BHA (Biitillenmig hidroksianisol) ve BHT (Biitillenmis hidroksitoluen)

BHA, kimyasal olarak iki izomerin karigimidir (3-tersiyer butil-4-hidroksianisol ve 2-
tersiyer butil-4-hidroksianisol) ve beyaz mumsu pargaciklar halindedir. BHT ise, beyaz
kristal goriiniimiindedir. Iki bilesik de, yagda ¢dziiniir fakat suda ¢dziinmezler. BHA nin
gida icinde tasinmasi BHT den daha iyidir. Genellikle gidanin yag muhtevasinin agirligi
iizerinden, tek basina veya antioksidan karisimi olarak %0.02 (200 ppm) oraninda
kullanilirlar. BHA 6zellikle ucucu yaglarin renk ve tat-kokularinin korunmasinda,
bilhassa kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmede etkilidir. Genellikle
tahil ve sekerli {iriinlerde de kullanilir. BHA ve BHT birlikte kullanildiginda sinerjik
etkiden bahsedilmektedir.

Bu antioksidanlarin fazla tiiketimi, viicutta asir1 hassasiyete ve alerjiye yol
acabilmektedir. Gliniimiizde kanserojenik etkileri iizerinde de arastirma yapilmaktadir.
Ikisinin de , National Research Council, Food Additive Committee nin verilerine gore
gidalarda kullaniminda 1970°den beri azalma olmasina ragmen, halen 23 biiyiik gida

kategorisinde en fazla kullanilan antioksidanlar oldugu bilinmektedir.

OH OH
C(CHa)3 (HsC)sC C(CHg)3
OCH,4 CHs
Biitillenmis Hidroksianisol Biitillenmis Hidroksitoluen
(BHA) (BHT)

Sekil 1.1: BHA ve BHT nin kimyasal yapilar1



2.1.1.2. TBHQ (Tersiyer biitilhidrokinon)

Kizartma yaglarmi oksidasyona karsi korumak igin en iyi antioksidan olarak
bilinmektedir. Kizartma iglemi bitmig iiriinleri de korumaktadir. Bej renkli bir toz olan
TBHQ, kat1 ve s1v1 yaglarda ¢oziiniir. Propil gallatin tersine, demir ve bakir iyonlariyla
kompleksler meydana getirmez ve kizartma isleminde gida icinde miikemmel sekilde
tasinabilmektedir.

Tek basina veya BHA ve/veya BHT ile kombine olarak kullanim daha uygundur. PG ile
birlikte kullanimi, etkiyi azalttigindan tavsiye edilmez. Sitrik asit ile karistirildiginda,
stabilize edici oOzellik kazanmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde kullanim

yasaklanmistir. Kullanim sinir1, yag miktar1 tizerinden en fazla %0.02°dir [7].

OH

C(CHg3)3

OH

Tersiyer Biitil Hidrokinon
(TBHQ)

Sekil 1.2: TBHQ’nun kimyasal yapis1

2.1.1.3. Gallatlar

Gallik asitin en fazla kullanilan esterleri, propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat
ve lauril gallattir. Bunlar suda ¢oziinmezler, yagda yalniz oktil ve dodesil gallatlar iyi
¢Oziiniir. PG, beyaz kristal toz olarak satilir ve suda ¢ok az ¢oziiniir. Erime noktasi
148°C olup, bu derecenin iizerinde etkisini kaybeder. FDA’nin izniyle gidalarda
1947°den beri kullanimi giderek yayginlasmis sentetik bir antioksidandir. Ticari olarak
gallik asit ile propil alkolun esterifikasyonu ile elde edilir.

PG, ozellikle hayvansal yaglar ile bitkisel siv1 yaglarin stabilizasyonunda islevseldir.

Ancak bitkisel yaglarda TBHQ dan daha az etkilidir. Ozellikle demir iyonlar: ile koyu



renkli kompleksler olugturma 6zelligi, yagda ve substratta istenmeyen mavi-siyah renk
degisikliklerine neden oldugundan, PG daima sitrik asitle birlikte kullanilmaktadir.
Sitrik asit, demir ve bakir iyonlarinin kataliz ettigi prooksidatif reaksiyonlar
onleyebilmektedir. BHA ve BHT ile iyi sinerjik etki olusturan PG’nin TBHQ ile
kullanimina izin verilmemektedir. Cesitli et lriinleri, sosis, salamlar ve baharatlarda
kullanilabilmektedir. Gallatlarin kullanilmasinda toplum sagligi ve gida hijyeni
acisindan olumsuz higbir bilgi ileri siiriilmemektedir. Gallatlarin gidalarda kullanimi

9%0.02 oranindadir [7].

COOC3H;

HO OH

OH
Propil gallat

(3,4, 5-trihidroksi-benzoik asit propil ester)

Sekil 1.3: PG’nin kimyasal yapisi

2.1.2. Dogal Antioksidanlar

2.1.2.1. Karotenoidler

Birgok bitki, alg ve kiigiik organizmalarda bulunan karotenoidler yagda ¢oziinebilen
dogal antioksidanlardir. 600’den fazla c¢esidinin oldugu bilinmektedir. Karatenoidlerin
cogunun temel yapisi poliizoprenoitden olugmaktadir [8]. Yapisinda bulunan cifte
baglardan dolay1 sari, portakal veya kirmizi renktedirler. Absorpsiyon maksimumu,
konjuge cifte bag sayisina baghdir ve 400-500 nm arasinda degigmektedir. Sebze ve
meyve sularinda bulunan baglica karotenoidler; a-karoten, -karoten, likopen, lutein,

zeaksantin ve B-kriptoaksantindir. Karotenoidler, olduk¢a etkili ROS (reaktif oksijen



tiirleri)  siipiiriiciileridir (Ozellikle singlet oksijen ve peroksil radikallerini).
Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapisindaki konjuge ¢ifte baglardan ileri

gelmektedir.

B-karoten hayvansal organizmada enzimatik olarak iki molekill A vitaminine
boliindiigiinden provitamin A diye adlandirilir. A vitamini oksijen etkisi ile kolayca

oksitlenir. Gorme, biiyiime, iireme, epitel hiicre saglamliginda rol oynar.

e )\E)\EEEEE
Xc N N N Q§T// Xc” QQT// ¢
H H H H H e’ cHy

CH, CHs

Sekil 1.4. B-karotenin kimyasal yapisi

2.1.2.2. E -Vitamini (a-tokoferol)

E vitamini, a-, B-, 8-, y-tokoferoller ve tokotrienollerin olusturdugu 8 farkli izomerik
yapida dogada bulunmaktadir. Ozellikle o-tokoferol, yiiksek biyolojik aktivite
gostermektedir. a-tokoferol vitaminlerin en giicliisii ve yiyeceklerde en genis sekilde
yayilmis olanidir. Antioksidan etkisi en fazla olani da y-tokoferoldiir [9]. Tokoferollerin
yapisinda kroman halka sistemi ve bir izoprenoid yan zincir (fitil) bulunur. Bitkisel
yaglarda %0.05 kadar bulunurlar.Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik
halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismimi olusturur ve antioksidan &zelligi bu
gruptan kaynaklanir.

Cok giiclii bir antioksidan olan E-vitamini hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu savunma
elemanidir. Bir molkiil vitamin E, 100 molekiil yag asidinin peroksidasyonunu
onleyebilir. Vitamin E, O,", HO, singlet O, lipid peroksil (LOO") radikallerini ve diger
radikalleri temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini
yikarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarin1 sonlandirdigi igin zincir kirici bir

antioksidan olarak da bilinir.



LOO" + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O

(tokoferoksil radikali)

Sonucta olusan tokoferoksil radikali stabildir ve kendi kendine lipid peroksidasyonunu

baslatmak icin yeterince reaktif degildir.

CHs
CHs

a—tokoferol y—tokoferol

CH3

o—tokoferol

Sekil 1.5: a- tokoferol, 8- tokoferol ve y-tokoferoliin kimyasal yapisi

2.1.2.3. C-Vitamini (L-askorbik asit)
C vitamini bir ketolaktondur. Suda ¢6ziinen vitaminlerden olan askorbik asit 6zellikle
taze yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Cok giiclii bir

indirgeyici ajan olan C-vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca



reaksiyona girerek onlar1 temizler[10]. C vitamini, tokoferoksil radikalinin tokoferole
rediiklenmesini de saglar.

Cesitli besin maddelerinde acilagma, eksime ve renk degisimini onler. C vitamininin
koroner kalp hastaliklarma karst koruyucu oldugu diislniiliir. Cilinkii LDL
oksidasyonunu 6nler.

Meyve sulari insanlar i¢cin 6nemli askorbik asit kaynagidir ve son yillarda tiikketimi
cokca artmistir. Ancak meyve sularindaki askorbik asit ¢abuk yiikseltgenir ve saklama
kosullarina bagli olarak kaybolur. Herhangi bir meyve suyunun kalitesi ve C vitamini
kaynagi olarak degeri, icerigine ve bekleme siiresindeki kayip oranina baghdir [29].
Askorbik asit meyve sularinin i¢inde dogal olarak bulunabildigi gibi sonradan da ilave

edilebilmektedir.

OH
\C/
H/ o} o
H
HO OH

L-Askorbik Asit

Sekil 1.6: L-Askorbik asitin kimyasal yapisi

2.1.2.4. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin (A ve B) propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Ce-Cs-Cg) yapisi
olusturmaktadir. Oksidasyon yerindeki farkliliklar ve C halkasindaki substitiisyona gore
flavanoidler simiflandirilmaktadir. Doymus C halkasi flavanlari, 4- pozisyonunda keto
gurubu icermesi flavonlar1 ve pozitif yiiklii tamamen aromatik halka antosiyanidinleri

temsil etmektedir.



Temel yap1 A ve C halkalarini ve fenil-B halkasini icermektedir. B halkasi, C halkasina
2- pozisyonunda baglanmaktadir (piran oksijenden baslayarak numaralandirilmistir).
Temel yapiya gore halkalardaki bazi yapisal degisiklikler, flavonoidleri birtakim alt
smiflara ayirmaktadir.
e Flavonoller: (Kuarsetin ve kaemferol), 3-hidroksi piran-4-one-C halkasi
yapilarindadirlar.
e Flavonlar : (Luteolin, apigenin, krisin) 3-hidroksi grubu igermeyen yapida
yeralmaktadirlar.
e Flavanoller : (Katesin) 2,3 c¢ifte bag icermeyen ve 4-one-C halkasi
yapilarindadirlar.
e lzoflavonlar : (Genistein) B halkasi, C halkasina 3-pozisyonunda baglidir.
e Antosiyanidinler : Flavilyum katyonu igermektedirler.
e Flavanonlar : 2,3 cifte bag1 ve 3-hidroksi grubu icermeyen ve 4-one yapisiyla

gosterilmektedirler.

Sekil 1.7: Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler, 2-fenilbenzopiran iskeleti igermektedirler. Dihidrokalkonlar ise
2-fenilbenzopiran iskeleti icermediklerinden temelde flavonoid degillerdir. Ancak
kimyasal yapisi ve biyosentetik yonden flavonoidlere benzemesi nedeniyle

flavonoidlerlere dahil edilmektedirler.
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Sekil 1.7.1: Flavonoid grubunun alt siniflarina ait kimyasal yapilar [11].
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2.1.2.5. Fenolik Antioksidanlar

Polifenollerin hidrojen veya elektron vererek gostermis olduklar1 kimyasal aktivite ayni
zamanda serbest radikal siipiiriicii olarak hareket etme potansiyelini gostermektedir. Bir
antioksidanin aktivitesi:

e Hidrojen veya elektron dondr olarak reaktivitesi ile

e Antioksidan radikal tiirevinin son hali ile

e Diger antioksidanlarla reaktivitesi ile

e Gegcis metali kelatlama potansiyeli ile belirlenir.

Polifenoller, serbest radikal siiplirme aktivitesi i¢in ideal bir yapiya sahiptir. Hatta, E-
vitamini ve C-vitamini’ne nazaran oldukc¢a etkili in vitro antioksidan olarak
gosterilmektedirler. Puls radyolizi kullanilarak hidroksil radikali, azid radikali, siiper
oksid anyonu, lipid peroksi radikali ve butil alkoksil radikalleri ile polifenoller
arasindaki etkilesim ve antioksidan radikalinin stabilitesi arastirilmistir. Buna ilaveten,
ozellikle demir ve bakir ile metal kelat kompleksi olusturma egilimi, gecis metali-
katalizlenmis serbest radikal olusumunu inhibe etmesi agisindan polifenollerin
koruyucu antioksidan roliinii desteklemektedir [12].

Flavonoid ve izoflavonoidlerin antioksidan aktiviteleri kimyasal yapilarma bagli olup
antioksidan aktiviteleri serbest radikal siipiirme yetenegi seklinde tanimlanir.
Kromojenik bir redoks indikatorii olan ABTS™ radikali kullanilarak flavonoidlerin
kimyasal yapilar ile antioksidan aktiviteleri arasindaki iliski belirlenebilir. Kapasiteler
suda ¢oziiniir E vitamini analogu olan troloksa gore verilmistir. Bu sekilde ABTS
yontemine gore bulunan TEAC katsayilar1 s6z konusu antioksidan bilesiklerin kimyasal

yapilari ile tamamen tutarlidir.

Yiiksek antioksidan aktiviteyi saglayan kimyasal diizenlemeler:

e B halkasinda orto pozisyonunda 3',4-dihidroksi grubu iceren katesin, luteolin ve
kuersetin

e A halkasinda meta 5,7-dihidroksi grubu igeren kaemferol, apigenin, ve krisin

e C halkasinda elektron delokalizasyonunu saglayan 4-keto grubu ile 3-hidroksi

grubu arasindaki konjugasyon sonucu 2,3-¢ifte bagi iceren kuersetin. Aymni
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zamanda B halkasinda orto-hidroksi grubu igeren yapilar yiiksek oranda

antioksidan aktivite gostermektedir.

Bununla birlikte, -OH gruplarinin kimyasal yapida yerlesmelerindeki degisiklikler ve bu
-OH gruplarinin glikolizasyon ile substitue olmasi neticesinde olusan flavonoid

glikozidleri antioksidan aktiviteyi azaltmaktadir.

Metal kelatasyonunda, gecis metal iyonlar1 flavonoid molekiillerine B halkasinda 3',4'-
dihidroksi pozisyonunda orto difenolik gruplarina 2 farkli noktadan baglanmaktadir.
Flavonollerde ise C halkasinda keto yapilar1 olan 4-keto,3-hidroksi veya 4-keto ve 5-
hidroksi noktalarindan baglanir. Bununla birlikte muhtemelen metallerin polifenollerle
kelatasyonu farklilik gostermektedir. Bu olduk¢a o©nemli -OH pozisyonlarinda
glikolizasyon olusumu flavonoidlerin antioksidan aktivitesini etkilemektedir.
Yari-indirgeme pik potansiyeli (Epp) flavonoidlerin = siipiirme aktivitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir parametredir. Bunun temeli elektrokimyasal oksidasyona ve
hidrojen dondr serbest radikal siipiirmeye dayanmaktadir. Elektrokimyasal
oksidasyonda fenolik gruplarda O ile H atomu arasindaki bag kirilir ve fenoksil radikali
ve H' iyonu olusur. Béylece, bir flavonoid , yari-indirgeme potansiyeli diisiik olmasi
halinde iyi bir radikal siipiiriiciidiir. Bu potansiyel yiikseldik¢e flavonoidin ROS ile
reaksiyona girmesi zorlasir.

Yar1 indirgeme potansiyelleri ile ABTS yonteminde elde edilen TEAC katsayilar
karsilastirilabilir. (TEAC: troloks esdeger antioksidan kapasite) TEAC katsayilart ve
Epp, degerleri pH 7.4°de elde edilmistir. Flavonoidler i¢in etkin radikal siipiirme
ozellikleri TEAC 21.9 mM ve Epp <0.2 mV degerlerinde goriilmiistiir. Zayif radikal
stiptirme 6zellikleri ise TEAC < 1.5 mM ve Epp 20.3 mV degerlerinde gozlenmistir
(Kaemferol hari¢). Buradan su sonug ¢ikarilabilir: yiliksek antioksidan aktivite gosteren

polifenoller, B halkasinda o-dihidroksi yapisinda olanlardir [12].
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Tablo 1.1: Fenolik antioksidan siniflari, bu siniflara ait antioksidanlar ve bu antioksidanlarin
yaygin olarak bulunduklar1 meyve kaynaklar1 [11].

Temel Simf Yaygin Meyve Ornekler
Yap1 Kaynaklan
Ce Basit Fenoller Katesol, Hidrokinon, Rezorsinol
Benzokinonlar
’ Cs-Cy ‘ Fenolik asitler ’ Genis olarak bulunmakta ‘ p-hidroksibenzoik asit, salisilik asit
Ce-C, Fenilasetik p-hidroksifenilasetik asit
asitler
‘ Ce-C; ‘ Sinnamik asitler ‘ Genis olarak bulunmakta ‘ Kaffeik asit, ferulik asit
‘ ‘ Fenilpropenler ‘ ‘ Eugenol, mirisetin
‘ ‘ Kumarinler ‘ Turuncgiller ‘ Umbelliferon, askuletin, skopolin
‘ ‘ Kromonlar ‘ ‘ Eugenin
‘ Cs-Cy ‘ Naftokinonlar ‘ Ceviz ‘ Juglone
’ Cs-C1-Cs ‘ Ksantonlar ’ Hint kiraz1 ‘ Mangostin, mangiferin
‘ Ce-Cy-Cy ‘ Stilbenler ‘ Uziim ‘ Resveratrol
‘ ‘ Antrokinonlar ‘ ‘ Emodin
’ Ce-C5-Cs ‘ Flavonoidler ’ ‘
Flavonlar Tath portakal Sinensetin,  nobiletin,  tengeretin,
izosinensetin, polimetoksilli flavonlar
Greyfurt Tangeretin, polimetoksilli, flavonlar
‘ ‘ ‘ Limon ‘ Diosmin, luteolin-7-rutinozid
‘ ‘ Flavonoller ‘ Elma ‘ Kuarsetin, kaemferol
’ ‘ ’ Armut ‘ Kuarsetin, kaemferol
Flavonol Genis olarak bulunmakta | Rutin
glikozidler
Flavanonoller Uziim Dihidrokuersetin ve dihidrokaemferol
glikozidler
Flavanonlar Genellikle Hesperitin, naringenin
greyfurt,domates, limon
ve portakalda bulunur
Flavanon Turunggiller Hesperidin, neoherperidin, narirutin,
glikozidler naringin, eriositrin
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Temel Sinif Yaygn Meyve | Ornekler
Yam Kaynaklar
Cilek Naringin
Antosiyaninler Elma Agillenmis tiirevlerini igeren siyanidin
glikozidler
Tath portakal Pelargonidin, peonidin, delfinidin,
petunidin glikozidleri
Uziim Siyanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin, malvinidin glikozidleri
‘ ‘ ‘ Armut ‘ Siyanidin glikozidleri
’ ‘ ’ Kiraz ’ Siyanidin-3-glukozid ve 3-rutinozid
‘ ‘ ‘ Seftali ‘ Siyanidin glikozidler
‘ ‘ ‘ Erik ‘ Siyanidin glikozidleri ve peonidin
’ ‘ ’ Tatli kiraz ’ Siyanidin glikozidleri
Flavanoller Elma (+)-katesin, (-)-epikatesin
(Katesinler)
Uziim (+)-katesin, (-)-epikatesin
(+)-gallokatesin,
(-)-epigalloepikatesin
‘ ‘ ‘ Armut ‘ (+)-katesin, (-)-epikatesin
‘ ‘ ‘ Seftali ‘ (+)-katesin, (-)-epikatesin
‘ ‘ Kalkonlar ‘ Elma ‘ Floretin tiirevleri, 6zellikle floridzin
‘ ‘ ‘ Armut ‘ Arbutin, floretin glukozid
’ ‘ ’ Domates ’ Kalkonaringenin
‘ (Ce-Cs), ‘ Ligninler ‘ ‘ Pinoresinol
‘ (C¢-C35-Ce), ‘ Bioflavonoidler ‘ ‘ Agatisflavon
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2.2. LITERATURDE YER ALAN, TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE
TAYININDE KULLANILAN YONTEMLER

Prooksidan, lipid, protein ve niikleik asitlerde oksidatif hasara yol acan ve g¢esitli
patolojik hastaliklarin olugmasini saglayan toksik bir maddedir. Normal aerobik
metabolik prosesde olusan reaktif oksijen ve reaktif azot tiirevleri (ROS ve RON)

prooksidanlara 6rnek olarak gosterilebilir.

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler:

1. Serbest radikal olusumunun dnlenmesi:
e Baslatici reaktif tiirleri uzaklastirici etki,
e Oksijeni uzaklastiric1 veya derisimini azaltict etki

e Katalitik metal iyonlarini uzaklastirict etki

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

e Siipiiriicii (scavenging) etki: ROS’lerini etkileyerek onlar tutma veya ¢ok daha
az reaktif baska bir molekiile cevirme. (Ornegin: Enzimler.)

e Bastirict (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek
aktivite kaybina neden olma (Flavonoidler, vitaminler.)

e Onarici (repair) etki,

e Zincir kirici (chain breaking) etki: ROS’lerini ve zincirleme raksiyonlari
baslatacak diger maddeleri kendilerine baglaylp zincirlerini kirarak

fonksiyonlari 6nleyici etki. (Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller.)

Toplam antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemler, oksidan veya yiikseltgen
olarak prooksidanlarin kullanildig1 ve kullanilmadig1 yontemler olarak iki temel gruba

ayrilmaktadir.
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2.2.1. Prooksidanlarin Kullanilmadig1 Yontemler

2.2.1.1. TEAC (Trolox Esdeger Antioksidan Kapasite) Yontemi
TEAC (Trolox Esdeger Antioksidan Kapasite Yontemi) yontemi ilk olarak Miller ve
arkadaslan tarafindan gelistirilmistir. Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS yiiksek
bir stabiliteye sahiptir ve sudaki ¢oziiniirliigii oldukea yiiksektir. Ayrica hem suda hem
de organik ¢oziiciilerde ¢oziindiiglinden hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan
aktivite tayini yapilabilmektedir [13]. Bu radikal H,O, varliginda okside olarak
metastabil bir radikale doniisiir. TEAC yontemi, antioksidan varliginda bu ABTS®
radikalinin absorbansindaki azalmanin Sl¢iilmesine dayanmaktadir (AA). Bu radikal ,
645, 734 ve 815 nm’de max. absorpsiyon gostermektedir [14-15]

Orijinal ABTS radikal katyonu, H,O, ile metilmiyoglobinin reaksiyona girmesiyle
olugan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesimden olugmaktadir. Orijinal TEAC
yonteminde, analiz edilen maddenin ABTS radikalini indirgeme yetenegi dl¢iilmektedir.
Ancak analiz edilen bu madde ferrilmiyoglobini de indirgeyebilir. ABTS radikali,
oldukga stabil olmasi1 nedeniyle, prooksidan degildir.

Re ve arkadaglan tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde (ABTS-persulfat)
ABTS radikal katyonu, ABTS ile potasyum persiilfatin oksidasyonundan olugmaktadir.
Bu radikalin yaklasik 12-16 h siiresince oda sicakliginda karanlikta bekletilerek
olugmasi saglanmaktadir. Antioksidan bilesikler ABTS radikal ¢ozeltisine ilave edilerek
734 nm’de fark absorbanslar 6lgiiliir [16]. Orijinal TEAC yontemi ile fitokimyasallarin
antioksidan aktiviteleri hakkinda faydali bilgiler elde edilmistir. Fakat baz1 eksiklikler
goriilmiistiir. TEAC kapasitesi, incelenen antioksidanin 1mM’lik ¢&zeltisinin ABTS
radikalinin absorbansini azaltmada ka¢ mM trolox ¢ozeltisine esdeger davrandig ile
belirlidir.

Uygulanmas: basit bir yontem olan TEAC ydntemi birgok arastirma laboratuvarinda
antioksidan kapasite Olclilmesinde kullanilmistir ve bir ¢ok bilesigin ve gida
orneklerinin TEAC degerleri rapor edilmistir. Saf antioksidan bilesiklerin TEAC
katsayilari ile bir antioksidan olarak bu bilesiklerin verebilecegi elektron sayisi arasinda

acik bir korelasyon goriillmemektedir. Askorbik asitin TEAC katsayis1 (1.05), o-

tokoferolunki (0.97), glutatyonun (1.28), {irik asidin ise (1.01) ‘dir. Bu degerler yaklagik

olarak aynidir. Ancak glutatyon normalde okside olurken 1 elektron verebilir. Digerleri
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ise 2-elektron donordiir. Ferulik asit (1.90) ve p-kumarik asit (2.00) TEAC katsayilarina
sahiptir. Kafeik asit ile ferulik asit benzer kimyasal yapiya sahip olmalarina karsin
kafeik asitin TEAC katsayis1 (1.00) ‘dir. Yine kuarsetin ile kaemferoliin benzer yapida
olmalarina karsilik TEAC katsayilarimin sirastyla (3.00)ve (1.00) olmasi sasirticidir
[17]. Ayrica ABTS/TEAC yonteminde, ABTS radikal iiretimine ve inkiibasyon siiresine
iligkin stratejilerdeki farklilik nedeniyle farkli arastirmacilar farkli TEAC katsayilar

rapor etmisglerdir.

O3S —< j©/ _ tantioksidan \©E>7 : ::
= xso, Csz

C2H5 C2H5

C H .
2 ABTS ™ (Apa=734 nm) ABTS? (renksiz)

Sekil 1.8: ABTS ile persulfat arasindaki reaksiyon neticesinde olusan ABTS radikalinin
antioksidan bilesik ile etkilesimi

2.2.1.2. FRAP (Demir(lll) Indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemi

Benzie ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde, oksidan olarak Fe’*
kullanilmaktadir. FRAP yénteminde Fe'in indirgenmesiyle olusan Fe**, H,0, ile olan
reaksiyonundan dolay1 bir prooksidan olabilir. Fe*' ve Fe’* lipid, protein ve niikleik
asitlerde direkt oksidatif hasara yol agmaz.

Bu yontemde Fe’'-tripridiltriazin (Fe’'-TPTZ) kompleksi, asidik pH ortaminda
(pH=3.6) indirgen 6zellik gdsteren antioksidan bir madde ile Fe**-tripridiltriazin (Fe*'-
TPTZ) kompleksine indirgenir. Fe*"-TPTZ kompleksi siddetli bir mavi renk
vermektedir. Olusan bu Fe’-TPTZ kompleksinin 593 nm’de absorbansi dlgiilerek
elektron verici antioksidanlarin indirgeme giicii (ya da kapasitesi) toplam olarak
Ol¢tlmektedir [18].

Bir antioksidan prooksidanlar1 indirgeyebilir fakat Fe’"i ayni oranda indirgemeyebilir.
Ornegin FRAP yontemiyle énemli bir in vivo antioksidan olan glutatyon (GSH)
Olciilemez [19]. Ayrica FRAP ydntemi, toplam antioksidan kapasite tayininde kullanilan
dolayl bir testtir.
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Orijinal FRAP yonteminde 4 dakika igerisindeki fark absorbans (AA= Aumin-Aomin)
Olctilmektedir. 1 FRAP birimi, 1 mol Fe(lll)’in Fe(Il)’ye indirgenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Yani TEAC’tan farkli olarak Fe®"-esdeger indirgen kapasite
kullanilmaktadir. Askorbik asit, a-tokoferol ve iirik asidin FRAP degerleri (2.00)dir.
Bilirubinin FRAP degeri askorbik asidinkinden 1 kat daha fazladir. Bu, gerek Vitamin

C ve gerekse bilirubinin 2 elektron dondr olmasiyla ¢elismektedir. [20]

Pulido ve arkadaglar1 baz1 polifenollerin (kafeik asit, tannik asit, ferulik asit, askorbik
asit ve kuarsetinin) sudaki ve metanoldeki FRAP degerlerini Ol¢miislerdir. Fakat
absorpsiyon (Asg3) 4 dakikada sonlanmamistir. Yavas bir sekilde birkag saat artig
sirmiistiir [21]. Bu da FRAP yonteminin —SH bilesiklerine kars1 etkisiz kaldigi
gozlemiyle birlesince, bazi oksidasyon reaksiyonlarinin Fe(Ill)-TPTZ reaktifi ile
tamamlanmadigimi diislindiirmektedir. Ayrica FRAP yontemi, ¢ogu antioksidanlarin
heniiz protonlarin1 veremedigi asidik bir ortamda (pH 3.6’da) yiiriitiildiigiinden, toplam

antioksidan kapasitenin bu yontemle eksik rapor edilmesi olasilig1 vardir.

%p P

+ antioksidan

\
\N/ (I|II) -e \N/ (u ~
S ssach
F
[Fe(III)(TPTZ)2 [ Fe(IIT)(TPTZ),]%", A= 593 nm

Sekil 1.9: FRAP reaktifi ile antioksidan bilesik arasindaki etkilesim
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2.2.1.3. DPPH Yéntemi

Brand-Williams ve arkadagslar1 tarafindan gelistirilen DPPH yonteminde metanol
cozeltisi igerisinde stabil bir organik azot radikali olan DPPH" (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil) serbest radikali kullanilmaktadir. DPPH yonteminde, antioksidan
¢oOzeltisi metanolli DPPH c¢o6zeltisine ilave edilir. 515 nm’de absorbans Olgiliir.
Antiradikal aktivite, baslangic DPPH" radikali konsantrasyonunun %50 oraninda
azalmasin saglayan antioksidan madde konsantrasyonu ile verilir (ECso: %50 esdeger
konsantrasyon)[22]. ECsy konsantrasyon ile kararli hale (steady state) ulagmak icin
gerekli zaman, kinetik egriden bulunur ve Tgcso olarak adlandirilir. DPPH radikali
ABTS radikalinden farkli olarak direkt hazirlanir ve sadece alkollii ortamda
coziilmektedir. Bu da hidrofilik antioksidanlarin yorumlanmasinda 6nemli bir kisitlama
getirmektedir [13].

DPPH yontemi teknik olarak basit olmasina karsin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Birgok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan peroksil radikalleri ile
cok hizli tepkime vermektedir, ancak DPPH ile yavas tepkime vermektedir. Ornegin
askorbik asit ile 1.15 dakika ve rutin ile 103 dakikada tepkime vermektedir. Sonug
olarak antioksidan kapasiteler arasinda uygun bir oran yoktur. DPPH ile antioksidan
bilesigi arasindaki reaksiyon kinetigi, DPPH konsantrasyonu ile bir lineerlik
gostermemektedir [20].

DPPH yo6ntemi, hidrojen atomu transfer reaksiyonunun oldugu bir yontem olarak
bilinmekteydi. Ancak Foti ve arkadaslar1 gercekte elektron transfer reaksiyonu
icerdigini gostermislerdir. Burada fenoksid anyonundan DPPH’ya hizli bir elektron

transfer prosesi gerg¢eklesmektedir [23].

L
N—N NO,

O,N

Sekil 1.10. DPPH reaktifi
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2.2.1.4. Dongiilii Voltametrik Yontem (CV)
Kohen ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen dongiilii voltametrik yontemde diislik
molekiil agirlikli antioksidanlarin indirgeme giicii tayin edilmistir [24-25]. Bu yontemde
ornek, lic elektrotlu bir hiicre igerisine yerlestirilir. Calisma elektrodu olarak cam
karbon elektrodu, referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu ve yardimci (karsilastirma
elektrodu) elektrot olarak ise platin elektrot kullanilmigtir. Tarama hiz1 100mV/s’dir.
Tarama siiresince potansiyel-akim egrilerinden voltamogramlar ¢izilir. Bir 6rnegin
indirgeme giicii (antioksidan giicii) iki parametreden olugmaktadir.

e Pik potansiyeli [Ep)]

e Anodik akim (Anodic current, AC)

Ep@), her bir anodik dalgada (AW) akimin yaris1 kadar artmasi igin gerekli potansiyel
olarak olgiilir ve E;» olarak gosterilir. E;» degeri indirgen maddeler arasindaki
korelasyonu gostermektedir. E, degerinin diisiik olmasi, test edilen bilesiklerin calisma
elektroduna elektron verme yeteneginin yiiksek olmasini ifade etmektedir. AC ise her
bir anodik dalganin y ekseninden Oolgiiliir ve indirgenlerin konsantrasyonlar1 ile
iliskilidir.

Ancak bu yontemde, biitiin antioksidan bilesikler ¢alisma elektrodu olan cam karbon
elektroda yeterli hizda elektron veremez. Ornegin tiyol bilesiklerinden GSH cam karbon
elektrot ile dedekte edilemez. GSH tayini i¢in ¢alisma elektrodu olarak Au/Hg elektrodu
gereklidir. CV yonteminde duyarlilik nispeten diigiiktiir (1-10uM) [24].

2.2.1.5. Oksidan Olarak Cu(Il) 'nin Kullanildig1 Toplam Antioksidan Kapasite Yontemi

Bu alanda yayinlanmis ¢ok az bilgi vardir. Bir endiistriyel laboratuvar, antioksidan
varliginda Cu(II)’nin Cu(I)’e indirgenmesini toplam antioksidan potansiyelin bir dl¢iisii
olarak degerlendirmektedir [26]. Ancak yontem, uluslararasi bir dergi makalesi olarak
yaymlanmamistir. Bu yontemde, kromojenik bir reaktif olan batokuproin (2,9-dimetil-
4,7-difenil-1,10-fenantrolin) ile Cu(I) arasindaki 2:1 oranindaki kompleksin absorbansi

490 nm’de ol¢iilmektedir.
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antioksidan

oksidan

Sekil 1.11: Cu(Il) reaktifi ile antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon

Cu’" rediiksiyon kapasitesine dayali toplam antioksidan kapasite 6l¢iim yontemlerinden
glincel ve 6nemli olani CUPRAC yontemidir. Kromojenik bir redoks reaktifi olan
bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriirii kullanan CUPRAC yoéntemi (CUPRAC: Bakir(II)
indirgeyici antioksidan kapasite) ile hem hidrofilik hem de lipofilik TAC kolaylikla
tayin edilebilmektedir. Bu yontemde sirastyla Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, %96’lik etil
alkolde hazirlanmig neokuproin ¢ozeltisi, amonyum asetat tamponu (pH=7)
ilavelerinden sonra belirli oranlarda seyreltilmis olan analiz ¢dzeltilerinden son ¢ozelti
hacmi 4.1 mL olacak sekilde ilave edilip oda sicakliginda ' h siire sonunda 450 nm’de
reaktif koriine kars1 absorbans degerleri 6l¢iilmektedir.

Yeni gelistirilen CUPRAC yonteminde kullanilan kromojenik oksidasyon reaktifi olan
bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriir ile antioksidan polifenol arasindaki reaksiyon asagidaki

sekilde gergeklesmektedir.
2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), === 2n Cu(Nc)," + Ar(=0), + 2n H"

Bu reaksiyonda, Ar(=0),, hidroksi grubu igeren antioksidan polifenolden olusan kinonu
ifade etmektedir. Tepkime sonunda 2 proton acgiga c¢ikmakta ve Ar(OH), grubu
antioksidan bilesikler kinon formlarma doniismektedir. Cu(II)-Nc ise 450 nm’de
maksimum gosteren siddetli renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc kelatina doniigmektedir.
Bu reaksiyonda, n-OH grubu igeren antioksidan karakterli belesikler, 2n-e donor olarak
hareket etmektedir [27].

I.U. Miihendislik Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Analitik Kimya Anabilim Dalinda daha
once biyolojik bakimdan 6nemli indirgenler [28]; sistein [29], vitamin E [30], vitamin C

[31] i¢in gelistirilen spektrofotometrik bakir(Il)-neokuproin  (2,9-dimetil-1,10-
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fenantrolin) reaktifi, tek tek bilesikler i¢in degil bir toplu tayin reaktifi seklinde giincel
ve oOnemli bir TAC O0l¢iim yontemi olan CUPRAC  yonteminde kullanilarak
literatiirdeki diger yontemlerin meydana getirdigi a¢ig1 biiylik oranda kapatmistir. Bu
reaktif hem suda, hem de yagda ¢oOziinen antioksidan bilesikleri fizyolojik pH
kosullarinda  indirgeyerek  renkli  bakir(I)-neokuproin ~ kelat  kompleksine

doniisebilmektedir.

2.2.2. Prooksidanlarin Kullanildig1 Yontemler

2.2.2.1. ORAC (Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi) Yontemi

Orijinal ORAC yontemi Cutler ve Cao tarafindan gelistirilmis ve ilk versiyonunda f3-
phycoerythrin (B-PE, floresan protein) prob olarak kullanilmistir [32]. Peroksil radikal
iiretici olarak AAPH veya hidroksil radikal {iretici olarak CuthzOz kullanilmistir. -
PE’nin floresansindaki azalma [-PE’nin peroksil radikaliyle reaksiyonunun bir
gostergesidir. Sonug¢ olarak bu floresansdaki azalma dlgiilerek toplam antioksidan

kapasite ol¢iilmektedir.

Huang ve arkadaslar1 yontemi modifiye ederek probu degistirmis ve Fluorescein (FL)
kullanmigtir. Trolox ile FL ¢ozeltileri karistirtlip 37 °C’de inkiibe edilir ve AAPH
ilavesiyle reaksiyon baglatilir. Floresans giddeti [485 nm(ex)/525 nm(em)] 35 dakikaya
kadar her bir dakika i¢in 6lgiiliir. Reaksiyon siiresince FL tiikenir ve floresans siddeti
azalir. ORAC yonteminde egri altindaki alan (AUC) ve net AUC (AUCsmek-AUChos)
hesaplanir. Troloks konsantrasyonu ile net AUC arasinda grafik ¢izilir ve standart egri
kullanilarak 6rnegin trolox ekivalenti olarak aktivitesi hesaplanir. ORAC yonteminde
AUC teknigi kullanilarak gecikme zamanindan kaynaklanan deneysel hatalar
giderilmistir [33].

ORAC yontemi birgok farkli laboratuarda kullanilmaktadir. Bu yontemle degisik
biyolojik 6rneklerin, melatoninin, dopaminin, flavonoidlerin, ¢ay, meyve sebzeler gibi
kompleks matrislerin, herbal karigimlarin ve hayvan dokularinin antioksidan kapasitesi

hakkinda 6nemli bilgiler edinilmistir.
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2.2.2.2. TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi

Toplam antioksidan kapasite yontemlerinin ¢ogunda bir prooksidan hatta oksitlenebilir
bir substrat kullanilmaktadir. Prooksidanlar substratta oksidatif hasara yol agmaktadir.
Antioksidan aktivite, patolojik 6nemi olan prooksidan ve reaktif tiirlerinin bir madde
tarafindan indirgenme yetenegidir. Wayner ve arkadaglan tarafindan gelistirilen TRAP
yonteminde 2,2’-azobis-(2-amidinopropan) dikloriir ve plazma veya diger biyolojik
sivilara ilave edilen peroksitlenebilir maddelerden olusan peroksil radikalleri kullanilir
[34]. Plazmaya AAPH ilave edildikten sonra, reaksiyon siiresince tiiketilen oksijenin
dlgiilmesiyle oksitlenebilir maddelerin  oksidasyonu tayin edilir. Indiiksiyon
periyodunun uzunlugu (lag phase) bir i¢ standart olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile karsilagtirllir ve kantitatif olarak plazmanin
antioksidan kapasitesi troloks esdegeri cinsinden hesaplanir.

Wayner ve arkadaslari tarafindan yontem modifiye edilerek; peroksil radikali ile
oksidasyon baglamadan 6nce plazmaya linoleik asit ilave edilmistir. Fakat bu yontemde

oksijen elektrodu stabilitesini koruyamamaktadir [35].

e Luminol Yontemi
Alho ve Leinonen’in gelistirmis oldugu bu yontemin temelini kemiliiminesans-TRAP
yontemi olusturmaktadir. AAPH bilesiginden elde edilen peroksil radikalleri substrat
olarak kullanilan luminol ile oksidasyonu sonucu 1s1k yayan luminol radikalleri olusur.
Olusan bu 1sik luminolmetre denilen cihazlarla 6lciiliir. Ornekteki antioksidanlar
kemiliiminesans 1stmasinin olusumunu belli bir zaman i¢in engeller (gecikme zamani).
Gecikme zamani 6rnekteki toplam antioksidan potansiyeli ile dogru orantilidir ve elde

edilen bu sonuglar troloks ekivalenti cinsinden hesaplanmaktadir [36].

e DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) Yontemi
Valkonen ve Kuusi’nin gelistirdigi yontemin temelini TRAP yéntemi olusturmaktadir
[37]. Bu yontemde, AAPH peroksil radikali iireticisi olarak kullanilmakta ve DCFH-DA
ise ylikseltgenebilir substrat olarak kullanilmaktadir. Peroksil radikali ile DCFH-DA

arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan DCF (Diklorofloreseyn) yiiksek
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floresans 6zellige sahiptir. DCF, 480 nm’de uyarilip 526 nm’de emisyon yapmaktadir.
Ayrica 504 nm’de maksimum absorpsiyon gostermektedir. Hem floresans yontemi hem
de spektrofotometrik yontem kullanilarak DCF miktar1 ve buna bagli olarak degisen
toplam antioksidan kapasite hesaplanir. Bu yontemde toplam antioksidan kapasite su
sekilde hesaplanmaktadir. Ilk olarak ornek igerisindeki antioksidanlarin kapasitesi
gecikme cinsinden hesaplanir. Daha sonra ayn1 O6mek iizerine troloks cozeltisi ilave
edilir. Tlave edilen troloks miktar1 serbest radikaller tarafindan tiiketildikten sonra 2.
gecikme zamani hesaplanir. Bu iki gecikme arasindaki farktan yararlanilarak troloks

cinsinden toplam antioksidan kapasitesi hesaplanir [37].

o TOSC (Toplam Oksiradikal Uzaklastirma Kapasitesi) Yontemi
Winston ve arkadaslar tarafindan gelistirilen bu yontemde AAPH’tan olusan peroksil
radikalleri, a-keto-y-metilbutirik asiti (KMBA) etilene yiikseltger. Head space cihazinda
toplanan etilen gazi, gaz kromotografisi ile dl¢iiliir [38]. Olusan etilen gazinin 6rnekteki
antioksidan miktarina bagl olarak azalisi Olciiliir ve Ornegin toplam antioksidan

kapasitesi asagidaki sekilde hesaplanir.
TOSC=100- ( [SA/(CAx100)
SA: Ornek reaksiyon alan,
CA: Kontrol reaksiyon alan

Burada KMBA’nm asiris1 kullanilmalidir ki antioksidanlar tiiketildikten sonra dogrusal

bir artig gbzlemlensin.

o Fikoeritrin (PE) Yontemi
Ghiselli ve arkadaslarmin gelistirdigi bu yontemde yine AAPH, peroksil radikal {iretici
olarak, Cu*"-askorbat bilesigi ise hidroksil radikal {ireticisi olarak kullanilmigtir.
Yiikseltgenebilir substrat olark B-PE ve R-PE kullanilmistir [39].
Bu iki belisigin peroksil veya hidroksil radikalinin varliginda gostermis oldugu
floresansin zamanla lineer olarak degistigi gézlenmistir. Bir 6rnekteki antioksidanlarin,

peroksil veya hidroksil radikallerine karsi sagladigi toplam koruma siiresi trolox

cinsinden sagladig1 toplam koruma siiresi ile kiyaslanarak toplam kapasite hesaplanir.
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Ghiselli’nin yapmis oldugu c¢aligmada R-PE floresansindaki azalmanin, baslangig
floresansinin  %80°1 sonlime ugrayana kadar zamanla lineer olarak azaldig

gbzlemlenmistir.

e Krosin Yontemi

Tubaru ve arkaslarinin gelistirdigi bu yontemde kinetik parametreler kiyaslanarak
plazma icerisindeki antioksidan kapasite Olciiliir [40]. Bu yontemin temeli AAPH
bilesiginden elde edilen peroksil radikalleri ile krosinin yiikseltgenme reaksiyonuna
dayanmaktadir. Krosinin, peroksil radikalleri ile antioksidan bilesikler olmadigi
durumdaki reaksiyon hiz1 (Vo) ve antioksidan bilesikleri oldugu durumdaki hiz1 (V) 10
dakika siiresince Olgiilir. Bu Olgiilen hizlarin  orami  (Vo/V) absis eksenini,
[A]antioksidan/[Clkrosin ~ Ordinat eksenini olusturacak sekilde grafik ¢izilir. Bu grafigin
egimi ky/k. hiz sabitleri oranidir. Bulunan k,/k. oranlar1 troloksun hesaplanan k,/k.
oranina bdoliinerek troloks cinsinden antioksidan aktivite hesaplanir.

Troloks, askorbik asit gibi bazi antioksidanlar varliginda krosinin peroksil radikaliyle
etkilesim stiresi tam olarak hesaplanamamaktadir. Ayrica bu yontemde askorbik asitin
troloks esdegeri (7.70) bulunmustur. Bu da diger yontemlerle elde edilen sonuglardan

cok yiiksektir.

2.3. MEYVE SUYU TANIMLARI VE OZELLIiKLERI [41]

(Tirk Gida Kodeksi Alkolsiiz icecekler Tebligi, Resmi Gazete:11.08.2001-24490,
Teblig No: 98/24)

2.3.1. Meyve Suyu Tanimlan

o Gazh icecek; karbondioksit ile gazlandirilmig olan meyveli, aromali, kola, tonik

gibi igeceklerdir.

e Meyveli icecek; meyve suyu, meyve piiresi veya bunlarin konsantresinden
icilebilir 6zellikteki su, seker, diger bilesenler ve izin verilen katki ve aroma
maddeleri ile teknigine gore gazli veya gazsiz olarak hazirlanan igecektir. Gazli

olanlari, meyveli gazoz olarak da adlandirilabilir.
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Aromal icecek; icilebilir 6zellikteki su, seker, diger bilesenler ve izin verilen
katki ve aroma maddeleri ile veya aromali surubun sulandirilmasi ile teknigine
gbre gazl veya gazsiz olarak hazirlanan ve ihtiva ettigi aroma veya aroma
karigimi ile adlandirilan igecektir. Gazli olam1 aromali gazoz olarak da

adlandirilabilir.

Kola icecegi; icilebilir 6zellikteki su, seker, kafein, diger bilesenler ve izin
verilen katki maddeleri ve kendine 6zgii aroma maddeleri ile teknigine gore

hazirlanan ve karbondioksit ile gazlandirilmis olan igecektir.

Tonik icecegi; icilebilir ozellikteki su, seker, kinin ve/veya narincin, diger
bilesenler ve izin verilen katki ve aroma maddeleri ile teknigine gore hazirlanan

ve karbondioksit ile gazlandirilmis olan icecektir.

Meyveli surup; meyve suyu, meyve pulpu veya bunlarin konsantresinden seker,
diger bilesenler, izin verilen katki ve aroma maddeleri ile teknigine gore
hazirlanan ve su ile seyreltilerek meyveli icecek hazirlanmasinda kullanilan

konsantre triindir.

Aromali surup; seker, diger bilesenler,icilebilir 6zellikteki su, izin verilen diger
katki ve aroma maddeleri veya aroma maddeleri ve meyve suyu karigimlar ile

hazirlanan ve aromali igecek hazirlanmasinda kullanilan koyu kivamli tiriindiir.

Icecek tozu; scker, meyve suyu, diger bilesenler, izin verilen katki ve aroma
maddeleri ile teknigine gore hazirlanan ve su ile seyreltilerek veya infiize

edilerek meyveli veya aromali igecek hazirlanmasinda kullanilan toz {iriindiir.
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2.3.2. Meyve Sularmmn Ozellikleri

Bu Teblig kapsamindaki tirlinlerin 6zellikleri asagidaki gibidir:

e Alkolsiiz igecekler tiplerine 6zgii tat, koku, renk ve goriiniiste olmali, yabanci tat
ve koku icermemelidir.

e Gazl igeceklerin karbondioksit miktar1 en az 2 g/L olmalidir.

e Kola igeceginde kafein miktar1 en ¢cok 150 mg/L, tonik iceceginde kinin miktar1
(stilfat tuzu olarak) en ¢ok 90 mg/L olmalidir.

e Meyveli surupta refraktometrik kati madde miktar1 en az % 60 ve tiiketime hazir
durumdaki iirliniin 6zellikleri meyveli icecegin 6zelliklerine uygun olmalidir.

e Aromali surupta refraktometrik kati madde miktar1 en az % 60 ve tiikketime hazir
durumdaki iirtiniin 6zellikleri aromali igecegin 6zelliklerine uygun olmalidir.

e Icecek tozu soguk veya sicak suda ¢oziinmeli, tilketime hazir durumdaki iiriiniin
ozellikleri meyveli veya aromali igecegin 6zelliklerine uygun olmalidir.

e Sofra icecegindeki mineral madde miktar1 en ¢ok 2 g/L, yapay sodadaki mineral
madde miktar1 en az 600 mg/L olmalidir.

e Alkolsiiz i¢eceklerin hazirlanmasinda seker olarak sakkaroz, glukoz, fruktoz,
glukoz surubu, fruktoz surubu veya invert seker surubu kullanilabilir.

e Alkolsiiz iceceklerin hazirlanmasinda seker yerine veya seker ile birlikte
tatlandiric kullanilabilir.

e Alkolsliz igecekler; vitamin, mineral ve diger besin Ogeleri ile
zenginlestirilebilir.

e Alkolsiiz iceceklerde etil alkol miktar1 en ¢ok 5.0 g/L, laktik asit miktar1 en ¢ok
0.6 g/L, ugucu asit miktari en ¢cok 0.4 g/L. olmalidir.

e Meyveli gazozda meyve suyu veya piiresi agirlikca en az % 4, gazsiz meyveli

iceceklerde ise en az % 10 olmalidir [41]
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2.3.3. Meyve Sularimin Faydalari

Meyve sular1 ve nektarlar elde edilis yontemlerine ve elde edildikleri meyvenin
ozelliklerine bagli olarak farkli oranlarda besin bilesenleri igerirler. Elde edilen
meyvenin tipik renk, tat, koku ozelliklerini gosterirler. Bu nedenle meyve suyu ve
nektarlar, meyveli i¢ceceklere kiyasla daha doygunluk verir.

Meyve sular1 dogal olarak fruktoz denilen meyve sekeri icerirken nektar ve meyveli
iceceklerde sonradan eklenmis seker bulunur. Eklenen seker miktarina bagli olarak
meyve sular1 nektar ve meyveli igeceklerin 1 porsiyonundaki kalori miktarlar farkl
olabilir.

Meyve sulari, nektar ve meyveli igeceklerin besin degerleri, elde edildikleri meyveye
baglantili olarak degisebilir. Meyve sular1 fitokimyasallar acisindan da zengindir.
Fitokimyasallar sagligin korunmasi ve devamlilig1 iizerine olumlu etkide bulunan besin
bilesenleridir. Ornegin portakal suyunun dogal olarak 60’dan fazla fitokimyasal icerdigi
bilinmektedir. Bu 6gelerin ¢ogu fenolik bilesikleridir. Fenolik bilesikler turunggiller,
elma, armut, liziim, seftali, cilek, kiraz, visne ve erikte bulunur.

Fenolik bilesiklerin saglik iizerine olumlu etkilerinin antioksidan etkinliklerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Besin bileseni olarak fenolik bilesikler, insan saglig
acisindan iglevleri, tat ve koku olugumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine
katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gostermeleri gibi bir ¢ok agidan énem

tasimaktadir [42].

e Elma Suyu
Yiizde yiiz elma sular ilave seker igermez, bu nedenle enerji degerleri daha diigiiktiir.
Potasyumdan zengindir. Flavanoidlerden kuarsetin gibi giiglii bir antioksidani
igermektedir. Arastirmalarda kuersetin ve diger flavanoidlerin hiicresel oksidatif hasari
onleyici potansiyel bir etkisi oldugu, bu etkinligi ile ekosanoid biyosentezini modifiye
ettigi (antiprostanoid ve aniinflammatuar yanit), LDL oksidasyonunu onledigi
(aterosklerotik plak olusumunu engelleyici etki), platelet agregasyonunu Onleyici
(antitrombotik etki), antihipertensif ve antiaritmik etki gosterdigi ileri stiriilmistiir.

Ayrica flavonoidlerin antikanser ve antiviral 6zellikler gosterdigi de belirtilmistir.
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e Portakal Suyu
C vitamini agisindan ¢ok zengindir. Portakal suyundaki flavanoidlerin C vitaminiyle
birlikte bagisiklik sistemini giliclendirdigi belirtilmistir. Bir bardak portakal suyu 132
keal igerir ve giinliikk C vitamini gereksiniminin %30’unu karsilar. Potasyum ve folik
asit i¢in iyl bir kaynaktir. Yapilan c¢alismalar portakal suyunun oksidatif stresi
azalttigini, LDL-kolesterol ve platelet agregasyonunun aterojenik modifikasyonunu

onledigini, HDL-kolesterol derisimi yiikselttigini gostermektedir.

e Kayisi suyu
Kayis1 suyu potasyum, folik asit ve A vitaminine doniisebilen karotenoidlerden 6zellikle
beta karoten acgisindan zengindir. Bir bardak kayist suyu 117 kcal igerir ve giinliik A
vitamini gereksiniminin 1/3’linii karsilar. Havug, seftali ve mango sulart da
karotenoidlerden zengindir.
Yapilan calismalar, karotenoidlerin antioksidan Ozellikler gosterdigini, lipit
peroksidasyonu, aterojenez, DNA oksidasyonu ve kansere karsi potansiyel koruyucu

etkisi oldugunu gostermektedir.

e Uziim Suyu
Bir bardak iiziim suyu 125 kcal igerir. Potasyum, C vitamini, folik asit ve
polifenollerden zengindir. Uziim suyu polifenolleri; flavonoidler ve antosiyaninlerdir.
Yapilan caligmalar bu bilesiklerin yiiksek antioksidan etkinliklerine bagintili olarak

LDL oksidasyonunu azalttigini gostermektedir.

e Nar suyu
Nar suyu, yiiksek oranda hidrolizlenebilen tanninleri (6zellikle ellacitanninler:gallik asit
ve ellacik asit) icermektedir. Ayrica yapisinda antosiyaninler (siyanidin, delfinidin,
pelargodin) ve fenolik asitler (ellacik asit, kaffeik asit ve klorojenik asit) fazla miktarda
bulunmaktadir. Diizenli olarak giinliik nar suyu tiikketimi CAS (carotid artery stenosis)
agisindan insanlar i¢in yararlidir. Nar suyu LDL oksidasyonunu azaltarak ve PON
1(lipid peroksidazlar1 indirgeyebilen, dolayisi ile oksidatif stresi azaltan HDL-baglantili
bir enzimdir) aktivitesini artirmak suretiyle yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir.
Nar suyunun, tiikketimini izleyen bir yil siire sonunda sitolik kan basincin1 da 6nemli

Olctide azalttig1 bulunmustur [43].
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e Visne suyu:
Visne suyunda bol miktarda A ve C vitaminleri ile elma ve limon asitleri bulunur.
Ferahlatic1 ve serinletici etkisi ¢ok yiiksek olan bir meyve suyudur. Atesli hastaliklardan
sonra asitlesen kani temizler. Susuzlugu giderdigi gibi, viicutta biriken fazla suyun
disart atilmasinda da etkin rol oynar. Mide ve karacigerin diizenli olarak caligmasini

saglar.

o Seftali suyu:
A, B ve C vitaminleriyle, B-karoten igeren seftali suyu, saglikli beslenme aliskanli§ina
sahip olan insanlarin tercih ettigi temel gidalardan biridir. Viicutta A vitaminini
olusturan temel madde olan B-karoten, seftalide ¢cok miktarda bulunur. Gribe karsi
viicudun savunma mekanizmasin1 giliglendirir. Antioksidan Ozelligiyle toksik
maddelerin viicuda verecegi zararlar1 Onler. Sinir sistemi {lizerinde olumlu etki yapar,
uykusuzlugu giderir. Dogal yollarla hazmi kolaylastirarak sindirim sistemine yardime1

olur. Gece korliigiinii 6nleyici 6zellige sahiptir.

e Limon suyu:
Limon suyunun bilesiminde organik asitler (sitrik asit), sekerler, pektin, C vitamini
(100g 6zsuda 60-65 mg) A, Bl ve B2 vitaminleri bulunur. Suyunda bolca bioflavonid
bulunur ve viicuttan toksinlerin atilmasinda en 6nemli rolii oynar. Her giin limon suyu
icmek isteyenler icin 220 g veya yarim limon suyu yeterlidir. Bobrek tikanikligini
giderir, bobrek taslarinin diismesine yardim eder. Kani temizler ve sulandirir. Tansiyonu
digiiriir. Kalbi kuvvetlendirir, i¢e ferahlik verir. Mideyi kuvvetlendirerek, hazmi
kolaylagtirir. Mide barsak ve idrar yollarini temizler. Bag donmesini durdurur. Bir su
bardag1 kahve igine sikilan bir limon suyu igilebilir. Mide bulantistn1 keser, agiz
kokusunu giderir. Karaciger i¢in ¢ok yararlidir. Harareti ve atesi onler. Sicak igilirse ter
soktiiriir. Romatizma ve ishalde kullanmilir. Spazmlara kars1 koruyucudur. Gida
zehirlenmelerini Onler. Zehir birikimini dagitir. Zehirli hayvan sokmalarma karsi
panzehirdir. Kabuklar1 veya c¢ekirdegi yenir. Dis etlerini kuvvetlendirir; disleri

beyazlatir.
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2.3.4. Meyve Suyu ve Beslenmede Dikkat Edilecek Hususlar

Cocuklar ve genclerde meyve suyu tiiketimini; giinde her biri 180 g olan 2 porsiyonla
(360 g) veya onerilen giinlik meyve tliketiminin yarisiyla sinirlandirmak uygun olur.
Posa aliminin yarar diisiiniildiiglinde, meyve tiiketimi de tesvik edilmelidir.

Asirt miktarda meyve suyu tiiketimi ve ona bagli olarak ortaya ¢ikan enerji alimi,
obeziteye neden olabilir. Bir arastirmada, giinde 360 g’dan fazla meyve suyu icilmesiyle
obezite arasinda bir bag oldugu bulunmus, ancak baska arastirmalarda bol miktarda
meyve suyu tiikketen cocuklarin daha az meyve suyu tiiketen cocuklardan daha uzun
boylu olduklar1 ve beden kitle indekslerinin diisiik oldugu ortaya ¢ikarilmistir, ya da
biliylime parametreleriyle meyve suyu tiiketimi arasinda bir bag bulunmamistir. Bu

iliskinin tanimlanabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalar yapilmasi dnerilmistir.

* Meyve suyu, 6 aydan kiiciik bebeklere hicbir besleyici yarar saglamaz.

* Meyve suyu katilmis icecekler, besin degeri acisindan meyve suyunun esdegeri
degildir.

* Meyve suyu ve meyve suyundan elde edilen igeceklerin, dehidrasyon ya da diyare
tedavisi i¢in kullanilmas1 uygun degildir.

* Meyve suyunun agirt tiiketimi, malniitriisyonla (asir1  beslenmeyle ya da yetersiz
beslenmeyle) iligkilendirilebilir.

* Meyve suyunun agir1 tiikketimi; diyare, dis ¢iirlimesiyle iliskilendirilebilir.

* Pastorize edilmemis meyve suyu, ciddi rahatsizliklara neden olabilen patojenler
icerebilir.

* Cocugun yasina uygun miktarda verilen ¢esitli meyve sulari, herhangi bir belirgin
klinik semptoma neden olmaz.

+ Kalsiyumla zenginlestirilmis meyve sular1 ve/veya meyveli i¢ecekler, viicut tarafindan
iyi kullanilabilir bir kalsiyum kaynagidir, ama anne siitiinde, bebek mamasi formiiliinde

ya da inek siitiinde bulunan bagka besleyicileri igermez.
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2.3.5. Meyve Sularinda Ambalajin Onemi

Gilintimiizde hizli bir sekilde gelisen ambalaj teknolojisi 6zellikle gida sektorii i¢in son
derece onem arz etmektedir. Gidalarin gevresel ekiler altinda kolayca bozunmasi, raf
Omirlerinin ¢ok kisa olmasi, ambalajlarin gidayr koruyucu, raf Omriinii uzatan
ozelliklere sahip olmasini gerektirmektedir.

Market raflarinda gordiigiimiiz meyve sularinin bir kismi, son derece hijyenik modern
bir iiretim teknolojisi kullanilarak i¢ine salmonella, e-coli, listeria gibi hastalik yapan
patojen mikroorganizmalarin sizmasini onleyerek bir yila kadar raf omrii saglayan,
aseptik ambalajlarda tiiketiciye ulagtirilmaktadir.

Aseptik paketleme, paketleme malzemesinin Onceden sterilize dilerek iizerinde
muhtemel tiim mikroorganizmlarin yok edilmesi, sterilize edilmis bu paketlerin icine
pastorize edilmis meyve suyunun, yine sterilize bir ortamda doldurulmasi ve dolu
seviyesinin altinda ambalajlarin kapatilmasi olarak tanimlanir.

Yaklagik 30 s siireyle 98 dereceye kadar sicakliga tabi tutulan (pastdrize edilen) ve
hemen ardindan 20 dereceye sogutulan meyve suyu, nektar ya da meyveli icecek, 151k,
hava ve bakterilerden arindirilmis , steril ortamlarda ambalajlara doldurulur. Bu sade
iiriniin igindeki besin degerlerini ve dogalligi kaybetmeden uzun siire korunmasi
saglanmisg olur.

Aseptik paketleme sayesinde iiriiniin i¢cine mikroorganizmalarin sizmasi, liremeye neden
olan oksijenin girisi de engellenmektedir.

Aseptik ambalajin en 6nemli 6zeligi, ileri teknolojiyle iiretilmis 6 ince tabaka ve bu
tabakalarin olusturdugu katmanli yapinin, ambalajin igindeki iirlini 15181in ve havanin
olumsuz etkilerine karg1 korumasidir. Isik ve hava etkisinin ortadan kaldirilmasi meyve
sular1, gidalar i¢cinde bulanan C vitamini, B2 vitamini gibi besin 6gelerinin korunmasi

igin ¢ok onemlidir.

2.3.6. Meyve Suyu ve Konsantresi Tiirkiye'nin Dis Ticareti, Ihracat

Tiirkiye, sahip oldugu tiretim alan1 ve ekolojik yapisi itibariyle yas meyve tiretiminde
diinyanin 6nde gelen iilkelerinden biri konumundadir. Bu durum, Tiirk meyve suyu
sektorii i¢in de onemli avantajlar saglamaktadir. Tiirkiye'nin meyve suyu ve konsantresi

ihracat1 1970 yilinda 6 ton gibi sembolik bir miktarla baslamis ve hizli bir artisla 2003
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yilinda en yiiksek seviyesi olan 84,8 bin tona ulagmustir. 2003 yili ihracati deger olarak

bir 6nceki yila gore %100 oraninda artig gostermistir [44].

Tablo 1.2: Tiirkiye'nin Yillar Itibariyle Meyve Suyu ve Konsantresi ihracat: (Miktar: kg,
Deger: ABD $)

URUN 2000 M {2001 D [2002M 2002D [2003M (2003 D
Dond.Portakal Suyu 375498 275563 212682 150087 76055 36397
Diger Portakal Sulari 1579029 704785 2224592 |1021777 |7360562 3247621
Greyfurt Suyu 600 432 15342 24000 31035 22333
Diger Narenciye 568364 298236 831115 483404 911661 | 682705
Ananas Suyu 42637 17646 120357 47072 268703  |124481
Domates Suyu 332790 (215381 732635 448163 761458 499169
Uziim Suyu 1570736 1817963 981522 623152 |2157027 |1021638
Elma Suyu 48943902 130812996 |32707137 22264675 |42924731 33701963

Diger Meyve ve Sebze Sular1 | 17205419 | 12237813 |15767391 | 10451634 |27645350 |31765504
Karigik Meyve Sulart 723780  |446513 | 1684855 |806286 2670733 |1482366
TOPLAM 71342755 |45827328 | 55277628 |36320250 | 84808115 | 72584177

Kaynak: DTM EBIM Kayitlart

Tiirkiye'nin meyve suyu ve konsantresi ihracatinda en onemli kalem elma suyudur.
Elma suyunun, 2002 yili toplam meyve suyu ve konsantresi ihracatindaki pay1 %61
diizeylerindeyken, 2003 yilinda bu pay %46.4 diizeyinde olmustur. Elma suyu basta
Almanya olmak iizere Hollanda, Avusturya ve Italya gibi ¢esitli iilkelere ihrag

edilmektedir. Tiirkiye'nin elma suyu ihracatindaki en biiyiik pay AB iilkelerine aittir.

2.3.7. Enerji Icecekleri

Enerji igecekleri fiziksel direng ve fiziksel performansi artirmak amaciyla icilen
iceceklerdir. Bazi enerji igecekleri elit atletler i¢in lretilmekte, ancak biiyiik bir
cogunlugu normal halk i¢in iiretilmekte ve satilmaktadir. Enerji ig¢eceklerinin ana

bilesenleri: kafein, taurin ve glukurunolaktondur. Bazi yeni igecekler ise opium poppy
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seed ekstrakti veya efedrin icermektedir. Enerji icecekleri yiiksek oranda kafein
icermesi nedeniyle tiikketiminde dikkat edilmesi gerekli olan icecekler arasinda yer

almaktadir. Kafein 6zellikle bagisiklik sistemini olumsuz yonde etkilemektedir [45].

Tablo 1.3: Bazi popiiler enerji igeceklerinin ve soft igeceklerin (mesrubatlarin) kafein miktarlar

[45]
Icecek (250mL) Kafein igerigi
Impulse 88 mg
Red Bull 80 mg
Naughty boy 80 mg
“V 78 mg
Coca cola 48.75 mg
Diet coke 48 mg

Diet coke caffeine- free | 2 mg

Pepsi 40 mg
Diet pepsi 44 mg
Pepsi max 44 mg

2.4. CAYLAR

Diinyada en popiiler icecek olan ¢ay Camelia sinensis yapraklarindan hazirlanmaktadir.

Caym bilesenleri mevsimle, yapragin yastyla, iklimle ve yetistirme tarziyla degisir [46].

2.4.1. Caymn Simmiflandirilmasi [47]

Cay ilk olarak Cin’de kesfedilmistir. Caylar baslica ii¢ sekilde siniflandirilir:yesil
(mayalanmis), oolong (yari mayalanmis), siyah (tamamen mayalanmis). Yesil cay,
katesinlerin enzimatik oksidasyonunu &nlemek icin ya yakilarak ya da buharlama

islemiyle enzimlerin inaktive olmasi sonucu olusur. Siyah c¢ay, taze yaprak



36

katesinlerinin oksidasyonunu katalizleyen polifenol oksidaz enzimiyle yapilir. Bu
fermantasyon islemi, siyah c¢aya tipik renk, sertlik ve acimsi tadi veren kompleks
molekiillere sahip basit polifenollerin oksidasyonu ile olur. Oolong c¢ayi, yapraklarin
kisaca yumak haline getirilmesinden sonra yakilarak hazirlanir. Sonra kurutulur. Yakma

islemiyle oksidasyon biter. Oolong caymin ozelikleri siyah cay ile yesil ¢ay arasindadir.

2.4.2. Cayin Bilesenleri

Flavonoidler, flavon, izoflavon, flavonol, flavanon ve antosiyaninler olarak
smiflandirilir. Bunlar ana molekiilin heterosiklik oksijen halkas1 (C halkasi)
konformasyonuna ve yapisina baghdir. Cayin genel komponentleri genelde katesin
olarak bilinen ve flavonoid ailesine ait bir grup bilesigi temsil eden polifenollii

bilesiklerdir.

2.4.2.1. Cay katesinleri

Cay katesinleri yesil ¢ayn kuru agirligmin %20-30’unu olusturur. Bunlarin 6 biiytik
kategorisi : Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epigallokatesin gallat, katesin gallat ve
epikatesin gallattir. Giiglii antioksidan olan katesinler renksizdir. Yesil ¢ay demine
sertlik ve ac1 veren, suda c¢dziinen bilesiklerdir. Uretilen cayin tat, renk, aroma gibi

ozelliklerinin hemen hepsi katesinlerin modifikasyonuyla ilgilidir.

2.4.2.2. Cay Flavonolleri
Caym baslica flavonolleri kuarsetin, kaemferol ve mirisetindir. Caym suda ¢o6ziinen

ekstraktinin %2-3’linii olusturur. Flavonoller genellikle glikozitler halinde bulunurlar.

2.4.2.3. Theaflavinler ve Thearubiginler

Siyah cay tiretiminde, lezzet ve tipik rengin olugmasi i¢in kateginler yiiksetgenmelidir.
Siyah cay pigmentleri; basit katesin ve gallokatesinden tiiremis kinonlar arasindaki
reaksiyondan olusan portakal renkli theaflavinler ve belli molekiil agirligina sahip (700-
40000Da) heterojen fenolik pigmentler olan kahve renkli thearubiginlerdir. Gtiglii
antioksidan olan theaflavinler siyah ¢ayim kuru agirliginin %0.3-2’si iken, thearubiginler

siyah cayda kuru madde oraninin %10-20’sini olusturur.
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2.4.3. Cayda Bulunan Flavanoidlerin Bashca Antioksidatif Etkileri

Yesil cayin yararli ve kansere karsi koruyucu bir madde olmasinin yam sira, kanser
hiicrelerinin biiylimesine engel olmasi ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
olusumunu azaltmasi gibi etkileri vardir. Yesil ¢aymn tretildigi Japonya’da mide,
akciger ve karaciger kanserlerine yakalanma oraninin yesil ¢ay tiiketimi olmayan
toplumlara gore oldukea diisiik oldugu goriilmiistiir. Japonya’da yapilan arastirmalarla,
cayin serumda kolesterol seviyesini ve sistoloik kan basincini diislirme gibi farmasotik
yararlara sahip oldugu ispatlanmistir.

Caydaki flavonoid bilesikleri serbest radikal siiplirme aktivitesine sahiptir. Katesinler o-
tokoferol tiikketimini sinirlar ve membran yiizeyine yakin olan sulu peroksi radikallerini
sondiiriirken  a-tokoferollerin  hiicre membran1 igerisinde sondiiriicii  olarak
davranmasina olanak saglar.

Cogu dogal polifenol ve flavonoidin vitaminlerden daha iyi antioksidan olduklar
bulunmustur. Toplam fenol alim1 200-300 mg/giindiir. Bu doz giinliik C, E vitamini ve
B-karoten alim1 olan 70mg/giinden daha yiiksektir.

En 6nemli flavonol olan kuersetin, 5-20 uM konsantrasyonda, siiperoksit ve peroksiti
sondiirmede etkili olurken, katesinler 500-1000 uM konsantrasyonda etkilidir.

Cay ekstraktlar1 salgin virlis enfeksiyonlarimi onlemede kullanilir. 0.01-0.02pg/mL
konsantrasyonlarinda ECG ve EGCG polifenolleri kullanilarak AIDS viriistiniin %50
oraninda engellendigi saptanmistir. Siyah caydan ekstrakte edilen theaflavinler de
benzer sekilde AIDS viriisii iizerinde etkilidir.

Cay polifenollerinin yan etkilerine bakildiginda ise bu bilesiklerin ¢6ziinmeyen
kompleksler olusturarak demir absorpsiyonunu 6nledigi ile ilgili kaygilar vardir. Yani

cay tiiketildikce demirden yararlanma azalmaktadir [47].
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2.5. BAZI ICECEKLERDE TOPLAM ANTIOKSIiDAN KAPASITE TAYINI ILE
ILGILI SON YILLARDA YAPILAN CALISMALAR

Giiniimiizde yapilan epidemiyolojik caligmalara gore ¢esitli sebze ve meyve sulari
yapilarindaki antioksidan bilesikleri ile kansere, koroner kalp hastaliklarma ve felce
kars1 koruyucu bir rol iistlenmektedir. Bu koruyucu role E vitamini, C vitamini , 3-
karotenin yaninda ayni zamanda fenolik antioksidanlar da 6nemli oOlgiide katkida
bulunmaktadir. Meyve sulari, meyve ve sebzelere nazaran koruyucu fitokimyasallarin
organizma tarafindan sindirimi agisindan daha uygun besin {iriinleridir. Antioksidanlar
iceren biyoaktif bilesikler, bitki dokularindan daha ¢ok meyve sularindan kolaylikla
absorbe edilebilmektedir [48].

Turunggil meyve sulari en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ancak her ii¢
yontemle de bu sira degisim gostermektedir. Turunggil meyve sularmin diger soft
igeceklere gore daha yliksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu van der BERG ve
digerleri (36) tarafindan gozlemlenmistir. Diger meyve sular1 orta diizeyli TAC
degerlerine sahiptir ve bu degerler FRAP yéntemine gore 5.01 ile 8.76 mmol Fe** /L |
TRAP yontemine gore 1.59 ile 2.19 mmol Troloks/L ve TEAC yontemine gore ise 1.50
ile 2.56 mmol Troloks/L arasinda degismektedir. Cola igecegi en diisiik antioksidan
kapasiteye sahiptir ve TRAP yontemi ile ol¢iilememektedir. Sonugta soft igeceklerin
FRAP ve TEAC yontemi ile Olgiilen TAC degerleri arasinda (r=0.941) gibi bir
korelasyon gozlemlenmistir. (elma suyu, limon suyu, kayisi suyu, greyfurt suyu, limon
ice tea, karisik meyve suyu, portakal suyu, ananas suyu, armut suyu, seftali suyu ve
tropikal su). Yesil ¢ayin antioksidan kapasitesi siyah caya nazaran daha yiiksek
bulunmustur (sirasiyla 6.01, 3.60 mmol TR/L). Caylardaki bu durum fermantasyon
prosesinde meydana gelen degisikliklerden ileri gelmektedir [49].

Rice-Evans ve arkadaslar1 portakal suyu, elma suyu ve frenk {iziimii suyunun TAC
(Toplam antioksidan kapasite) ve antioksidan bilesimini ¢aligmislardir. Bu c¢aligmada
TAC ferrilmyoglobin/ABTS yontemi ile toplam C vitamini igerigi ise ferrozin denemesi
ile tayin edilmistir. Bu meyve sularindaki fenolik antioksidanlarin kapasiteleri orijinal

TEAC katsayilarindan faydalanilarak hesaplanmigtir. Elma suyunun TAC’sinin biiyiik
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bir kismini klorojenik asit ve floretinler olusturmaktadir. Portakal suyunda ise
hesperidin ve narirutinin TAC’ya katkis1 en fazladir. Frenk {iziimii suyunda ise
antosiyaninlerin TAC ya katkis1 C vitaminin yaninda olduk¢a diisiiktiir ve bu icecekte
hesaplanan TAC ile 6lgiilen TAC arasinda belirgin bir fark bulunmaktadir. Bu meyve
sularinin C vitamini bilesimi belirlendikten sonra oksidasyona tabi tutulup askorbattaki
diisiis sirasi tespit edilmistir (elma > portakal > frenk {iziimii suyu). Ayrica bu ¢alismada
fenolik antioksidanlarin C vitaminini oksidatif bozulmaya karg1 korudugu gézlenmistir.

Frenk iiziimiinde C vitamini igerigi en yiiksek bulunmustur [50].

Ispanyol diyetinin TDAC’1 (Toplam besinsel antioksidan kapasitesi) FRAP ydntemine
gore 6014 umol TR, ABTS yoOntemine gore ise 3549 umol TR olarak bulunmustur.
TDAC’m % 68’1 igeceklerden % 20’si sebze ve meyvelerden, geri kalan az bir kismi ise
tahillardan ileri gelmektedir. Bitkisel yiyeceklerin ve iceceklerin in vitro LDL
oksidayonunu azaltma (inhibe etme) kapasitesi onlarin antioksidan kapasitesi ile uyum
icerisindedir. Giinliik almmmasi tavsiye edilen C ve E vitamini miktar1 TDAC’ nin
yaklasik %10°nu kadardir. Folin-Ciocalteau yontemine gore kisi basina giinliik alinmasi
gerekli toplam fenolik madde miktar1 ise 1171 mg gallik asit ekivalentidir. Portakal
suyu kapasitesi FRAP yontemi ile 515 pmol TR/g, ABTS yontemi ile 249 pmol TR/g

olarak bulunmustur [51].

Ticari meyve sularimin askorbik asit igerigi ve bu askorbik asitin bozunma hizi
depolama zamani ve sicakligina baglidir. Ticari meyve sularinin diklorofenol indofenol
yontemine gore bulunan askorbik asit derisimi 2.4 ile 43 mg/100 mL meyve suyu
arasinda degisim gostermektedir. Kapali kaplarda 4 ay siiresince saklanan ticari meyve
sularinin askorbik asit miktar1 %29 ile %41 arasinda azalmaktadir. A¢ik kaplardaki
ticari portakal suyu buzdolabinda 1 ay boyunca bekletildiginde askorbik asit kayb1 %60
ile %67 arasindadir [52].

Arena ve arkadaslari, taze sikilmig portakal sulari ile sar1 portakal sularimi igeren
toplam 17 portakal suyunun toplam antioksidan kapasitesini 6l¢miislerdir. Taze sikilmig
portakal suyunun ortalama askorbik asit derisimi 518 mg/L ve TEAC’1 ise 4.18 mmol/L
olarak bulunmustur. Ticari sar1 portakal suyunun askorbik asit derisimi ve TEAC’1 ise

strastyla 262-350 mg/L ve 2.19-2.97 mmol/L olarak bulunmustur [53].
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Ilkay Tosun ve arkadaslari, Samsun marketlerinde satilan portakal, kayisi, seftali ve
visne nektarlarmin toplam antioksidan kapasitesini, toplam fenolik igerigini, askorbik
asit derisimini ve toplam karotenoid miktarlarini analiz etmislerdir. Toplam antioksidan
kapasite Ol¢limiinde FRAP yontemini kullanmiglardir. Portakal nektarmmin FRAP
degerini 6.54, visne nektarmin 8.01, kayisi nektarinin 5.68 ve seftali nektarinin ise 5.19

olarak bulmuslardir [54].

Bir bagka c¢alismada, farkli tipteki c¢aylarin in vitro antioksidan kapasiteleri
karsilagtirilmigtir. 25 tip taze hazirlanmis ¢ay demlerinin toplam antioksidan kapasiteleri
FRAP yontemi ile belirlenmistir. Sonuglara gore farkh tipteki caylar farkli antioksidan
giice sahip olmakla birlikte TAC ile toplam fenolik kapasite arasinda yiiksek korelasyon
gozlenmistir (= 0.956). Sonuglar pmol TR/g cay yapragi olarak verilmistir. Siyah
caylar (fermante edilmis) 132-654 pumol TR/g, oolong caylar (yar1 fermante edilmis)
233-532 umol TR/g, yesil caylar (fermante edilmemis) 272-1144 pmol TR/g arasinda
degisen aktiviteler gostermislerdir. 1 fincan ¢ay 150 mg AA ile ayni antioksidan

potansiyele sahiptir [55].

Ruch ve arkadaslari, yesil ¢caym antioksidan ve antikanser etkileri ile ilgili olarak, cay
bilesenlerinin reaktif oksijen tiirleri (ROS), hidrojen peroksit ve siiperoksite karsi
antioksidatif etki gosterdigi, oksijen radikalleri ve hidrojen peroksitin neden oldugu
sitotoksikligi ve hiicre kiiltiirlerinde hiicreler arasi etkilenmeyi Onledigini
belirtmislerdir[56].

Sanchez-Moreno ve arkadaslari, Ispanya’da bulunan ticari portakal sularinin karotenoid,
flavanoid ve C-vitamini igeriklerini HPLC yo6ntemini kullanarak belirlemislerdir.
Portakal suyundaki biyoaktif bilesenlerin saglik agisindan Ozelikleri antioksidan
aktivitelerine baghdir. Bu meyve sulariin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali kullanilip meyve sularinin antioksidan potansiyelleri
ile taze sikilmig portakal sularinin antioksidan potansiyelleri karsilastirilmistir. Farkli
biyoaktif bilesenlerin toplam antioksidan potansiyele katkisi belirlenmis olup bu
bilesenler igerisinde C vitamini diger flavonoidlere ve B-karotene nazaran daha biiyiik
bir bir katki saglamistir. Askorbik asit ve P-kriptoksantin derisimi ile serbest radikal

sliplirme parametresi arasinda iyi bir korelasyon gozlenmistir. Ayrica pastorize edilmis
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ticari portakal sularinin TAC’s1 ile taze sikilmis portakal sularmin TAC’s1 arasinda

belirgin bir fark olmadig1 gézlenmistir [57].

Lichtenthéler ve arkadaslari, modifiye edilmis TOSC yontemini kullanarak Avrupa’da
bulunan 14 farkli sebze ve meyve sularmin ( elma, pancar, c¢ilek, havug, limon,
multivitamin, portakal, greyfurt ve domates sular1 vb.) antioksidan kapasitelerini
belirlemislerdir. Biitiin meyve ve sebze sular1 ROS (Reaktif oksijen tiirleri) yani
hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikallerini siiplirme aktivitelerine gore
siralanmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde konsantrasyon ile antioksidan aktivite
arasindaki non-lineer korelasyonlar kullanilmigtir. Ayrica sonuglar literatiirde yeralan
sonuglarla ¢ok az uyum gostermektedir. TOSC ile ii¢ farkli serbest radikal siipiirme

aktivitelerine bakildiginda lingonberry meyve suyu yiiksek aktivite gostermektedir [58].

Bir baska calismada, beyaz iiziim suyu ile onun yeni bir hibridi olan Jaffa Sweeties’in
antioksidan aktiviteleri karsilastirilmistir. Toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu
reaktifi ile, fenolik asitler HPLC ile, ve TAC ise ABTS yontemi ile tayin edilmistir.
Trans-hidroksisinnamik asitler (kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit)
yeni hibride gore daha ¢ok beyaz {iziim suyunda bulunmaktadir. Fakat, taze tartilmis
miktarlar iizerinden iiziim suyu hibridi hem yiiksek toplam fenolik kapasite, hem de
yiiksek TAC gostermektedir. TAC ile antosiyanin igerigi arasindaki korelasyon
(R*=0.8068), TAC ile flavonoid icerigi arasindaki korelasyon (R*=0.9320), TAC ile
toplam fenolik kapasite arasindaki korelasyon (R?=0.9446) olarak bulunmustur.
Meyvelerin yiiksek derisimde dogal antioksidanlar igermesi sadece yliksek antioksidan
aktiviteye degil aym1 zamanda iyi bir antioksidan kaliteye sahip oldugunu da

gostermektedir [59].

Karakaya ve arkadaslari, bir bagka calismada Tiirkiye’de tiiketilen kat1 ve s1v1 gidalarin
toplam fenolik iceriklerini FOLIN yontemi ile, toplam antioksidan kapasitelerini ise
ABTS yontemi ile belirlenmislerdir. Buna gore, sivi gidalar i¢in toplam fenolik igerigi
68-4162 mg/L arasinda, kat1 gidalar i¢in ise 735-3994 mg/kg arasinda degismektedir.
Kat1 ve sivi gidalarin TAC’s1 ise sirasiyla 0.61-6.78 mM ve 0.63-8.62 mM arasinda
bulunmustur. TAC ile toplam fenolik igerik arasinda iyi bir korelasyon gozlenmistir

(r*=0.95). Toplam fenolik igeriklerine gore siv1 gidalar, siyah ¢ay > hazir kahve> kola >
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kirmiz1 sarap > viyole havug suyu > kayis1 nektari> Tiirk kahvesi > {iziim pekmezi >

ada ¢ay1 > beyaz sarap > thlamur seklinde siralanmistir [60].

LDL oksidasyon modeli kullanilarak fenolik igecekler olan ¢ay, kahve ve kakaonun
antioksidan aktiviteleri bir fincana gore belirlenmistir. Lag time (gecikme siiresi) ile bu
iceceklerin antioksidan aktiviteleri, kahve i¢in 292-948 dk, kakao i¢in 217-444 dk, yesil
cay icin 186-338 dk, siyah cay i¢in 67-277 dk bulunmustur. Robusta yesil kahve
cekirdegi Arap kahvesinden 2 kat daha fazla antioksidan aktivite gostermektedir. Fakat
kavurmadan sonra bu fark ortadan kalkmaktadir. Igecekler igerisinde en yiiksek aktivite

gosteren kahve olarak bulunmustur [61].

Wang ve arkadaslari, 12 taze meyve 5 ticari meyve suyunun TAC’sin1 ORAC yoéntemi
ile tayin etmislerdir. Hem kuru hem de yas agirlik iizerinden en yiiksek antioksidan
aktivite gosteren meyve ¢ilek olarak bulunmustur. Meyvelerin antioksidan
kapasitelerinin biiyiik bir kismi sulu kisimdan ileri gelmektedir. Meyvelerin et kisminin
antioksidan aktivitesinin TAC’ya katkis1 %10’dan azdir. Ticari meyve sular1 icerisinde
iizim suyu en yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Digerleri ise greyfurt suyu >

domates suyu > portakal suyu > elma suyu seklinde siralanmistir [62].

Gil ve arkadaglari, nar sularinin antioksidan aktivitesini dort farkli yontemle (ABTS,
DPPH, DMPD ve FRAP) ile tayin edip kirmizi sarap ve vyesil cay ile
karsilagtirmiglardir. Ticari nar sular, kirmizi sarap ve yesil caya nazaran 3 kat daha

fazla antioksidan aktivite gdstermektedir [63].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Cozeltilerin hazirlanmasinda SHIMADZU AX200 model analitik terazi, ¢dzeltilerin
hazirlanmas1 sirasinda ultrasonik banyo, c¢ozeltilerin pH’sinin  ayarlanmasinda
METROHM ES512 model pH-metre, spektrofotometrik 6l¢iimler i¢in Cary 1E Varian

UV-Vis spektrofometre cihazi ve kuvartz kiivetler kullanilmistir.

3.2. KULLANILAN iCECEKLER

3.2.1. Meyve Sulari

Nar suyu (%100, Elite Natural Gida Mad. San. ve Tic. A.S.); Doganay limon sosu
(Doganay Gida A.S.); Wesergold orangen portakal suyu (%100), Cappy gold mini
portakal suyu (%100), (The Coca Cola Company); Sunpride C-MIX (portakal-greyfurt-
mandalina) (%100), (FRIGO Pak Gida Maddeleri San. ve Tic. A.S.); Sunpride elma
suyu (%100), (FRIGO Pak Gida Maddeleri San. ve Tic. A.S.); Kavaklidere pastorize
beyaz liziim suyu (KAVAKLIDERE Saraplar1 A.S.); Kavaklidere pastorize siyah tizim
suyu (KAVAKLIDERE Saraplar1 A.S.); Power Ball enerji icecegi (Dogala 6zdes
karigik meyve aromasi, ORBITAL Kimya ve Gida San. Tic. A.S.); Capri-sun portakalli
icecek (%100), TAT Konserve San. A.S.); Pinar elma suyu (%100), (PINAR Siit. Mam.
San. A.S.); Netto elma suyu (%100), (KIZIKLI Gida San. ve Tic. A.S.); DIMES extra
elma suyu (%100), (DIMES Gida San. ve Tic. A.S.).

3.2.2. Nektarlar

Halk narita visne nektar1 (%35), (Ak Gida San. ve Tic. A.S.); Ulker i¢im visne nektar
(%35), (ULKER A.S.); Ersu visne nektar1 (%35), (ERSU meyve ve Gida San. A.S.);
Piyale visne nektar1 (%35), (GIDASA); Golden visne aromali i¢cecek (Golden Meyve
Suyu ve Gida San. A.S.); Golden portakal aromali icecek (Golden Meyve Suyu ve Gida
San. A.S.); Pinar portakal nektart (%50), (PINAR Siit. Mam. San. A.S.); Ersu portakal
nektar1 (%350), (ERSU meyve ve Gida San. A.S.); Halk narita portakal nektar1 (%50),
(Ak Gida San. ve Tic. A.S.); Pinar kayis1 nektar1 (%40), (PINAR Siit. Mam. San. A.S.);
Halk narita kayis1 nektar1 (%40), (Ak Gida SAN. ve Tic. A.S.); Pmar seftali nektar1
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(%45), (PINAR Siit. Mam. San. A.S.); Piyale remix karisik meyve nektar1 (portakal,
ananas, kayisi, limon, elma, seftali) (%50), (GIDASA).

3.2.3. Kolal icecekler

Coca cola ; Coca cola light; Pepsi; Pepsi light; Colaturka

3.2.4. Poset Caylar

Ingiliz kahvalt1 cay1 (Lipton, Trakya Sanayi ve Ticaret A.S); Ceylon harmanlanmis ¢ay
(ECE Gida San. ve Tic. Ltd.S.); Limonlu yesil ¢ay (%100), (Doga Bitkisel Uriinler San.
ve Tic. A.S. ); Yesil cay (Dogadan A.S.) Ihlamur (%100 thlamur c¢icegi), (TEMA
VAKFI); Altin harmanlanmig ¢ay ( CAYKUR A.S.)’dan satin alinmistir.

3.2.5. Bitki Caylan

Yesil cay, Malatya Pazar1 A.S’den temin edilmistir. Turkish Rize Ordinary Tea
CAYKUR A.S’den, Turkish Blended Ordinary Tea BALKUPU A.S.’den almmustr.

3.3. KULLANILAN KIMYASALLAR

Metanol (Merck, 1.06007), Sodyum karbonat (Merck, 1.06392), E-vitamini (Aldrich,
25.802-4), Malonik asit (Aldrich, M129-6), L-Askorbik asit (Aldrich, 25,556-4),
Troloks (Aldrich, 39,191-3), Neokuproine (Sigma, N1501), ABTS (Fluka, 11557),
Folin-Ciocalteau fenol reaktifi, 2N (Sigma, F9252), Bakir(II) kloriir dihidrat (Merck,
1.02733), Amonyum asetat (Merck, 1.06462), Sodyum hidroksit (Merck, 1.06462),
Amonyum demir(Il) siilfat hekzahidrat (Merck, 1.03791), 1,10-fenantrolin monohidrat
(Riedel-de-Haen, 33510), Hidroklorik asit (Merck, 1.00314), Potasyum persiilfat
(Sigma-Aldrich, 379824), Bakir(Il) siilfat (Riedel-de-Haen, 12582), Sitrik asit (Fluka,
27485), PTFE syringe filtre, Sodyum potasyum tartarat, Etil alkol.



45

3.4. TROLOKS, ASKORBIK ASIiT VE A-TOKOFEROL’E UYGULANAN
CUPRAC YONTEMLERI

3.4.1. Normal CUPRAC Yontemi (Oda sicakliginda):

Troloks ve askorbik asit ¢ozeltileri %96’lik etil alkolde konsantrasyonlar1 1x10~ M
olacak sekilde hazirlandi. a-tokoferol ¢ozeltisi ise %96’ lik etil alkolde 3x10° M olarak
hazirlandi. Bir cam tiip igerisine 102 M bakur(II) ¢ozeltisi, 7,5x10° M neokuproinin (2,9
dimetil 1-10 fenantrolin) %96’lik etil alkoldeki ¢ozeltisi ve 1 M amonyum asetat
tamponundan (pH=7) sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL 6rnek ¢dzeltisi ve (1-
x) mL HO ilave edilip iyice ¢alkalandi. Toplam hacim 4.1 ml olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlandi. Tiipler oda sicakliginda agz1 kapali olarak 1/2 saat boyunca bekletildi. Bu
siire sonunda i¢inde 0rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi 450 nm’de absorbans
degerleri olgiildii. Bu yontemle TR, AA ve TOC’nin c¢alisma egrileri ¢izildi. Bu
maddelerin absorbans-konsantrasyon iligkisinin lineer oldugu aralik tespit edildi ve her

bir bilesigin molar absorplama katsayisi1 bulundu.

ImLCu(Il) + ImL N¢ + ImL tampon + x mL antioksidant ¢6z. + (1.1 — x )mL H,O
Vtop:4-1 mL

3.4.2. inkiibasyonlu CUPRAC Yéntemi ( t=50 °C):

Normal prosediire gore cam tiiplerde hazirlanan ¢6zeltiler, tiiplerin agizlar kapatilarak
20 dakika boyunca 50 °C’lik su banyosunda bekletildi. 20 dakika sonunda tiipler su
banyosundan ¢ikarilip musluk suyu altinda sogutuldu ve beklemeden referansa kars

450 nm’de absorbanslar1 6l¢iildi.

3.4.3. Hidrolizli CUPRAC Yontemi (=80 °C) :

TR ve AA bilesiklerinin derisimleri 1x10® M ve TOC’nin derisimi 3x10° M olacak
sekilde ayr1 ayr tartimlar alindi. Her bir bilesik bir miktar % 50’lik metanol ¢ozeltisi
icinde ¢oziildii; tizerlerine 5’er mL 1.2 M HCI ilave edilip 100 ml’lik balon jojede aym
metanol ¢ozeltisi ile hacme tamamlandi. Elde edilen her bir ¢ozelti bulundugu balon
jojelerden icerisine kaynama tasi konulmus balonlara dekante edildi. Balonlarin

agizlarina geri sogutucu yerlestirilip 2 saat sliresince 80°C’de refliiks islemi yapildi. Tim
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metanollii ¢ozeltiler refliiks edildikten sonra balonlar musluk suyu altinda sogutuldu.
Hidrolizatlar daha sonra 6.5 mL 1 M NaOH ile nétrallestirildi. Hidrolizatlara normal

CUPRAC prosediirii uygulanip beklemeden 450 nm’de absorbanslar dl¢iildii.

3.4.4. Hidrolizli ve Inkiibasyonlu CUPRAC Yéntemi (t=50 °C) :

Elde edilen hidrolizat c¢ozeltilerine inkiibasyonlu metot uygulandi. Tiplerin agzi
kapatilip 50 °C’lik su banyosunda 20 dakika boyunca bekletildi. Islem bitince tiipler

musluk suyu altinda sogutuldu. Ardindan 450 nm’de absorbans degerleri okundu.

3.5. ICECEKLERIN HAZIRLANMASI:

Meyve sular1 1:15 oraninda su ile seyreltildikten sonra direkt olarak CUPRAC yontemi
ile analiz edildi. (Cappy portakal suyu, enerji icecegi, nar suyu 1:10 seyreltildi).

Meyve nektarlar1 1:15 oraninda su ile seyreltildikten sonra adi siizge¢ kagidindan 2 kez
ard arda siiziildii. Daha sonra 0.45 um gozenek ¢apli PTFE filtre ile siiziilerek berrak
bir ¢ozelti elde edildi. Elde edilen bu siiziintiiye daha sonra CUPRAC yontemi
uygulandi.

Asidik kola igeceklerinin baslangi¢ pH degeri yaklasik olarak 2.5 civarinda oldugundan
6-7 mL 0.1 N NaOH ilavesiyle pH 7 yapildi ve bu nétral ¢ozeltiye CUPRAC yontemi
uygulandi.

3.5.1. Cappy Portakal Suyuna TR ve AA Standart Katki Uygulanmasi

1:10 oraninda su ile seyreltilmis cappy portakal suyunun CUPRAC yontemine gore
baslangi¢ absorbansi yaklasik olarak 0.20 olacak sekilde seyreltik portakal suyundan
0.25 mL alindi. Daha sonra iizerine ayr1 ayr1 TR ve AA ilave edilerek ilaveli
kalibrasyon dogrular ¢izildi. Bu bilesiklerin meyve suyu ig¢indeki ¢alisma dogrulari, tek

baslarina olduklar1 durumdaki ¢alisma dogrulariyla kiyaslandi.
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3.6. CAY EKSTRAKTLARININ HAZIRLANMASI

3.6.1. Bitkisel Poset Cay Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Tartimlar1 1.4 — 2.25 g arasinda degisen poset ¢aylar, icerisinde 250 mL taze kaynamig
su bulunan beherlerde 2 dakika daldirip ¢ikararak, 3 dakika bekletilerek toplam 5 dakika
boyunca demlendi. Sogumaya birakilan ¢aylar ardindan siyah band siizge¢ kagidindan
stiziildii. Elde edilen siiziintiilere CUPRAC yontemine gore 450 nm’de absorbanslari
0.2 olacak sekilde su ile seyreltmeler yapildi. Seyreltilmis orneklere sirayla CUPRAC,
FOLIN ve ABTS yontemleri uygulandi. Hazirlanan bitkisel ¢ay ekstraktlar1 48 h.

boyunca 4°C’de muhafaza edilebilmektedir.

3.6.2. Bitkisel Cay Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Caylarin yapilacagi bitkilerden yaklasik 1.5 g tartim alinip kolay siiziilebilmeleri icin
ince gdzenekli polimer malzemeden yapilan siizme keselerine konuldu. igerisinde 250
mL taze kaynamis su bulunan beherler icerisine konulup 5 dakika boyunca
demlenmeleri saglandi. Ardindan oda sicakliginda sogutulup siyah band siizgeg
kagidindan siiziildii. Elde edilen siiziintiilere CUPRAC yontemine gore 450 nm’de
absorbanslart 0.2 olacak sekilde su ile seyreltmeler yapildi. Seyreltilmis G6rneklere

sirayla CUPRAC, FOLIN ve ABTS yéntemleri uyguland.

3.7. BAZI iCECEKLERE GELISTIRILEN NORMAL CUPRAC YONTEMININ
UYGULANMASI

10> M CuCl, (suda), 7.5x10™ M neocuproine (alkolde), 1 M NH,Ac (suda) ¢ozeltileri
hazirlandi. Bir tiip igerisinde sirasiyla 1 mL CuCl,, 1 mL Nc ve 1 mL NH4Ac konulup
calkaland1. Uzerine x mL icecek ilave edilip (1.1 — x) mL H,O ile hacme tamamlandh.

Tekrar ¢alkalanip 450 nm’de referans ¢ozeltisine karsi absorbans lgiimii yapildi.

3.8. BAZI iCECEKLERE ABTS YONTEMININ UYGULANMASI

7 mM ABTS ( suda) ¢ozeltisi hazirlandi. ABTS stok ¢o6zeltisi igine, son konsantrasyonu
2.45 mM olacak sekilde K,S,0s ilave edildi. Mavi-yesil bir ¢ozelti elde edildi. ABTS™*
radikal ¢ozeltisi 12-16 h. boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra

kullanilabilmektedir. Kullanima hazir hale gelen radikal cozeltisi etil alkolle 1:10
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oraninda seyreltilmistir. 1:10 seyreltilmis ABTS ' radikal katyonunun 734 nm’deki
absorbans1 1.28 + 0.04 *diir. x mL 6rnek iizerine 1 mL 1:10 seyreltilmis ABTS™
cozeltisi ve (4—x) mL EtOH ilave edilip 1 ve 6 dakika sonundaki absorbans degerleri
kaydedilmistir. 6. dakikadaki fark absorbans degerlerine gore kalibrasyon grafikleri

olusturulmustur.

3.9. BAZI iCECEKLERE FOLIN YONTEMININ UYGULANMASI

Lowry A: %2 Na,CO;3 ( 0.1 M NaOH igerisinde)

Lowry B. % 0.5 CuSO4 ( %1°lik NaKC4H4Og icerisinde)

Lowry C: 50 mL Lowry A +1 mL Lowry B

Folin reaktifi 1.3 oraninda su ile seyreltilir.

Her bir icecekten (x mL) almip iizerine (2-x) mL H,O ilave edildi. Ardindan 2.5 mL
Lowry C eklenip 10 dakika bekletildi. Siire sonunda karigima 0.25 mL Folin reaktifi
ilave edilip olusan mavi rengin stabil kalmasi i¢in 30 dakika beklendi. 750 nm’de

referans ¢ozeltiye kars1 absorbanslar dl¢iildii.

3.10. BAZI iICECEKLERIN 1,10-FENANTROLIN YONTEMI iLE ASKORBIK
ASIT iCERIGININ BELIRLENMESI

1,10-fenantrolin’den 0.1983 g tartim alinir, az suda ¢oziiliir. NH4Fe(SOsy, ‘dan 0.16 g
tartim alinir, 2 mL 1 M HCI’de ¢oziiliir. Daha sonra bu iki ¢ozelti karistirilir ve su ile
100 mL’ye tamamlanir. Seyreltik meyve suyu ve nektar 6rneklerinden 0.5 mL alinip
lizerine 1 mL hazirlanan 1,10-fenantrolin reaktifinden ilave edilir ve hizli bir sekilde su
ile 25 mL son hacme tamamlanir. Son ¢dzeltinin absorbansi 1 dakika sonunda 510

nm’de Ol¢iiliir.
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4. BULGULAR

4.1. TROLOKSUN CUPRAC YONTEMI ILE ANALIiZ SONUCLARI

Toplam antioksidan kapasite tayini i¢in gelistirilen spektrofotometrik yontem 12.2-61.0
uM derisim araliginda standart troloks c¢ozeltilerine uygulanmis olup maksimum
absorpsiyonun oldugu 450 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iimler sonucunda su degerler

elde edilmistir.

Tablo 4.1: Gelistirilen spektrofotometrik yontemle tayin edilen TR’in farkli derisimlerde A=450
nm’de spektrofotometrede okunan absorbans degerleri

Crr (MM) | Ads0nm
12.2 0.17
24.4 0.37
36.6 0.58
48.8 0.77
61.0 0.99

Troloks i¢in 12.2-61.0 uM arasinda 5 farkli derisimde elde edilen kalibrasyon dogru
denklemi soyle ifade edilir:

Asso= 1.67x 10* Crg -3.72x107 (Normal yontem)

r=0.9997
etr=1.67x 10* Lmol'em™!

Crr, TR’nin baglangi¢ ¢ozeltisinin M cinsinden derisimidir. Cozeltide TR analizi igin

LOD =4.31 uM’dur.
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Bu degerler kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilirse Sekil 4.1 elde edilir.

1.0 ®

0.8 -

0.6

Absorbans

0.4

0.2

0.0 : :
0 2 4 6 8
Crrx10°M

Sekil 4.1: Degisik derisimlerdeki TR’nin absorbans ile derisim arasinda ¢izilen kalibrasyon
grafigi

Spektrumlarin detayli verilmesi bazi olasiliklar1 bertaraf etmek igin 6nemli olabilir.
Ornegin, CUPRAC yonteminde son iiriin olan Cu(I)-Nc prooksidan olarak hareket
edebilir. Baz1 polifenollerin oksidasyon {iiriinleriyle veya reaksiyona girmeyen (artan
polifenollerle) etkileserek tekrar Cu(Il)-Nc’e doniisebilir veya hava oksijeni ile okside
olarak da Cu(Il)-Nc’e doniisebilir. Bu doniisiimlerin ger¢ceklesmesi durumunda Cu(l)-
Nc spektrumunda absorbans azalmasi ve/veya pik kaymasi goriilebilirdi. Ancak
spektrumda  degisiklik gozlenmemesi Cu(I)-Nc’in  yeterince stabil oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.2°de  12.2-61.0 uM derigim araliginda TR’nin CUPRAC yontemine gore

goriiniir alandaki spektrumlar1 goriilmektedir.

1,0 *# /1.0 ph TR
#4538 pM TR
* G686 pM TR
g * 244 pl TR
L * 122 pM TR
g 0,5
=
0.0 T T T T
350 400 450 500 550 600
Dalgza hoyu (nm)

Sekil 4.2: Farkli derisimlerde TR ’nin olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlari

Troloksun inkiibasyon, hidroliz ve hidroliz + inkiibasyon yontemlerine gore elde edilen

kalibrasyon dogru denklemleri ve etkin molar absorptiviteleri ise soyledir:

Ass0=1.85x 10* Cmr t+1.56 x10° (inkijbasyonlu yontem)
r=0.9996

£=1.85x10* Lmol'cm

Auso=1.64x 10* Crg -3.1x10? (Hidroliz yontemi)
r=10.9999

g=1.64x 10" Lmol'em!

Auso=1.71x 10* Crg +4x107 (Hidroliz + Inkiibasyonlu yontem)

r=0.9986

e=1.71x 10* Lmol'cm™

Bazi polifenolik bilesikler icin etkin molar absorptiviteyi yiikseltmede yararli
olan kombine CUPRAC yo6ntemi (hidroliz ve inkiibasyon) askorbik asit i¢in olumlu

sonu¢ vermemistir. Bu amacla oda sicakliginda uygulanan CUPRAC yontemi yeterlidir.
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25 uM TR’nin etil alkoldeki ¢ozeltisine ABTS yontemi uygulandiginda 734 nm’deki

absorbans degerleri agagida yer almaktadir.

Tablo 4.2: ABTS yontemine gore TR analizi
V/(HL) C/(M) AA | min | AA ¢min

10 5x10° 0.12 0.13
20 1x10~ 0.25 0.26
30 1.5x10° | 0.39 0.40
40 2x107 0.51 0.52

Bu degerlere gore kalibrasyon dogru denklemi ve etkin molar absorptivite ise;

A=2.6x 10* Crg — 8x107
r=0.9995

Er=2.6 X 10* Lmol'em™

10 uM TR’nin etil alkoldeki ¢6zeltisine Folin yontemi uygulandiginda 750 nm’deki

absorbans degerleri agagida yer almaktadir.

Tablo 4-3. FOLIN yéntemine gore TR analizi
V/(mL) C/(M) Azs0
0.1 2.66x10” | 0.11
0.2 533x10° | 0.22
0.3 7.98 x10° | 0.35
0.4 | 10.64x10” | 0.48

Bu degerlere gore kalibrasyon dogru denklemi ve etkin molar absorptivite ise;

A=4.7x 10 Cg — 1.56x107
r=0.9993

Er=4.7x 10° Lmol'em™!
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4.2. ASKORBIK ASITIN CUPRAC YONTEMI iLE ANALiZ SONUCLARI

Tablo 4.4: Gelistirlen spektrofotometrik yontemle tayin edilen AA’in farkli derisimlerde A=450
nm’de spektrofotometrede okunan absorbans degerleri

Caa (M) | Ass0nm
12.2 0.18
24.4 0.35
36.6 0.58
48.8 0.76
61.0 0.95

AA i¢in 12.2-61.0 uM arasinda 5 farkli derisimde elde edilen kalibrasyon dogru
denklemi soyle ifade edilir:
Asso=1.59x 10*Cap — 1.8 x10? (Normal yontem)
r=0.9990
€aa=1.59 x 10* Lmol'cm™
Caa, AA’nin baslangi¢ ¢cozeltisinin M cinsinden derisimidir.
Sekil 4.3.de 12.2-61.0 uM derisim araliginda AA’nin CUPRAC ydntemine gore

spektrumlari goriilmektedir.

1,0 +51.0 phl AA
*48.% pM AA
08— +35.6 pil AA
244 pM AA

1T I puM AA

Ahsorbans

T T T T 1
350 400 450 500 550 600
Dalga hoyu (nm)

Sekil 4.3: Farkli derisimlerde AA’nin olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlari

Cozeltide AA analizi i¢in LOD = 4.52 uM’dir.



54

Bu degerler kullanilarak kalibrasyon dogrusu cizilirse Sekil 4.4. elde edilir.

1.00

0.80

0.60 °

Absorbans

0.40 +

0.20 +

0.00 . .

5
Cppx10°M

Sekil 4.4: Degisik derisimlerdeki AA’nin absorbans ile derigim arasinda ¢izilen kalibrasyon
grafigi



55

4.3. E-VITAMINININ CUPRAC YONTEMI ILE ANALiZ SONUCLARI

Tablo 4.5: Gelistirlen spektrofotometrik yontemle tayin edilen TOC’in farkli derisimlerde
A=450 nm’de spektrofotometrede okunan absorbans degerleri

Croc (MWM) | A4s50 nm
14.2 0.20
28.4 0.44
42.6 0.72
56.8 0.99
71.0 1.23

AA i¢in 14.2-71.0 uM arasinda 5 farkli derisimde elde edilen kalibrasyon dogru
denklemi soyle ifade edilir:
Asso=1.85x 10" Croc — 6.2 x10” (Normal yéntem)
r=0.9996
Etoc = 1.85x 10* Lmol'cm™!
Croc, TOC’ni baslangi¢ ¢ozeltisinin M cinsinden derigimidir.
Sekil 4.5.°de 14.2-71.0 uM derisim araliginda TOC’nin CUPRAC yo6ntemine gore

spektrumlari goriilmektedir.

* 710 pM TOC
1,0- * 56.8 pM TOC

* 42,6 P TOC

+ 28,4 M TOC
0,8

* 14.2 pM TOC

Ahsorhans

T T T T
350 400 450 500 550 600
Dralga hoyu {(nm)

Sekil 4.5: Farkli derisimlerde TOC nin olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlari

Cozeltide TOC analizi i¢in LOD = 3.94 uM’dr.
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Bu degerler kullanilarak kalibrasyon dogrusu cizilirse Sekil 4.6. elde edilir.

1.60
1.20 i
[ )
g
T 0.80
= °
[ )
0.40 -
o
0.00 . . .
0 2 4 6 8
Crocx10°M

Sekil 4.6: Degisik derisimlerdeki TOC’nin absorbans ile derisim arasinda ¢izilen kalibrasyon
grafigi
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I mM TR, ImM AA ve 3mM TOC’den ayr1 ayr1 50 uL alinarak CUPRAC ydntemi
uygulanarak zamana gore her bir antioksidan bilesigin absorbansindaki degisimler
gozlenmigtir. Yaklagik olarak 30 dk sonunda CUPRAC yontemi ile elde edilen renk
stabil olmaktadir.

0.32
0.28 o o
)
o © °
()
0.24 -
=
2
2
<
0.20 -
+ + + + 3
+ +
L g
4 TR
® AA
() TOC
0.12 | | | | | | | | | | | | | | |
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Zaman, dk

Sekil 4.7: 50 uL 1mM AA, 50 uL 1mM TR ve 50 uL 3 mM TOC nin ayr1 ayr1 normal
CUPRAC yontemiyle zamana gore absorbans degisimini gosteren egriler
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CUPRAC yonteminin 4 farkli prosediiriine gére ImM TR, AA ve TOC’nin etkin molar
absorptiviteleri ve her bir antioksidan bilesigin lineer araliklar1 asagidaki tabloda
yeralmaktadir.

Tablo 4.6: Baslangic konsantrasyonu 1 mM olan TR, AA, TOC’nin gelistirilen CUPRAC
yontemine gore elde edilen etkin molar absroptivite degerleri ve lineer araliklari

Antioksidan N Eink €hid Ehitink Lineer Aralik
ismi
TR 1.67 x10* | 1.85x10* | 1.64 x10* | 1.71 x10*

TOC 1.86 x10* | 1.90 x10* | 1.65 x10* | 1.61 x10* | 6.1x10°-7.7x10°
AA 1.59 x10* - - - 5.6x10°-8.5x10

Bu bilesiklerin TEACcuprac katsayilari ise CUPRAC yontemine gore referans olarak
secilen TR’nin TEACcuprac degeri 1.00 alinmak suretiyle TOC ve AA’nin etkin molar
absorptivitelerinin TR’nin etkin molar absorptivitesine boliinmesiyle elde edilen

orandir.

Tablo 4.7: TR, AA, TOC’nin 4 farkli CUPRAC yontemi prosediiriine gore bulunan TEAC

katsayilari
Antioksidan ismi TEACy TEACin TEAChiq TEAChitink
Troloks (TR) 1.00 1.00 1.00 1.00
a-Tokoferol (TOC) 1.11 1.02 1.01 0.95

Askorbik asit (AA) 0.95 - - -
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4.4. ICECEKLERDE CUPRAC YONTEMI ILE TAC TAYINI

4.4.1. Portakal Suyuna CUPRAC Yoénteminin Uygulanmasi

Cappy portakal suyu 1:15 oraninda su ile seyreltildikten sonra 0.25 mL 6rnek alinip
CUPRAC yontemi uygulsandiginda absorbans 0.20 olarak bulundu. Daha sonra bu
portakal suyu tizerine AA standart katkisi yapildiginda katkili ¢alisma dogrusu ile

AA’nin yalniz bagina olan ¢alisma dogrusu paralellik gostermistir.

Tablo 4.8: 1.15 oraninda seyreltilmis olan portakal suyuna (12.2 uM+ 61.0 uM) AA arasinda
degisen derisimlerde standart katkilar

Ornek Hacmi + Ilave AA derisimi A450 nm
0.25 mL 1:15 portakal suyu 0.20
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 12.2uM AA | 0.38
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 24.4uM AA | 0.58
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 36.6uM AA | 0.77
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 48.8uM AA | 0.96

0.25 mL 1:15 portakal suyu + 61.0uM AA | 1.16

Portakal suyunda AA standart katkisinin goriiniir alandaki spektrumlar ise agagidaki

gibidir.
* 1:15 portakal suyu + 610 phI AA
* 1:15 portakal suyu +48.8 pBT AA
1.0 * 1:15 portakal suyu + F6.6 pi AA

* 1:15 portakal suyu + T4 4 phl AL
* 1:15 portalal suyu + 122 phI AA
* 1:15 portalkal suyu

Absorbans
=
T

0.0 T T T
350 400 450 300 550 600

Dalga boyu, nmn

Sekil 4.8: 1:15 oraninda seyreltilmis portakal suyuna cesitli derisimlerde AA standart
katkisinin olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlar
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Bu degerler kullanilarak kalibrasyon dogrusu g¢izilirse sekil 4.6. elde edilir.

1.20 —
A
A ()
0.80 H
A ()
2
£
RS
0.40 H A
o
1 °
o AA
A Portakal suyunda AA, A =0.20
0.00 T T T
0 2 4 6

5
CAAXIO M

Sekil 4.9: Baslangi¢ absorbansi 0.20 olan 1:15 oraninda seyreltilmis portakal suyunda AA’nin
kalibrasyon grafigi
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Ayni portakal suyuna TR katkis1 yapildiginda asagidaki sonuglar elde edildi.

Tablo 4-9: 1.15 oraninda seyreltilmis olan portakal suyuna (12.2 uM+ 61.0 uM) TR arasinda
degisen derisimlerde standart katkilar

Ornek Hacmi + ilave TR derisimi A450 nm
0.25 mL 1:15 portakal suyu 0.22
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 12.2uM TR | 0.44
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 24.4uM TR | 0.64
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 36.6uM TR | 0.85
0.25 mL 1:15 portakal suyu + 48.8uM TR | 1.04

0.25 mL 1:15 portakal suyu + 61.0uM TR | 1.22

1:15 portakal suyuna TR standart katkisinin goriiniir alandaki spektrumlari ise

asagidaki gibidir.
*# 1:15 portakal saopu+61.0 uM TE
1,0 *# 1:15 portakal soyu +42.28 WM TE
L]
| #* 1:15 portakal soyn +24 4 oM TR
= # 1:15 portakal sym +12.2 pM TR
[=]
"]
=054
p 05
0,0 T T T T 1
350 400 450 H00 550 600

Dalga hoyu, nm

Sekil 4.10 : 1:15 oraninda seyreltilmis portakal suyuna ¢esitli derisimlerde TR standart
katkisinin olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlar



62

1 :15 oraninda seyreltilmis olan ayni portakal suyuna baglangi¢c absorbansi 0.22 olacak
sekilde TR standart katkilar1 yapilarak TR’nin yalniz bagina olan ¢alisma dogrusu ile

portakal suyuna yapilan TR katkili ¢alisma dogrulari arasinda parelellik gézlenmistir.

1.2 - A
A
(
A
2 0.8 — °
=
s
S
< A
o
A
0.4 —
[
A
® o TR
A Portakal suyunda TR, A 450~0-22
0 2 4 6 8
Crpx10°M

Sekil 4.11 : Baslangi¢ absorbansi 0.22 olan 1:15 oraninda seyreltilmis portakal suyunda TR nin
kalibrasyon grafigi
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Portakal suyununun degisen oranlarda seyreltilmesi sonucu CUPRAC y6ntemine gore

beklenen ve bulunan kapasiteler arasindaki korelasyon (r=0.99) olarak bulunmustur.

100

80

60

40

Bulunan CUPRAC Kapasite, uM TR

0 T T T T

0 20 40 60 80 100
Beklenen CUPRAC Kapasite, uM TR

Sekil 4.12: Degisik oranlarda portakal suyunun seyreltilmesi sonucu beklenen CUPRAC
kapasite ile bulunan CUPRAC kapasite arasindaki grafik (r=0.999)
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5 giin siiresince her giin taze hazirlanan 1:15 oraninda seyreltilen portakal suyunun

TAC’larim1 CUPRAC yontemi ile belirlenerek giin i¢i ve giinler arasi degisimler

belirlenmigtir.
3.80
] +
t ® $ + 8
~ 3.60 -
=
=
e
2
Q
2 340 -
-
©]
E
E
g
2
= 320 1
3.00 T T T T
0 1 2 3 4 5

Giin

Sekil 4.13: Cappy portakal suyunun CUPRAC yontemine gore prezisyon (6l¢iim tutarlilig)

(gilin i¢i ve giinler arasi degisimler)
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4.4.2. Meyve Sulari, Nektarlar ve Enerji icecegine CUPRAC, ABTS ve Folin

Yontemlerinin Uygulanmasi

Tablo 4.10 : Bazi igeceklerin CUPRAC ve ABTS yontemlerinin uygulanmasiyla bulunan TEAC
antioksidan kapasite degerleri ve bu igeceklerin Folin yontemiyle bulunan toplam fenolik

icerikleri (n=3)

icecek Adi TEAC cuprrac | TEACagts | TEACkqiin
(mM TR) (mM TR) | (mM TR)
Sunpride elma suyu 3.06 £0.04 2.97 £0.03 | 9.90 £0.07
Netto elma suyu 2.20 +0.05 2.04 +£0.04 | 8.80 +0.09
Dimex elma suyu 2.18 £0.01 2.11+0.04 | 8.81 +0.01
Pinar elma suyu 1.45+0.12 1.46 £0.01 | 6.24 +£0.13
Kavaklidere beyaz iiziim suyu | 1.12 +0.04 1.06 £0.04 | 6.24 +0.05
Kavaklidere siyah iizim suyu | 2.44 +0.08 2.50 +£0.05 | 9.95+0.08
Cuprisun portakalli icecek 1.44 +0.04 1.52 £0.05 | 6.18 £0.07
Cappy portakal suyu 3.71 £0.13 3.94+0.11 | 11.3£0.12
Pinar portakal suyu 1.28 +£0.05 1.12 £0.05 | 6.84 +0.11
Halk portakal suyu 2.07 £0.09 2.12+0.07 | 6.39 +0.09
Ersu portakal suyu 2.05+0.15 2.10+0.07 | 7.44 +£0.13
Golden portakal suyu 0.54 £0.01 0.52+£0.01 | 1.81 +0.03
Wesergold Orangen soft 3.03 £0.07 3.11+£0.01 | 9.2 +0.05
Sunpride C-mix 2.13 +0.05 2.04 +£0.03 | 7.69 +£0.13
Piyale remix 1.71 +0.03 1.60 £0.09 | 5.62 +0.08
Golden vigne nektar1 0.26 £0.07 0.23 £0.02 | 1.64 £0.10
Ersu visne nektari 0.82 £0.05 0.72 £0.05 | 4.02 £0.03
Ulker visne nektari 1.87 £0.02 1.92+0.05 | 9.14 £0.11
Piyale vigne nektar1 3.28 +£0.04 3.224+0.01 | 10.9+0.16
Halk vigne nektar1 3.85+0.02 3.90 £0.02 | 12.8 £0.06
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Icecek adi TEACcuprac | TEACagts | TEACroLiN
(mM TR) (mM TR) | (mM TR)
Pinar kayisi nektar1 | 1.82 £0.05 1.70 £0.01 | 8.19 £0.08
Halk kayisi nektar1 | 1.55 £0.02 1.51£0.02 | 7.71 £0.13
Pinar seftali nektarr | 2.10 £0.12 2.01+£0.03 | 8.92+0.26
Energy power drink | 0.41 £0.02 0.42 £0.05 | 2.13 +£0.04
Nar suyu 5.98 +0.08 5.83+0.05 | 19.2+0.11
Limon sosu 0.90 +0.08 0.94 +0.11 | 2.12 £0.08
Coca cola 0.15+£0.02 0.17+0.01 | 0.25+0.03
Coca cola light 0.14 £0.01 0.15+0.02 | 0.24+0.03
Pepsi 0.16 £ 0.01 0.16 £0.01 | 0.27 £ 0.02
Pepsi light 0.14+0.03 0.14+0.03 | 0.25+0.02
Cola Turka 0.26 £ 0.02 0.28+0.04 | 0.45+0.04

Cappy portakal suyunun her li¢ yonteme gére TEAC degerlerinin hesaplanmasina ait

ornekler asagida yer almaktadir.

CUPRAC yontemi i¢in TEACcuprac= (Ornek absorbansi/1 .67X104)X (Seyrelme
faktorii) x (4.1 mL/Alinan 6rnek hacmi)
Ornek hesaplama: 0.2518/1.67x10" x (15/1) x (4.1/0.25) =3.71 mM TR

ABTS yontemi icin TEACagrs= (Ornek Fark Absorbansi/ 2.6x104) x (Seyrelme
faktori) x (5 mL/Alinan 6rnek hacmi)

Ornek hesaplama: (0.6829/2.6x10%) x (15/1) x (5/0.5) = 3.94 mM TR

Folin ydntemi icin TEACkqin= (Ornek absorbansi/ 4.65x10%) x (Seyrelme faktorii) x
(4.75mL/Alinan 6rnek hacmi)
Ornek hesaplama: (1.4749/4.65x10%) x (15/1) x (4.75/2) = 11.3 mM TR
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4.4.3. Meyve Sulari, Nektarlar ve Enerji iceceginin 1,10-Fenantrolin Yontemi ile

Toplam AA iceriginin Belirlenmesi

Tablo 4.11: Bazi igeceklerin CUPRAC yo6ntemi ile AA cinsinden toplam antioksidan kapasitesi
ile bu igeceklerin fenantrolin yontemiyle bulunan toplam AA igerikleri (n=3)

Icecek Adi TEACcuprac | TEACpenantrROLIN | % AA/TAC
(mM AA) (mM AA) (mM/mM)
Sunpride elma suyu 3.21+0.04 1.12+0.18 35
Netto elma suyu 2.31+0.05 0.93 +£0.07 40
Dimex elma suyu 2.29+0.01 0.73 +£0.09 32
Pmar elma suyu 1.52+0.12 0.41+0.05 27
Kavaklidere beyaz tiziim suyu 1.18 £0.04 0.72+0.07 61
Kavaklidere siyah {iziim suyu 2.56 +0.08 0.86 +0.08 34
Cuprisun portakalli i¢ecek 1.52 £0.04 1.14 £0.04 75
Cappy portakal suyu 3.90+0.13 1.55+£0.13 40
Pinar portakal suyu 1.35+0.05 0.45+0.09 33
Halk portakal suyu 2.17+0.09 1.06 £ 0.04 49
Ersu portakal suyu 2.15+0.15 1.06 = 0.03 49
Golden portakal suyu 0.57+£0.01 0.14 £ 0.04 25
Wesergold Orangen soft 3.19+0.07 1.86 £0.04 58
Sunpride C-mix 2.24+0.05 1.53+0.08 68
Piyale remix 1.80+0.03 1.16 £ 0.09 64
Golden visne nektar1 0.27+0.07 0.07 £ 0.06 26
Ersu visne nektari 0.86 £0.05 0.36 £0.09 42
Ulker visne nektari 1.96 + 0.02 0.94+0.04 48
Piyale visne nektar1 3.44 +0.04 1.03 +£0.06 30
Halk visne nektar1 4.04 £0.02 1.30 £0.04 32
Pinar kayis1 nektar1 1.91 +£0.05 0.64 +0.08 34
Halk kayis1 nektar1 1.63 +£0.02 0.93 +£0.08 57
Pinar geftali nektari 2.21+0.12 0.51£0.08 23
Energy power drink 0.43 +0.02 0.09 +£0.04 21
Nar suyu 6.28 £0.08 1.06 £0.14 17
Limon sosu 0.95 +£0.09 0.72+£0.11 76
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Meyve sulart ve meyve nektarlarinin toplam AA kapasitesinin belirlenmesinde

kullanilan formiilasyonlar asagidaki gibidir:

CUPRAC yéntemi igin TEACcuprac = (Ornek absorbansi/1 .6X104)X (Seyrelme faktorii)

x (4.1 mL/Alinan 6rnek hacmi)

Fe(Ill) —fenantrolin yéntemi igin = (Ornek absorban51/2.2x104)x (Seyrelme faktoril) x
(25 mL/Alinan 6rnek hacmi)

Biitiin meyve sulariin CUPRAC yontemine gore bulunan TAC’lar ile Folin yontemine
gore bulunan toplam fenolik igerikleri arasinda grafik cizildiginde yiiksek bir

korelasyon oldugu gozlendi (r=0.93)

Toplam CUPRAC kapasite, nM TR

I I I I I

0 5 10 15 20
Toplam fenolik kapasite, mM TR

Sekil 4.14: Biitiin meyve sularinin CUPRAC yontemi ile 6lgiilen toplam antioksidan
kapasiteleri ile FOLIN yontemi ile 6lgiilen toplam fenolik icerikleri arasindaki korelasyon
(r=0.93)
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Biitiin meyve sularmin asli kiyas yontemi olarak kullanilan ABTS yontemi ile dlgiilen
TAC’lan ile Folin yontemine gore Olgililen toplam fenolik igerikleri arasinda grafik

c¢izildiginde her iki yontem bulgular1 arasindaki korelasyon (r=0.90)’dur.

Toplam ABTS kapasite, mM TR

5 10 15 20
Toplam fenolik kapasite, mM TR

Sekil 4.15: Bitiin meyve sularinin ABTS yéntemi ile 6l¢iilen toplam antioksidan kapasiteleri
ile FOLIN yd&ntemi ile Slgiilen toplam fenolik icerikleri arasindaki korelasyon (r=0.90)
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Biitiin meyve sularinin CUPRAC yontemi ile bulunan TAC’lar1 ile ABTS yontemi ile
bulunan TAC’lar1 arasinda grafik cizildiginde her iki yontem bulgular1 arasindaki

korelasyon ise =0.99 olarak bulundu.
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Toplam ABTS kapasite, nM TR

Sekil 4.16: Biitiin meyve sularinin ABTS ve CUPRAC yo6ntemi ile dlgiilen toplam antioksidan
kapasiteleri arasindaki korelasyon (r=0.994)
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4.4.4. Yesil Caya CUPRAC Yonteminin Uygulanmasi

Poset Doga yesil cay (1.40 g) 250 mL sicak su igerisinde demlendikten sonra olusan
yesil ¢ay inflizyonu sogutuldu. Daha sonra 3mL alinarak 100 mL son hacme seyreltildi.
Olusan son ¢ozeltiden 0.2 mL alinarak CUPRAC yontemi ile 450 nm’de absorbansi
okundu. Baglangi¢ ¢ozelti absorbansi 0.20’dir. Daha sonra bu yesil ¢ay infiizyonuna TR
standart katkis1 yapilarak ¢aligma dogrulari ¢izildi.

Tablo 4.12: Yesil ¢ay ekstraktina TR standart katkisi

Ornek Hacmi + ilave TR derisimi A450 nm
0.25 mL 1:100 yesil cay ekstrakti 0.20
0.25 mL 1:100 yesil ¢ay ekstrakt1 + 12.2uM TR | 0.40
0.25 mL 1:100 yesil cay ekstrakt1 + 24.4uM TR | 0.59
0.25 mL 1:100 yesil ¢ay ekstrakt1 + 36.6uM TR | 0.79
0.25 mL 1:100 yesil ¢ay ekstrakt: + 48.8uM TR | 1.00

0.25 mL 1:100 yesil ¢ay ekstrakt1 + 61.0uM TR | 1.17

Doga yesil ¢ay inflizyonunda TR standart katkilarinin goriiniir alandaki spektrumlari

asagidaki gibidir.
3:100 yegil cay + 61.0 i TR
3:100 yesil cay + 48.8 pM TR
1,0 3:100 yepil cay + 36.6 pM TR
3:100 yesil cay + 24.4 M TR
w 3:100 yesil cay +12.2 pM TR
ﬁ 3:100 yesil cay
<
E 0.5
-
I],I] T T T T
Ja0 400 450 500 540 600
Dalga hoyu, nm

Sekil 4.17: 3:100 oraninda seyrelitilmis yesil cay infiizyonuna TR standart katkisinin
olusturdugu Cu(I)-Nc spektrumlari
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Yesil cay infiizyonu baslangic absorbansi 0.20 olacak sekilde 3:100 oraninda su ile
seyreltilmistir. Daha sonra yesil c¢ay inflizyonuna TR standart katkist yapildiginda

parelel ¢alisma dogrulari elde edilmistir.

1.20 +
1.00 + °
0.80 + .
= 060 - + o
=
<
0.40 -+
o
0.20 ¥+
o
o TR
w=  Yesil cayda TR, A45,=0.20
0.00 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Crrx10°M

Sekil 4.18: Baglangi¢ absorbansi 0.20 olan yesil ¢ay ekstraktinda TR’nin kalibrasyon grafigi
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4.4.5. Baz1 Caylara CUPRAC Yoénteminin Uygulanmasi

Biitiin caylar CUPRAC yontemine gore baglangi¢ absorbansi 0.20 olacak sekilde
seyreltilip bu ¢ay orneklerinden degisen oranlarda alinip CUPRAC yontemi, ABTS
yontemi ve Folin yontemi bu ¢ay inflizyonlarina uygulanmistir. Cay tartimlar1 1.4-2 g
arasinda degismektedir.Baslangi¢ ¢ay infiizyonu hacmi ise 250 mL’dir. Buna gore ¢ay
inflizyonlarmin TAC degerleri mmol Tr/g cinsinden verilmistir. En yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip cay Ceylon harmanlanmis ¢aydir ( 4.41 mmol Tr/g).

Tablo 4.13: CUPRAC y6ntemi ve ABTS yontemine gére poset ve normal ¢aylarin bulunan
toplam antioksidan kapasiteleri ile bu ¢aylarin FOLIN yodntemine gore 6lgiilen toplam fenolik

kapasiteleri
Caym Botanik | Caymn ismi Toplam Toplam Toplam
ismi CUPRAC ABTS Fenolik
Kapasite Kapasite Kapasite
(mmol Tr/g) (mmol Tr/g) | (mmol Tr/g)
Camellia sinensis | Limonlu yesil ¢ay (poset) 1.61 1.74 1.38
Camellia sinensis | Ceylon harmanlanmis cay | 4.41 4.05 4.06
(poset)
Camellia sinensis | Ingiliz kahvalti cay1 (poset) | 1.26 1.20 1.09
Camellia sinensis | Tiirk ¢aykur gay1 (poset) 0.83 0.51 0.61
Camellia sinensis | Yesil ¢ay 1.07 0.86 1.06
Camellia sinensis | Tirk rize ¢ay1 0.42 0.37 0.47
Camellia sinensis | Tiirk harmanlanmis siyah | 0.38 0.34 0.42
cay
Camellia sinensis | Yesil ¢ay (poset) 0.94 0.62 0.97
Tilia europaea Thlamur 0.18 0.11 0.33

(cordata)
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Caylarin TAC’larinin hesaplanmasinda kullanilan formiilasyonlar asagidaki gibidir:

CUPRAC yontemi i¢in TEACcuprac = (Ornek absorbansi/1 .67x104)x (Seyrelme
faktorii) x (4.1 mL/Alinan 6rnek hacmi) x (250/Tartim)

ABTS yontemi icin TEACapts = (Omek Absorbansi/ 2.6X104) x (Seyrelme faktorii) x
(5 mL/Alinan 6rnek hacmi) x (250/Tartim)

Folin yéntemi i¢in TEACgoi= (Ornek absorbansi/ 4.65X103) x (Seyrelme faktorii) x
(4.75mL/Alinan 6rnek hacmi) x (250/Tartim)

Meyve sularinda da yer alan bazi maddelerin interferans (girisim) etkileri, degisen
oranlarda mmol interferant /mmol AA olacak sekilde interferant maddelerden alinip
CUPRAC yontemine gore AA’nin absorbansindaki degisiklikler tespit edilmek suretiyle

belirlenmistir.

Tablo 4.14: Meyve sularinin antioksidan kapasitesinin tayininde degisik tiirlerin interferans
(girisim) etkileri

Interferant (mmol Interferant) / (mmol AA) CUPRAC yontemi
Okzalat 1000 -
Tartarat 1000 -
Sitrat 1000 -
Glikoz 1000 -
Tannik asit 10 +
Nitrit 10 -
Asetil salisilik asit 10 -
Glutamik asit 10 +

- :interferans etkisinin olmadigini

+ :interferans etkisi gosterdigini ifade etmektedir.
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Kulanilan etil alkoliin 6zelligine gore igerisinde bulunan bazi maddelerin interferans
etkileri olabilir. Bu 6zelligi belirlemek icin CUPRAC reaktifi ve etil alkoliin ayr1 ayri

suya kars1 spektrumlari ¢izilmistir.

A * Suya karsy CUPRAC realoifi
* Suya karg etil alkel (TS 1210}
34
3
£ 27
&
= 4
o 1
I] .
_1 T T
200 300 400 500

Dalga hoyu, nm

Sekil 4.19: Etil alkoliin CUPRAC reaktifine etkisi

Suya kars1 etil alkoliin (TS 1810) spektrumuna bakildiginda alkol icerisinde olmasi
beklenen fenollerden kaynaklanan bir pik goriilmemektedir. Alkolli neokuproin
reaktifinin suya karsi spektrumunda da alkolden gelen bozucu bir etkinin olmadig:

gozlenmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli gidalar ve biyolojik sivilar i¢in toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi
amaciyla gelistirilen spektrofotometrik bir yontem olan CUPRAC yo6ntemi, notral
pH’da, bakir(Il) kloriir ile kromojenik bir ligand olan neokuproinin olusturdugu Cu(II)-
Nc kompleksinin antioksidan bilesikler varliginda Cu(I)-Nc’ye doniiserek sari-turuncu
arasi renk olusumuna dayali bir yontemdir. Gelistirilen bu yontemle oncelikle TR, AA
ve TOC’nin kalibrasyon dogrular cizilerek Beer kanunu uyarinca lineer olduklar
araliklar ve bu yonteme gore etkin molar absorptiviteleri belirlenmistir. Bu antioksidan
bilesiklerin CUPRAC yontemi ile elde edilen TEACcuprac degerlerinin literatlirde yer
alan diger yontemlerle elde edilen TEAC degerleri ile uyum gosterdigi gézlenmistir.
AA’nin CUPRAC yontemi ile TEACcuprac degeri 0.95 iken AA igin orijinal ABTS
yontemi ile elde edilen TEACaprs degeri 1.0°dir. Genel olarak 1:15 oraninda
seyreltilmis olan meyve sularma TR ile AA katkis1 yapilip TR ile AA’nin yalniz basina
cizilen kalibrasyon dogrulari ile katkili kalibrasyon dogrular1 arasinda olduk¢a uyumlu
parelellikler elde edilmistir. Bu da meyve suyu antioksidanlariyla TR veya AA arasinda,
Beer Kanunu’'ndan sapmalara yol acacak bir kimyasal etkilesme olmadigini
gostermektedir.

Iceceklerden meyve sulari, nektarlar, kolali asidik icecekler ve bazi bitkisel gaylar ile
poset caylara normal CUPRAC yo6ntemi uygulanarak bu bilesiklerin toplam antioksidan
kapasiteleri belirlenmigtir. Meyve sulari, nektarlar1 ve asidik kolali igeceklerin
CUPRAC yontemine gore TAC’larinin  hesaplanmasinda asagidaki esitlikten
yararlanilmistir.

CUPRAC yontemi i¢in TEACcyprac = (()mek absorbansi/ 1.67x104)x (Seyrelme
faktorii) x (4.1 mL/Alinan 6rnek hacmi)

CUPRAC yontemine gore en yiiksek antioksidan kapasite meyve sulari igerisinde nar
suyunda gozlenmistir (5.98 +0.08 mM TR). Gil ve arkadaslar1 ticari nar sularinin
TAC’ 11 diger meyve sular1 ve yesil caya nazaran daha yiiksek bulmuslardir [59].
Meyve nektarlar icerisinde yiiksek antioksidan kapasite gosterenler ise halk visne
nektar1 (3.85 £0.02 mM TR), Cappy portakal suyu (3.71 £0.13 mM TR), Piyale visne
nektart (3.28 +£0.04 mM TR), Wesergold orangen soft (3.03 £0.07 mM TR) olarak

bulunmustur. Ilkay Tosun ve arkadaslari Samsun marketlerinde satilan portakal
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nektarmin FRAP degerini 6.54, vigne nektarinin 8.01, kayisi1 nektarinin 5.68 ve seftali
nektarmin ise 5.19 olarak bulmuglardir. FRAP degerlerinin yarist CUPRAC degerlerine
esit oldugu gdzoniine alindiginda sonuglar Ilkay Tosun ve arkadaslarinin elde ettigi
FRAP verileriyle uyum gostermektedir [54]. Elma sular icerisinde en diisiikk TAC, pmar
elma suyunda (1.45 +£0.12 mM TR), en yiiksek TAC ise sunpride elma suyunda (3.06
+0.04 mM TR) ; iiziim sular icerisinde aym1 markali beyaz ve siyah {iziim sularinin
TAC’larina bakildiginda Kavaklidere siyah iiziim suyu (2.44 +0.08 mM TR),
Kavaklidere siyah iiziim suyu ise (1.12 £0.04 mM TR) gdstermistir, burada siyah {iziim
suyunun yiiksek TAC gostermesinde antosiyaninlerin katkisinin  yiiksek oldugu
diisiiniilmektedir. Visne nektarlan icerisinde ise Golden visne nektar1 en diisiik TAA
(0.26 £0.07 mM TR), Halk visne nektar ise en yiiksek TAC’y1 (3.85 £0.02 mM TR)
gostermistir. Pimar seftali nektar1 orta diizeyde bir TAC (2.10 £0.12 mM TR), limon
sosu ise buna nazaran daha diisiik bir TAC (0.90 =£0.08 mM TR) gdstermistir. Asidik
kolali igecekler de CUPRAC ydntemi ile analiz edilmis ve bu igeceklerin genel olarak
diisiik TAC gosterdigi tespit edilmistir. Coca cola (0.15 +£0.02 mM TR), pepsi (0.16
+0.01 mM TR) TAC’ya sahiptir. Asidik kolal1 icecekler icerisinde en yiiksek TAC Cola
Turka’da gozlenmistir (0.26 £0.02 mM TR). Pellegrini ve arkadaslarina gore de kolali
icecekler diisiik antioksidan kapasite gostermektedir [49]. Enerji iceceklerinden Energy
power drink CUPRAC yo6ntemi ile diisiik bir TAC gostermistir (0.41 £0.02 mM TR),
ancak asidik kolali iceceklerle kiyaslandiginda bu degerin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Biitiin meyve sulari, meyve nektarlar ve kolali asidik i¢ceceklerin normal
CUPRAC yontemi ile bulunan TEAC degerleri, asli kiyas yontemi olarak secilen ve
belirtilen biitiin ¢ozeltilere uygulanan ABTS yoOntemi ile elde edilen TEAC degerleri ile
yiksek bir uyum gostermektedir ve iki yontem bulgular1 arasindaki korelasyon
(r=0.994) olarak bulunmustur. CUPRAC yontemi ile elde edilen TEAC degerleri ayrica
bu iceceklerin FOLIN yontemi ile belirlenen toplam fenolik igerikleri ile de
kiyaslanarak her iki yontem bulgulari arasindaki korelasyonun (r=0.93) oldugu tespit
edilmistir. ABTS yontemi ile elde edilen TEAC ile FOLIN yontemi ile elde edilen
TEAC arasindaki korelasyon ise (r=0.90) olarak gozlenmistir. Burada CUPRAC
yontemi ile FOLIN yéntemi arasindaki korelasyonun ABTS ile FOLIN yontemleri
arasindaki korelasyondan yiiksek oldugu gozlenmektedir. Bu yontemlerin tiimii, Huang

ve arkadaslarmin siniflamasina gore elektron transfer esasli antioksidan Olglim
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yontemleri oldugundan bunlar arasindaki korelasyonun yiiksek ¢ikmasi beklenen bir
gelismedir [20].

Meyve sularinin ve meyve nektarlarmin 1,10-fenantrolin yontemi ile bulunan AA
kapasitesi ile bu iceceklerin CUPRAC yontemi ile bulunan TAC’s1 arasindaki
korelasyona bakildiginda; AA igerigiyle TAC’ya en yiiksek katki saglayan meyve sular
limon sosu ve cuprisun portakalli igeceklerdir. Limon sosunun CUPRAC yontemi ile
bulunan TAC’s1 (0.95 = 0.09 mM AA) ve 1,10-fenantrolin yontemi ile bulunan AA
kapasitesi ise (0.72 = 0.11lmM AA) olarak bulunmustur. AA’nin TAC’ya katkisi
%76°dir. Cuprisun portakalli icecekte ise TAA (1.52 = 0.04 mM AA), AA kapasite ise
(1.14 £ 0.04 mM AA) ve AA’nin TAC’ya katkis1 %75°dir. Diger iceceklerde ise toplam
antioksidan kapasiteye, askorbik asit disindaki polifenollerin katkis1 fazladir.

Caylarda ise en yiiksek TAC degerini Ceylon harmanlanmis ¢ay (poset) 4.41 mmol
TR/g, en diisiik TAC degerini ise thlamur inflizyonu gostermistir (0.18 mmol TR/g).
Ceylon harmanlanmig ¢ay hari¢ analiz edilen yesil ¢aylar siyah ¢aylara nazaran daha
yiiksek TAC degeri gostermektedir. Yesil ¢aydaki bazi antioksidanlarin, siyah c¢ay
imalat1 sirasinda enzimatik oksidasyona ugratildigi gozoniine alindiginda bu durum
aciklanabilir [49]. Benzie ve Szeto siyah caylarin (fermante edilmis) 132-654 umol
TR/g, oolong caylarin (yar1 fermante edilmis) 233-532 umol TR/g, yesil caylarin
(fermante edilmemis) 272-1144 pmol TR/g arasinda degisen aktiviteler gosterdigini
bulmuslardir. Genel olarak yesil c¢aylar siyah caylara goére daha yiiksek TAC
gostermektedir [55].

Yeni gelistirilen CUPRAC yonteminde kullanilan kromojenik oksidasyon reaktifi olan

bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriir ile antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon asagidaki

sekilde ger¢ceklesmektedir.

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), === 2n Cu(Nc)," + Ar(=0), + 2n H"
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Sekil 5.1: Bis(2,9-dimetil)-1,10-fenantrolin- Bakir(I) kelat1

Bu reaksiyonda, Ar(=0),, hidroksi grubu i¢eren antioksidan polifenolii ifade etmektedir.

Tepkime sonunda 2 proton agiga g¢gikmakta ve Ar(=0), grubu antioksidan bilesikler

kinon formlarina dontigmektedir. Cu(II)-Nc ise 450 nm’de maksimum gosteren siddetli

renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc kelatina doniismektedir. Bu reaksiyonda, n-OH

grubu iceren antioksidan karakterli belesikler, 2n-e donor olarak hareket etmektedir.

TR, AA ve TOC de Cu(Il)-Nc kelatina karsin 2 elektron donordiir.

CUPRAC yonteminin avantajlar su sekilde 6zetlenebilir.

1.

Reaktif, fenantrolin ve tripridiltriazil ligandlar1 ile komplekslesmis haldeki
Fe(Il)-Fe(Ill) ciftine nazaran daha diisiik redoks potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle secicidir. Gida maddelerinde bolca bulunan basit sekerler ve sitrik
asit, CUPRAC yd6ntemi ile okside olmazlar.

Reaktif, kromojenik radikaller olan ABTS ve DPPH’ya nazaran daha stabil,
ucuz ve kolay ulagilabilirdir.

Yontem bir¢cok konvansiyonel laboratuarda standart kolorimetre yardimiyla
kolaylikla kullanilabilir. CUPRAC yo6nteminde yiiksek kalitede operatorlere ve
karmasik cihazlara gerek yoktur.

Hava, 151k, nem ve pH’ya asir1 bagimli DPPH yonteminin tersine bu
parametrelere fazlaca bagimli olmayan bir redoks reaksiyonun neticesinde renkli
bir kelat olan Cu(I)-Nc olugmaktadir.

Derisime karg1 analitik cevaplar genis bir aralikta lineerlik gostermektedir. Diger
yontemlerin(6zellikle kinetik temelli olanlarinin) ¢ogunda polinomial egriler

elde edilmektedir.
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Redoks reaksiyonu FRAP yonteminde oldugu gibi asidik bir pH olan
pH=3.6"dan farkli olarak fizyolojik bir pH olan pH=7"de gerg¢eklestirilmektedir.
Benzer gekilde bir elektron-transfer esasli yontem olan Folin yontemi de yine
fizyolojik pH’tan uzak olan pH=10"da gerceklestirilmektedir. Gergek¢i olmayan
pH’larda calisan antioksidan tayin yontemlerinde, toplam kapasiteyi oldugundan
az veya fazla bulma tehlikesi vardir, ¢linki asidik pH’larda ¢cogu antioksidanlar
protonlanmig  oldugundan oksidasyonlar1 zordur; bazik pH’larda ise
antioksidanlar  protonlarmi  vermis olduklarindan  oksidasyonlart  asir1
kolaylagmustir.

Bu yontemle hem hidrofilikk hem de lipofilik antioksidanlar tayin
edilebilmektedir.

Literatiirde neredeyse en yaygin TAC o6l¢iim yontemi olan ABTS/TEAC ile iyi
korelasyon gostermeyen H-atomu transferi esash ve kinetik temelli yontemlerin

aksine, CUPRAC yontemi ABTS ile yiiksek korelasyon vermektedir.
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OZGECMIS

24.09.1978 tarihinde Ordu’da dogdum. Ilk ve orta okulu Yukaritepe Ilkogretim
Okulunda devam ettim ve okul birincisi olarak tamamladim. Orta okul sonunda girmis
oldugum Anadolu Ogretmen Lisesi ve Devlet Parasiz Yatili smavlarmi kazandim. Lise
6grenimime Ordu Anadolu Ogretmen Lisesinde parasiz yatili olarak devam ettim. Lise
2’de 6zel bir dersanenin Ordu genelinde yapmis oldugu seviye tespit sinavina istirak
ederek birinci oldum ve bilgisayar ile ddiillendirildim. Lise 6grenimimi 4.92 dereceyle
okul birincisi olarak tamamladim. Sonrasinda 1.U. Miihendislik Fakiiltesi Kimya
Boliimiinii kazandim. Tiibitak MAM’da 30 giin siireyle enstriimantal analiz kisminda
staj yaptim. Lisans 0grenimimi 2002 yilinda 3.90 dereceyle boliim birincisi ve ayni
zamanda Miihendislik Fakiiltesi birincisi olarak tamamladim ve I.U. Rektérii tarafindan
plaketle ddiillendirildim. Aym sene igerisinde 1.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Analitik
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