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: hesperidin, hesperetin
: epikatesin, epikatesin gallat

ix



EGC, EGCG : epigallo katesin, epigallokatesin gallat
SA, VA : siringik asid, vanilik asid



OZET

BAZI POLIFENOLIK BILESIKLERIN
ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERININ TAYINi

Cesitli hastaliklara yol acabilen ‘oksidatif stres’le miicadele etmenin en Onemli
yollarindan biri, antioksidanca zengin fenolik bilesikleri iceren gidalarin mevcut oldugu
bir beslenmedir. Fenolik antioksidanlar, tiikettigimiz bircok sebze ve meyvede bol
miktarda bulunur. Bu dogal fenolik bilesikleri tanimlamak, yapilarma gore
smiflandirmak, antioksidan kapasitelerini belirlemek ve dogal antioksidanlarin
bulundugu gidalarin toplam antioksidan aktivitelerini tayin etmek i¢in bilim diinyasinda
kabul goren, basit, kullanisli, hizli, ucuz ve duyarhh antioksidan aktivite Olgme
yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu kapsamda bu tez calismasinin amagclari;
antioksidan karakterli bazi polifenolik bilesikler icin tek tek ve bu antioksidan
maddelerin bulundugu gergek ve sentetik ¢ozeltiler icin toplu analiz yontemleri
gelistirmek ve bu teknikleri standart referans yontemlerle karsilastirarak dogrulugunu
ispatlamaktir.

Bu calismada; kromojenik yiikseltgeme araci olarak kullanilan bakir(IT)-neokuproin
(Cu(Il)-Nc) reaktifi varhiginda spektrofotometrik yolla polifenolik bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri tayin edilmistir. pH 7 ve lizerinde gilivenilir sonuglar veren
Cu(I)-Nc reaktifi ile antioksidan kapasite tayininin optimum deney kosullar1 ( reaktif
konsantrasyonu, pH, reaksiyon siiresi vb.) belirlenip, polifenolik bilesiklerin Cu(II)-Nc
kompleksini 450 nm’de maksimum 131k sogurmasi gosteren Cu(I)-Nc kompleksine
indirgeme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite degerleri hesaplanmistir.
Burada antioksidan polifenoller aym1 zamanda indirgen maddeler olduklarindan,
kromojen bir oksidasyon araci olan Cu(ll)-Nc reaktifini indirgemektedirler. Bu
ozelliginden yola ¢ikilarak gelistirilen yeni antioksidan kapasite yontemine ‘bakir(Il)
iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi’ denilmistir ve kisaca CUPRAC metodu
olarak adlandirilmistir.

Bu metod; Cu(Il) kloriir ¢6zeltisi, neocuproine ¢dzeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) cozeltilerinin karistirilmasindan sonra, {izerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢ozeltisi (direkt veya asid hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip
eden 30 dakika sonunda igerisinde antioksidan bulunmayan referansa karsi 450 nm’de
absorbans degerlerinin Olcililmesinden ibarettir. Oksidasyona bagli renk gelisimi;
askorbik asid, gallik asid ve kuersetin gibi antioksidanlar icin hizli olusurken naringin
ve naringenin gibi antioksidanlar icin yavas olur. Bu sebeple; bu bilesiklerin oksidasyon
reaksiyonlarinin tamamlanmasi icin, 50°C’lik su banyosunda (Cu(II)-Nc reaktifi
ilavesinden sonra) 20 dakika boyunca inkiibasyon islemi uygulanmistir. Flavonoid
glikozidleri, antioksidan giiclerini arttirmak amaciyla 1.2 M HCI iceren %50 MeOH
icerisinde 2 saat refliiks edilerek aglikonlarina hidrolizlenmigtir. Baz1 bilesikler de asid
hidrolizi sonunda indirgeme kabiliyetlerini tam olarak gostermek i¢in tekrar inkiibasyon
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islemine tabi tutulmuslardir. Antioksidanlarin sentetik karigimlarinin  CUPRAC
antioksidan kapasiteleri troloks esdegeri cinsinden deneysel olarak olgiiliip, karigimi
olusturan bilesiklerin birbirleriyle hicbir kimyasal etkilesim gostermedigini varsayan
absorbanslarin toplamsalligi ilkesi kullanilarak elde edilen teorik kapasite degerleriyle
karsilagtirilmistir,. CUPRAC metoduyla analiz edilen polifenolik antioksidanlarin
kapasiteleri birbirleriyle  kiyaslandiginda, kapasitelerinin yapilarindaki hidroksil
gruplarmin sayisi ve pozisyonuna baglh olarak farklilagtigi goriilmiistiir. ABTS ve
DPPH radikalik referans yontemlerde antioksidanlarin, model bilesik olarak kullanilan
serbest radikalleri siipiirme kapasiteleri oOl¢iildiiginden, bu 6zelligin hidroksil
gruplarmin yiiksek reaktivitesine bagli oldugu beklentisine uygun sonuglar elde
edilmistir.

Bu kapsamda polifenolik antioksidanlarin CUPRAC kapasiteleri, diger antioksidan
kapasite tayininde kullanilan ABTS/persiilfat referans yonteminin bulgulariyla
karsilagtirilmistir. Bu bilesikleri igeren besin maddesi islevine sahip bazi bitkisel
ekstraktlar incelenmis ve test edilen antioksidanlarin bu ekstraktlar icindeki kalibrasyon
dogrulan ¢izilerek absorbanslarin toplamsallig1 hipotezi kanitlanmistir. Bir diger deyisle
kompleks matrikslerdeki antioksidan bilesenler, CUPRAC yo6nteminde Beer Kanunu’
ndan kimyasal sapmalar gosterecek sekilde kendi aralarinda etkilesmemektedirler.
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SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF SOME
POLIPHENOLIC COMPOUNDS

One of the most important ways of combating ‘oxidative stress’ causing various
diseases is nutrition with a diet rich in antioxidant phenolic compounds. Phenolic
antioxidants are abundant in many vegetables and fruits of everyday consumption. In
order to identify and classify these natural phenolics, and to measure their antioxidant
capacity singly or in real matrices; simple, practical, rapid, low-cost, sensitive and
widely acceptable methods of total antioxidant capacity (TAC) assay are required. In
this regard, the main purpose of this study is to develop novel analytical methods for
TAC assay of polyphenols singly, in synthetic mixtures, or in real matrices, and to
compare the results with those found with standard reference methods for validation.

The chromogenic redox reagent used for TAC assay was bis (neocuproine) copper(Il)
chelate. This reagent was useful at pH values greater than or equal to pH 7, and the
absorbance of the Cu(l)-chelate formed as a result of redox reaction with reducing
polyphenols was measured at 450 nm. The reaction conditions such as reagent
concentration, pH, and oxidation time at room and elevated tempeature were optimised.
The novel method was named as the CUPRAC method, meaning ‘cupric ion reducing
antioxidant capacity’.

Essentially the method was applied by mixing aqueous CuCl,, ammonium acetate
buffer (at pH 7) and alcoholic neocupoine (Nc) solutions, adding a suitable aliquot of
the unknown antioxidant solution to this mixture, and reading the absorbance at 450 nm
against a reagent blank after 30 min. The colour development as a result of oxidation of
polyphenol coupled to reduction of the reagent was rapid for ascorbic acid, gallic acid,
and quercetin, but slow for naringin and naringenin. For slowly reacting antioxidants,
the method was modified so as to carry out the reaction at 50°C for 20 min. The
flavonoid glycosides were hydrolyzed with 1.2 M HCI solution in 50 % MeOH for 2h
so as to convert to the corresponding aglycones to exert their full antioxidant power.
Incubation was repeated when necessary. Assuming the addivity of absorbances of
individual antioxidants, the experimental TAC (as trolox-equivalents) of synthetic
mixtures of antioxidants were measured, and compared to the theoretically computed
TAC value to yield coherent results. When the trolox equivalent antioxidant capacities
(as TEAC coefficients) of polyphenols were compared, it was observed that TEAC
values varied as a function of the total number and position of hydroxyl groups in the
phenolic compound. Since reference methods using radicalic chromogenic reagents
such as ABTS and DPPH measure the radical scavenging activity of antioxidants in a
certain time period, this antioxidant property showed a hydroxyl groups dependency as
expected.
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In this regard, the CUPRAC antioxidant capacities of polyphenolic antioxidants were
measured singly and in mixtures, and the results were compared with those of
ABTS/persulfate assay. The calibration curves of these antioxidants singly and in an
aqueous plant extract consumed as food were shown to be parallel lines, again
confirming the validity of the additivity principle, meaning that these antioxidant
components in complex matrices did not interact among each other so as to cause
chemical deviations from Beer’s law in the CUPRAC method.
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1. GIRIS

Oksijen, insan viicudunda solunum zinciri i¢inde siiperoksit, singlet oksijen, hidroksil
vb. reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmaktadir. Reaktif oksijen birikimi organizmada
mevcut olan veya gidayla alinan antioksidanlarla dengelenmedigi takdirde; olusan
‘oksidatif stres’ kosullar altinda kanser, koroner kalp rahatsizligi, hiicresel yipranma ve
yaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklar ve lipoprotein (LDL) oksidasyonu
ile sonuglanan, DNA ve hiicre membranlar1 gibi duyarli biyolojik yapilarin oksidatif
hasarina neden olabilen radikalik zincir reaksiyonlari meydana gelmektedir.
Antioksidanlar bu serbest radikallerin olumsuz etkilerini onemli Olgiide azaltabilen

bilesiklerdir [1].

Bu bilesiklerin saglik agisindan yararh etkileri oldugundan, polifenollerin antioksidan
aktiviteleri hakkinda kullamish, hizli, duyarli ve basit yontemlerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde mevcut olan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin
varligma ragmen kimya alaninda ¢ogu bilim adaminin ortak bir karara vardigi, farklh
matrikslere uygulanabilecek tek bir toplam antioksidan aktivite yontemi mevcut
degildir. Bu yontemlerin sahip olduklari problemlere ¢oziim getirme kapsaminda;
oksidatif stresle ilgilenen bilim adamlarma yararli olabilecek nitelikte, ¢ok sayida
fenolik antioksidanin gésterdigi antioksidan aktivitesinin glivenilir ve tekrarlanabilir bir
teknikle Ol¢iimii ve antioksidan kapasitelerini kiyaslamak amaciyla nesnel bir indeks
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu gereksinimden yola g¢ikarak calisma konusu;
antioksidan 6zellige sahip bazi polifenolik bilesikler icin tek tek ve bu antioksidan
maddelerin bulundugu sentetik ve gercek c¢ozeltiler icin antioksidan aktivite indeksi
gelistirip, bu indeksi diger antioksidan aktivite tayin yoOntemlerinin bulgular ile

karsilagtirmaktir.

Biyolojik stvilarin, saf bilesiklerin ve besin ekstrelerinin toplam antioksidan
kapasitelerini 6l¢mek i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir [2-23]. Bu ¢alismada; Anabilim

Dalr’ nda daha 6nce biyolojik bakimdan 6nemli indirgenler [24], sistein [25], vitamin E



[26], vitamin C [27] ve proteinler [28] i¢in gelistirilen spektrofotometrik bakir(Il)-
neokuproin  (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)  reaktifi ~ (Cu(I[)-Nc)  kullanilarak
spektrofotometrik yolla polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin tayin
edilmesi ve genel adi ‘bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasite tayini’ olarak
ifade edilen, CUPRAC [29] metodu olarak kisaltilan bu yontemin bilimsel c¢evrelerce
yaygm bir sekilde kullanilabilecek bir referans metod olacak bigimde uygulanmasi

amaclanmaktadir.

pH 7 ve lizerinde giivenilir sonuglar veren Cu(Il)-Nc reaktifi ile antioksidan kapasite
tayininin optimum deney kosullar1 (reaktif konsantrasyonu, pH, reaksiyon siiresi vb.)
belirlenerek ve polifenolik bilesiklerin Cu(II)-Nc kompleksini 450 nm’de maksimum
151k sogurmasi gosteren Cu(I)-Nc kompleksine indirgeme yeteneginden yararlanilarak
antioksidan kapasite degerleri hesaplanmistir. Asagida verilen polifenollerin
yiikseltgenmesi reaksiyonunda antioksidan polifenoller ayni zamanda indirgen maddeler
olduklarindan, kromojen Dbir oksidasyon araci olan Cu(l[)-Nc reaktifini

indirgemektedirler:

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc),” + Ar(=0), + 2n H" (1.1

Elde edilen kapasite degerleri troloks esdegeri (TEAC) cinsinden verilmistir. Bu
kapsamda bazi bitkisel ekstreler incelenmistir. Sonuglar; antioksidan kapasite, toplam
fenolik madde, askorbik asit ve troloks tayininde kullanilan diger referans yontemlerin

sonuglariyla istatistiksel olarak karsilastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ANTIOKSIiDAN NEDIR?

Bir kimyasalin indirgenmesi, elektron kazanmasi anlamima gelir. Yiikseltgenme ise
elektron kayb1 anlamina gelir. Rediiktan veya rediiksiyon araci elektron verirken, diger
bir reaktanin indirgenmesine neden olur. Oksidan veya oksidasyon araci da elektron
alarak diger reaktanin ylikseltgenmesini saglar. Yikseltgenme ve indirgenmenin bir
arada oldugu kimyasal reaksiyonlara redoks reaksiyonlar: denir. Redoks reaksiyonlari,
biyolojik oksidasyonlarin kalbidir. Indirgen (rediiktan) ve yiikseltgen (oksidan)
kimyasal terim olarak kullanilirken, antioksidan ve prooksidan terimleri biyolojik

sistemlerde kullanilmaktadir.

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik konsantrasyonlarda,
substratin prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da
geciktiren maddelerdir. Prooksidanlar ise lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda cesitli patolojik olaylara ve/veya
hastaliklara yol agan toksik maddelerdir. Reaktif tiirler i¢in kullanilan bir terimdir.
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu prooksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri,
serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
iiriinlere doniistliriirler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam icin

antioksidanlar1 6nemli kilmaktadir [30].

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan {retildikleri gibi, gidalar yoluyla da
almabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararl serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri),
flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze
tiikketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iligki

oldugu saptanmustir [31].



Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Polifenolik
bilesikler; kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis maddelere kadar
cesitlenebilen bitkisel maddelerdir [32]. Bu bilesikler oksidatif diizende farkli sekillerde
davranirlar. Ornegin oksijen konsantrasyonunu diisiirebilirler veya singlet oksijeni
durdururlar. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri yutucu 6zelligini kullanarak

zincir reaksiyonlarin baglamasini 6nlerler, metal iyon katalizorlerini baglarlar [33].

Gidalarda dogal olarak bulunduklar gibi, gida sanayisinde iiriinlerin kalitesini korumak
ve besinsel degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan eklenirler. Besinlerin
acillasmasini, ¢iirimesini geciktirici 6zellige sahip bir grup kimyasal maddelerdir.
Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu otooksidasyonu yavaslatmak icin
kullanilmaktadirlar. Boylelikle yaglarin, tadini, kokusunu, rengini yani kalitesini ve raf
Omriinii uzatirlar. Ortamda pek az miktarda bulunsalar bile etkin olan maddelerdir. Bir
antioksidanin, besin maddelerinde kullanilmadan 6nce sagliga zarar1 olmadigi kesin

olarak saptanmalidir.

Zincirleme reaksiyon teorisine gore, oksijen ile otookside olabilen madde, oksijenle
birlesmekte ve bu sekilde meydana gelen etkinlesmis peroksit radikal ve molekiilleri,
enerjilerini maddenin yiikseltgenebilen diger molekiilerine aktarmakta ve bu suretle
besinlerdeki otooksidasyon devam etmektedir. Antioksidanlar bu zincir reaksiyonunu
koparici roli oynarlar. Yani bu bilesikler aktivasyon enerjisini kabul ederler, ancak bu
enerjiyi bagka molekiillere aktaramazlar. Bu sekilde, bir antioksidan molekiiliiniin araya
girmesiyle otookside olabilen maddenin bir¢ok molekiilii yiikseltgenmekten kurtulur
[32].

Antioksidanlarin etki mekanizmasini sematik olarak gdstermek gerekirse;

R + enerji - R- (R : yag molekiilii, R-: aktif yag molekiilii) 2.1
R-+0; > ROy (2.2)
RO, + AH - ROOH + A veya RO-+ AH — ROH + A- (2.3)
RO, +A- - ROOA (2.4)

(AH : Antioksidan molekiilli, A- : antioksidan etkin molekiilii)



Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar1 sirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar
yalniz siirli bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve belli bir noktadan

sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi ylikseltgenmeye devam eder.

Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya elektron dondr
araclar1 olarak indirgeme potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu olarak gostermis
olduklar1 potansiyel ile ifade edilir. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baghdir;
e Radikal siipiirme yetenegi
e Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gostermis oldugu reaktivite
(rediiksiyon potansiyeline bagli olan)
e Metal kelatlama potansiyeli

e Diger antioksidanlarla olan etkilesim [31]

2.2. ANTIOKSIDANLARIN YAPILARINA GORE SINIFLANDIRILMASI

2.2.1. Fenolik Antioksidanlar

Antioksidanlarin en Onemlileri fenol grubu igerenler ve bunlardan dihidroksi
tiirevleridir. Bunlarin temel 6rnegi hidrokinon olup tersinir olarak kinona yiikseltgenir.
Yalmz orto ve para polifenoller antioksidan o6zellige sahiptir. Fenoliin kendisi
antioksidan degilken yerdegisimli benzenler, birden fazla benzen halkasini igeren
aromatik bilesikler veya heterosiklik bilesikler, yapilar1 orto ve para hidroksi
bilesiklerine benziyorsa antioksidan olabilirler. Ornegin, susam yaginda bulunan
sesamol bir tek serbest hidroksi grubuna sahip oldugu halde, bu grup oksijenlerden

birine gore para pozisyonunda oldugundan, antioksidandir (Sekil 2.1).

Baz1 flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik antioksidanlardir. Dogal fenolik
antioksidanlardan bir diger grubu, tokoferoller yani E vitaminleri olusturur. Antioksidan
ozelligi en fazla olan1 5-tokoferoldiir. Sentetik antioksidanlardan fenolik yapida olanlar
propil gallat, oktil gallat, dodesil gallat, nordihidroguayaretik asid (NDGA), butillenmis
hidroksi anisol (BHA), butillenmis hidroksi toluen (BHT) ve tersiyer butil hidrokinon’
dur (TBHQ) [32].
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Sekil 2.1: Sesamol

2.2.2. Aromatik Antioksidanlar

Aromatik amino antioksidanlar da genellikle fenollii antioksidanlara benzerler, yalniz
hidroksi gruplar1 kismen veya tamamen amino gruplart ile yer degistirmislerdir.

Bunlardan biri para izo butil amino fenol’dur [32].

2.2.3. Organik Siilfiir Bilesikleri

Kuvvetli antioksidanlardan bir grubu da kiikiirtlii organik bilesikler olusturur. B, ’-
ditiyo propiyonik asid ve esterleri, 6zellikle dilauril ve distearil ditiyopropiyonatlar ¢ok

etkili antioksidanlardir (Sekil 2.2). Ozellikle yaglarda % 0,01 oraninda kullanilirlar [32].

Sekil 2.2: Dilauril ditiyopropiyonat



2.3. ANTIOKSIDANLARIN ETKi MEKANIZMALARINA GORE
SINIFLANDIRILMASI

2.3.1. Primer Antioksidanlar

Birincil ya da zincir pargalayan antioksidanlar; elektron vererek serbest radikal zincir
reaksiyonunu kiran ve ¢ogunlukla fenolik yapidaki bilesiklerdir. Serbest radikallerle
reaksiyona girerek, daha kararl {irtinler olusturup, hidroperoksit olusumunu engellerler.
Sentetik veya dogal yapida olabilirler. Tokoferoller, flavonoidler, alkali gallatlar, BHA,
BHT ve TBHQ en 6nemlileridir [32].

2.3.2. Sekonder Antioksidanlar

Oksidasyon hizin1 azaltabilen bilesiklerdir. Etki mekanizmalar;; metal iyonlarini
yakalamak, oksijen molekiiliinii tutmak, hidroperoksitleri radikal olmayan bilesiklere
parcalamak, ultraviyole i1sinlarim1 absorblamak veya oksijen atomunu etkisiz hale
getirmek seklinde olabilir. Bu antioksidanlar ‘antioksidan sinerjistler’dir. Tek baglarina
bulunduklar1 ortamlarda antioksidan etkileri ¢ok diisiiktiir veya hi¢ gostermezler. Ancak
ortamda iki antioksidan madde bulunursa yalniz olarak gosterdikleri etkiden daha ¢ok
etkili olurlar. Bu sekilde antioksidan etkisini arttiran maddelere sinerjist denir. Askorbik
asid, limon asidi, bircok aminoasid, polifosfatlar ve tartarik asid gibi maddeler fenollii

antioksidanlarin etkilerini arttirirlar [32].

2.4. DOGAL ANTIOKSIiDANLAR VE ANTIOKSiDAN AKTiVITELERI

2.4.1. C-Vitamini

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini (Sekil 2.3), diger adiyla askorbik
asid, meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan
sondiirebilen giiglii bir antioksidan kaynagidir. Ayrica cesitli besin maddelerinde
acillasma ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini 6nler. Dogal kaynaklardan elde

edilebildigi gibi kimyasal olarak da sentezlenebilirler [34].



OH  HO

HO

OH

Sekil 2.3: C- vitamini
2.4.2. E-Vitaminleri (tokoferoller)

Dogada 7 farkli izomer yapisinda bulunan tokoferoller, baslica bitkisel iiriinlerde
mevcutturlar. Hayvan organizmasi pek az miktarda icerir. Ozellikle bitkisel yaglarda,
yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, siit, yumurtada bulunurlar.
Tokoferollerin kimyasal yapilar1 birbirine benzese de, bunlarin biyolojik etkileri
oldukca farklidir. 3 metil grubu tasiyan a-tokoferol vitamin olarak en etkili olanidir ve
sadece ‘E-vitamini’ dendiginde a-tokoferol anlasilir. 3 ve y tokoferoller, o izomerinin
yarisi kadar, & izomeri ise ancak ylizde biri kadar etkilidir. Tokoferoller, monofenolik
yapidaki dogal antioksidanlardir. Antioksidan etkileri vitamin etkilerinin tersine olarak
o’dan y’ya dogru artar [32].

OH
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Sekil 2.4: a-tokoferoliin kimyasal yapisi
2.4.3. Polifenolik Bilesikler
Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarm en

genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir.

Besin fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir.

Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir. Bitki
polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr

antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu kelatlama



oOzelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar [11]. Bir polifenoliin antioksidan

olarak tarif edilebilmesi i¢in iki temel sart1 saglamasi gerekir:

e Okside olabilen substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,
geciktirebilmeli veya dnleyebilmelidir [35].

e Siiplirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte
kararli olmalidir [36].

2.4.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler; dnemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diigiik molekiil agirlikli
ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan olusan
heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar.
Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak ifade edilir. Karbon atomlar1 C
halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki karbon atomlar1 ise tissii (°)
rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.5). Dogada, bircogu yaprak, ¢icek ve kdkte bulunan
4000’den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur. Meyve, sebze, sarap, kakao ve cayda bol
miktarda bulunurlar. Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagh
olan bir¢ok fenolik hidroksil gruplar1 igerirler. Metal kelatlama, lipid peroksidasyonunu
engelleme, reaktif oksijen tlirlerini iceren diger prosesleri azaltma oOzellikleri vardir.
Yiyeceklerde genellikle 3-orto glikozidleri ve polimerleri seklinde bulunurlar. Glikozit
birimi genellikle glukozdur ancak glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve ramnoz da

bulunabilmektedir. Bu bilesikler yapilarma baglanan gruplarin ¢esidi, pozisyonu ve

sayisina gore farkli radikal yutma ve kelatlama aktivitesine sahiptirler [37].

3!‘

Sekil 2.5: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi [37]

Flavonoidler, fenolik ve furan halkalarindan olusan benzo-y-furan tiirevleridir [37]. Bu

bilesikler; A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil, metoksi ve
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glikozid yan gruplar igerirler. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler flavonoidleri

cesitli

smiflara ayirmaktadir [31]. Bu smiflardan biri antoksantinler digeri

antosiyaninlerdir. Antoksantinler kendi arasinda 5 farkli sinifa ayrilmaktadir:

1. Antoksantinler

Flavanoller
Flavonlar

Flavonoller
Flavanonlar

[zoflavonlar

2. Antosiyanin ve antosiyanidinler

flavon flavonol

antosiyanidin flavanon

Sekil 2.6: Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari

Flavonoidler smifinin temel maddesi 2-fenil kromon olan flavon’dur. En &nemli

flavonlar; rutin, apigenin, krisin ve luteolin’dir (Sekil 2.7). Rutin kuersetinin glikozidi
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olup kirmizi sarap ve domateste mevcuttur. Apigenin; maydonoz ve kereviz sapinda,

krisin; meyve kabugunda, luteolin ise ac1 biberde bulunmaktir.

rutin krisin

apigenin luteolin

Sekil 2.7: Rutin, apigenin, krisin ve luteolin’ in kimyasal yapisi

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3. karbon atomuna bagli bir hidroksil grubu
tagirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygm olarak bulunan smifidir. En 6nemli
flavonoller kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferol’dur. Kuersetin flavonoidlerin en
onemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda, elmada ve lahanada bol

miktarda bulunur [11].

kuersetin mirisetin
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fisetin kaempferol

Sekil 2.8: Kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferoliin molekiiler yapisi

Flavonun dihidroksi tiirevi flavanon’dur. En 6nemlileri naringenin, naringin, hesperidin
ve hesperetin’dir. Naringenin 3-hidroksi flavanon’dur. Greyfurtun karakteristik aciligini
veren bilesik naringeninin glikozidi olan naringin’dir. Turunggillerden eksi portakalda
bulunur ve son derece acidir. Naringinin aglikonu olan naringenin ise act degildir.

Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda bolca bulunur. Hesperidin, hesperetinin

glikozididir.
OH
o
= | Fh- Ghuc 02~
S |
7 o
H
naringenin naringin
oH oH
Onle Onle
HO. 2 Fh- b 0.2~
| |
I GH I EH
H H
hesperetin hesperidin

Sekil 2.9: Naringenin, naringin, hesperetin ve hesperidinin kimyasal yapilari

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik B halkasinin, C halkasinin 3. karbon

atomuna baglanmasiyla olusur. Genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olan
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genistin ve daidzin baglica izoflavonlar olup soya fasulyesi ve soya fistiginda mevcuttur

[38].

-"'\-\.\_\_h_\ ‘-‘\\_

Al S all

genistein daidzein

Sekil 2.10: Genistein ve daidzeinin kimyasal yapilar1

Flavonollerin C halkasinda bulunan cifte bagl oksijen atomunun yerine -CH, grubu
geldiginde flavanol olusur. Flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En 6nemlileri katesin
ve epikatesin’ dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlar1 sonucu katesin
ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve siyah g¢ayda,

kirmizi ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada bol miktarda bulunurlar [11, 32, 39].

OH

epikatesin gallat epigallokatesin gallat

Sekil 2.11 Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin gallatin
kimyasal yapilar1
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Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun
baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar1 antosiyanidinler’dir. En Onemlileri;
apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir. Renkli meyvelerde 6zellikle kirmizi ve

mor renkli meyvelerde bol miktarda bulunur [32].

apigenidin delfinidin

Sekil 2.12: Siyanidin, malvidin, apigenidin, delfinidinin kimyasal yapilar

Flavonoidlerin ve metabolitlerinin antioksidan aktivitesi halkali c¢ekirdeksel
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin yerlesmesine baghdir. Flavonoidlerin yapilarindaki
siibstitiientlerin yerlesimi flavan iskeletinin tek bagina gdstermis oldugu antioksidan
aktivitesinden daha yiiksek olabilmektedir. Bircok polifenolik antioksidan birbirleriyle
karsilagtirildiginda, hem konfigiirasyonun hem de toplam hidroksil gruplarinin
antioksidan aktivitesini biiyiik oranda etkiledigi goriilmiigtiir [40-42].

Serbest radikal siiplirme kapasitesinin hidroksil siibstitiientlerinin yiiksek reaktivitesine

bagli oldugu asagidaki reaksiyonda goriilmektedir:
A-OH + R — A-O'+ RH (2.5)

Flavonoidlerin yapilarina bagli olarak antioksidan kapasitelerinin farklilagmasinda

kapasite degerlerini belirleyen birka¢ husus vardir:
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e B halkasindaki o-dihidroksi yapis1 (radikal formun yiiksek kararliligini saglayan
ve elektron delokalizasyonuna katilan)

e 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ifte bag (C halkasinda 4. karbon atomunda
keto grubu olusturan ve radikalin B halkasindan elektron delokalizasyonunu
arttiran)

e C ve A halkalarindaki 3. ve 5. pozisyondaki hidroksil gruplart (maksimum

radikal-siipiirme potansiyeli i¢in gerekli olan)

Flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken, yapiya

baglanan sekere ve cinsine gore de azalir [36].

B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu; reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS)
tiirlerinin stipiiriilmesinde en énemli 6gedir. B halkasindaki hidroksil gruplar; hidroksil,
peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlari kararli hale

getirirler [40].

B halkasindaki 3’,4’-katesol yapist lipid peroksidasyonunu ¢ok kuvvetli sekilde azaltir
[43]. Bu yerlesim ¢ogu antioksidanin en gdze carpan Ozellikleridir. Ornegin luteolin
kaempferol’den daha giiclii antioksidan kapasitesine sahiptir. Her ikisi de benzer
hidroksil konfigiirasyonuna sahip olmalarina ragmen kaempferol B halkasindaki katesol
yapisindan yoksundur (Sekil 2.7, 2.8). Katesinin radikal siiplirme yetenegi ¢ogunlukla
bu katesol yapisina sahip olmasindan kaynaklanir (Sekil 2.11). Katesol veya pirogallol
sistemlerinden yoksun flavonlar kararsiz radikaller olusturur ve zayif siipiiriiciilerdir

[41, 42].

Flavonoidler tarafindan serbest radikallerin siipiiriillme yetenegi, en ¢ok serbest 3-OH
grubunun varhigina baghdir. 3-OH ve 3°,4’ katesol yapisina sahip olan flavonoidler
radikallere kars1 daha etkilidirler. Ornegin kuersetin, siyanidin ve katesinin antioksidan
kapasiteleri bu o6zelliklerinden dolay1 yiiksektir [37]. Sekil 2.13 de, ¢ok giicli bir
antioksidan olan kuersetinin kimyasal yapis1 iizerinde antioksidan kapasitesini
belirleyen 0Ozellikleri inceledigimizde, bu Ozelliklerden en Onemlisi daha Once
belirtildigi gibi sar1 renkle gosterilen katesol veya orto-dihidroksillenmis B halkasidir.

Diger 6nemli ozellikler; C halkasinda kirmizi renkle gdsterilmis olan doymamis yapi,
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yesil renkle gosterilen 4-okso fonksiyonunun varligidir. Katesol grubu ve diger

fonksiyonlar (mavi renkli) demir ve bakir gibi transizyon metallerini kelatlama yetenegi

saglar [44].

Sekil 2.13: Flavonoidlerin klasik antioksidan kapasitelerini belirlemede dnemli olan &zellikleri

Tablo 2.1: Flavonoidlerin siiflandirilmasi, adlari, siibstitiisyon modelleri ve besin kaynaklari

gosteren kimyasal yap1

SINIFI ADLARI SUBSTITUSYON BESIN
MODELLERI KAYNAKLARI
Flavanol (+)-Katesin 3,5,7,3°,4’-OH Yesil ve siyah ¢ay
(-)-Epikatesin 3,5,7,3°,4’-OH Yesil ve siyah ¢ay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4°,5’-OH Yesil ve siyah ¢ay
Epikatesin gallat 3,5,7,3°,4’-OH,3-gallat Yesil ve siyah ¢ay
Epigallokatesin gallat 3,5,7,3°,4°,5’-OH,3-gallat Yesil ve siyah ¢ay
Flavon Krisin 5,7-OH Meyve kabugu
Apigenin 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz sap1
Rutin 5,7,3’,4’-OH, 3-rutinoz K.sarap, domates
kabugu, turuncgiller
Luteolin 5,7,3°,4’-OH Kirmizi biber
Flavonol Kaempferol 3,5,7,4’-OH Brokoli, greyfurt, cay
Kuersetin 3,5,7,3°,4-OH Sogan, brokoli,
domates, cay, k. sarap,
mor meyveler,
zeytinyagl, elma
Mirisetin 3,5,7,3°,4°,5°-OH Uziim, bégiirtlen,
Morin 3,5,7,3°,4°,5-OH K.sarap
Fisetin 3,7,3’,4’-OH K.sarap, mor meyveler
Flavanon Naringin 5,4’-OH, 7-ramnoglukoz Turunggiller, greyfurt
Naringenin 5,7,4’-OH Turunggiller
Taksifolin 3,5,7,3’,4’-OH Turunggiller
Hesperidin 3,5,3’-OH,4’-OMe,7-rutinoz  Portakal
Hesperetin 3,5,3’-OH,4’-OMe Portakal
Izoflavon Genistin 5,4’-OH,7-glukoz Soya fasulyesi ve fistig1
Genistein 5,7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistig1
Daidzin 4’-OH, 7-glukoz Soya fasulyesi ve fistig1
daidzein 7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistig1
Antosiyanidin  Apigenidin 5,7,4’-OH Renkli meyveler
Siyanidin 3,5,7,3°,4’-OH Visne, ¢ilek, bogiirtlen
Malvidin 3,5,7,4’-OH, 3°,5’-OMe Kirmizi iziim ve sarap
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2.4.3.2. Fenolik asitler

Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, diger ismiyle fenil propanoidler,
hidroksi sinnamik ve hidroksi benzoik asitleri iceren iki gruptan olusur. Fenolik asitlerin
cogunu hidroksi sinnamik asitler olusturur [39]. L- fenil alanin veya L- tirosinden p-
kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve klorojenik asit meydana gelir. Yapilarindaki -
CH=CH-COOH gruplarmin varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini arttirmakla birlikte
benzoik asitlere gore radikalleri daha kararli hale getirebilirler. Benzoatlardan daha
etkilidirler. Hidroksi benzoik asitler yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarimin
yerlesimi ve sayilarina gore cesitlenirler. Bunlardan birkagi; gallik asit, vanilik asit,
siringik asit, resorsilik, protokatesuik asit’dir. Mono hidroksi benzoatlar etkili hidroksil
radikal stipiiriiciilerdir ¢iinkii hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite
gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile karboksilat grubu arasina metilen grubu
girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto ve meta hidroksi tiirevleri 1 mM’a yakin
antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi benzoik asit tiirevlerinin antioksidan
aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina bagl olup, o-p pozisyonlarinda aktivite

yiiksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda aktivite diger [11].

CH=CH CO.H
[ CH=CH COH CH=CH CO.H CH=CH COH
@ : | |
i : e ©\0Me aMD’©\OMe
¥ 2 o o
p-kumarik asid kaffeik asid ferulik asid sinapik asid

e

OH OH
OH

gallik asid protokatesuik asid vanilik asid
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Obl: OH
OMe OH
siringik asid resorsilik asid

Sekil 2.14: Fenolik asitlerin kimyasal yapilari

2.4.3.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler, yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Yogunlagmis tanenler bu
gruba girerler. Bugiin besin tanenleri denilince genellikle katesin ve epikatesinin
polimerleri anlagilmaktadir. Koyu renkli ve tadi buruk bilesiklerdir. Kirmiz1 ve beyaz

sarapta, elma ve nar suyunda mevcutturlar [39].

H
| = OH
!
OH
P ]‘q.\_b_.--"

S P

Ol H
OH S OH
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O
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=B OH
OH
'| 5 /OH
1
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Sekil 2.15: Fenolik polimerlerin yapisi
2.4.4. Karotenoidler

Karotenoidler; bitkilerde sentezlenirler, fakat hayvanlar i¢in Onemlidirler. Yiiksek
derecede doymamis izoprenidlerdendir. Cifte baglarin konjuge olusundan kuvvetli
renklidirler. Acik saridan kirmiziya kadar renkli, bir¢cok bitki ve hayvanlarda bulunan,
azot icermeyen, suda ¢ozlinmeyen fakat yaglarda ve organik c¢oziiciilerde ¢Oziinen
pigmentlerdir. Bir¢cok sebze, meyve ve ¢igeklerin karakteristik renkleri bunlardan ileri
gelir. Havug, misir, domates, tereyagi, siit, yumurta sarisi ve birgok meyvede bolca

bulunur. En yaygin kullanilan1 A-provitamini olarak da bilinen p-karoten’dir. A-
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vitamininin kendiliginden antioksidan o6zelligi bulunmazken, [-karoten antioksidan

aktiviteye sahiptir [32].

Sekil 2.16: B-karotenin yapisi

2.5. SENTETIK ANTIiOKSIDANLAR

2.5.1. Butillenmis Hidroksi Anizol (BHA)

Butillenmis hidroksi anizol (BHA), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolay ¢oziinebilen
etkili bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baglica iki izomer olan 3-
tersiyer butil-4-hidroksi anizol ve 2-tersiyer butil 4-hidroksi anizol karigimidir. Zehirli
degildir ve katildigi maddeye higbir koku asilamaz. Anizolde benzen halkasindaki
yerdegistirenlerin, maddenin antioksidan etkisi bakimindan rolii biiyiiktiir. Hidroksi
grubunu 5. veya 6. karbon atomunda tasiyan bilesikler antioksidan degilken 4 iizerinde
tagtyanlar antioksidan 6zellik gosterir. Bunun haricinde diger yerdegisenlerin yer ve
yapisi da rol oynar. Ornegin; 3-tersiyer butil 4-hidroksi anizol, 3-metil veya 3 n-butil
tiirevlerinden daha etkilidir. Yerdegisenin 3 no’lu karbon atomuna bagli olmasi da
etkiyi arttirir. BHA, gidalarda % 0,02 oraninda kullanilir. Ozellikle hayvansal yaglar, bu
yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve patates cipsinde etkili antioksidan olarak kullanilirlar

[32].

N

] OH

C4aHa

Sekil 2.17: Butillenmis hidroksi anizoliin (BHA) kimyasal yapis1
2.5.2. Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT)
Butillenmis hidroksi toluen hayvansal yaglarda ve etlerde cok, bitkisel yaglarda az

etkilidir. BHA ile benzer 6zelliklere sahiptir. Gidalara ilave edilme islemleri sirasinda

uygulanan ¢ok yiiksek sicakliklara dayanikli degildir. % 0,01 oraninda kullanilir [32].
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oH

C4Hy

Sekil 2.18: Butillenmis hidroksi toluenin (BHT) kimyasal yapis1
2.5.3. Gallatlar

Gallatlardan 6zellikle kullanim alanina sahip olanlar; propil, oktil, dodesil gallatlardir.
Yaglar icin etkili antioksidanlar olup gallik asidden esterlesme suretiyle (katalizor
olarak anorganik asidleri kullanarak) elde edilirler. FDA tarafindan yalmiz propil
gallatin et yaglar icin kullanilmasma miisaade edilmistir. Bununla birlikte diger
esterlerin farkli fizyolojik etkiye sahip olacagi pek kesin olarak gosterilmis degildir.
Gallik asid esterleri % 0,01 oraninda ¢ok etkilidirler. Yalniz demirle yaga hafif bir
menekse renk verdirtir. Onun i¢in bunun kullanildig1 yagda demir bulunmamasi gerekir

[32].

HO \ / 3

HO OH

Sekil 2.19: Propil, dodesil ve oktil gallatlarin kimyasal yapilar1 (R: CsH5, Ci,Has, CisHs7)

2.5.4. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

Diger sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar i¢in en etkili sentetik antioksidan
tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) dur. Yiksek sicakliklara dayaniklidir. Avrupa’da
kullanimi yasaklanmigtir. Gidalara % 0,02 oraninda katilir [32].
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2.5.5. Nordihidroguareyetik asid (NDGA)

Nordihidroguayaretik asid (NDGA) toksik etkisi yiiksek, yagdaki ¢oziiniirligii az olan
bir sentetik antioksidandir. Ozellikle domuz yag1 igin etkili bir antioksidandir. Gidalara

% 0,01 oraninda katilir, pigirilmis besinlerde bile etkisini korur [32].

CsH7—C3Hy

HO OH

OH HO

Sekil 2.20: Nordihidroguayaretik asidin (NDGA) kimyasal yapisi

2.6. SPEKTROSKOPIK ANTIOKSIDAN KAPASITE YONTEMLERI

Biyolojik sivilarin, saf bilesiklerin, besin ekstrelerinin ve komponentlerinin toplam
antioksidan aktivitesini 6l¢mek i¢in ¢ok sayida metod gelistirilmistir. Literatiirde var
olan toplam antioksidan aktivite yontemleri kapsamli bir literatiir ¢calismasinda ele

alinmustir [45].

Bu yontemleri birkag siif altinda toplayabiliriz:

1. Bir ornekte bulunan tiim antioksidanlarin tiikenmesi igin gerekli zamanin
Ol¢limiine dayanan yontemler. Bu yontemler, Wayner ve arkadaslar tarafindan
gelistirilen orjinal TRAP (Toplam Radikal Antioksidan Potansiyeli) yonteminin
[6] modifikasyonu sonucu gelistirilmistir.

2. Tayin edilecek antioksidan bilesigin serbest radikal bulunan bir ortama ilave
edilmesi sonucu radikalin tiikketiminin dl¢limiine dayanan yontemler.

3. Verilen bir serbest radikal prosesinin hizinin goézlenip analiz edilecek 6rnegin
ilavesinden sonra bu hizin nasil azaldiginin degerlendirilmesine dayali
yontemler.

4. Toplam antioksidan miktarim1 6rneklerin indirgeme kapasitesiyle baglantili

kilan yontemler.
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2.6.1. FRAP (Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Metodu

[k olarak Benzie ve Strain tarafindan plazmanin demir (III)’{i indirgeme yeteneginden
yararlanilarak  antioksidan giiclinli 6lgmek i¢cin  gelistirilen bu metodda,
demir(lD)tripridiltriazin (Fe(Il)-TPTZ) kompleksi antioksidan (indirgen) vasitasiyla
diisiik pH ortaminda demir(ID)tripridiltriazin (Fe(II)-TPTZ) kompleksine indirgenir.
Meydana gelen Fe(II)-TPTZ kompleksinin rengi siddetli mavidir ve 593 nm’de

maksimum absorbans vermektedir [14].

Basit ve ucuz bir yontem olan FRAP metodu renkli bir bilesik olusturmak iizere
antioksidanlarin indirgeyebilme yetenegini 6lgmektedir. Fe(IIl) bir oksidandir ancak bir
prooksidan degildir. Fe(Il) ise H,O, ile etkilesmesinden dolay1 bir prooksidan olabilir.
Ciinkii etkilesim sonucunda viicutta bulunan en zararli serbest radikal olan hidroksil
radikalleri olusur. Bu durumda bu yontemde bir bilesigin Fe(III)’ii Fe(II)’ye indirgeme
yeteneginin ‘antioksidan giicii’ olarak ifade edilmesi nasil olabilir sorusu akla
gelmektedir. Bu sorunun cevabi sudur: askorbik asit ve iirik asit gibi bazi antioksidanlar
hem reaktif tiirleri hem de Fe(Ill)’ii indirgeyebilmektedir ve Fe(Ill)’ii indirgeme
yetenekleri reaktif tiirleri indirgeme yeteneklerine yansimaktadir. Ancak Fe(III)’i
indirgeyebilen her rediiktan antioksidan olamaz. Kisaca, prooksidanlar1 kuvvetli bir

sekilde indirgeyebilen bir antioksidan Fe(IIl)’1i de ayn1 siddette indirgemeyebilir.

Bu yontemin diger bir 6zelligi de biyolojik bir 6rnekte bulunan antioksidanlarin hem
Fe(Ill)-TPTZ kompleksini Fe(II)-TPTZ kompleksine indirgemesi hem de Fe(Il)
iyonlarinin ortamdaki H,O, ile reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikalleri ile
etkilesmesinden dolay1 antioksidan kapasitesinin direkt olarak dl¢iilememesidir. Diger
bir degisle, FRAP metodu toplam antioksidan giicii tayin edebilen dolayli bir metoddur
[30]. pH=3.6"da uygulanan FRAP yontemi fizyolojik pH’larda ¢alismadigindan bulunan
sonuclarin insan viicudundaki redoks reaksiyonlarina uyarlanmasi beklenmemelidir.
Yontemin asidik pH’larda ¢aligmasi, protonlarimi vermemis bazi antioksidanlarin kolay
ylikseltgenememesine ve dolayisiyla toplam antioksidan kapasitesinin oldugundan

diisiik bulunmasina yol acabilmektedir. Ayrica bu yontemin diger bir eksikligi, plazma
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antioksidanlarin1 dolayli olarak dlgerken ‘in vivo’ kosullarda 6nemli bir tiyol (-SH)

grubu antioksidani olan glutatiyon ile reaksiyon vermemesidir.

2.6.2. TEAC ( Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) / ABTS Yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS yontemi, ilk
olarak Miller ve dig. tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem; 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal katyonunun absorbansinin
hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesine dayanan bir metoddur.
Absorbanstaki azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi troloks (E
vitamini analogu) cinsinden verilmektedir. Aktivitesi Olgiilecek bilesigin 1 mM’lik
¢ozeltisinin aktivitesine esdeger olan troloksun milimolar konsantrasyonu (TEAC)
aktiviteyi ifade eder. Orjinal metodda ABTS™ katyonu (Sekil 2.21) metmiyoglobinin
H,0; ile aktivasyonu sonucu meydana gelen ferrilmiyoglobin radikal tiirlerinin ABTS
ile etkilesiminden meydana gelmektedir. ABTS™ radikal katyonunun karakteristik uzun

dalgaboylu absorbsiyon spektrumu 660, 734 ve 820 nm’de maksimum vermektedir

(Sekil 2.22) [2, 12].
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Sekil 2.21: ABTS™ katyonunun yapist
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Re ve dig. [17] tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde ise ABTS™ radikal
katyonu ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu olugmaktadir. Olusan
radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayanikhidir. Gelistirilen
metodun orijinal metoddan farki hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara
uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi olmasidir. Yani sisteme
antioksidan ilave edilmeden once radikal katyonu olusmaktadir. Orijinal metodda ise

antioksidan varliginda radikal meydana gelmektedir.

Ugiincii grupta bulunan yontemlerde kullanilan kromojen radikallerin kararlihig pek ¢ok
etkene baglidir ve bu sistemlerde verilen bir bilesik tarafindan gergeklestirilen
indirgeme olaymin, radikal siiplirme yeteneginden mi yoksa radikal olusumunun

baslangi¢ hizin1 azaltmasindan mi kaynaklandigi tam olarak belli degildir[45].
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Sekil 2.22: ABTS radikal katyonunun absorpsiyon spektrumu.

TEAC metodunun diger bir modifikasyonu van den Berg ve dig. tarafindan
gelistirilmistir. Bu c¢aligmada bir azo bilesigi olan 2,2’-azobis-(2-amidinopropan)HCI
(ABAP) kullanilarak ABTS" radikal anyonu olusturulmustur. Yontemde antioksidanlar
radikalin olugsmasindan 6nce eklenmektedir. Boylece radikal olusumuna etki edecek
olan bilesiklerin enterferansini 6nlemektedir. Bu yontemde de hem hidrofilik hem
lipofilik antioksidan kapasitesi Olciilebilmektedir [46]. Diger bir yenilik Arnao ve dig.
tarafindan ortaya konulmustur. Burada ABTS radikalinin olusumunda HRP (horse
radish peroxidase) kullamilmistir. ABTS/H,O,/HRP enzimatik sistem kullanilarak
hidrofilik ve lipofilik antioksidan aktivitesi l¢iilebilmektedir [47].

2.6.3. DPPH Yontemi

Bu yontem; antioksidanlarm kararli bir serbest radikal olan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6l¢cmeye dayali bir yontemdir. Bu radikal
hidrojen donérlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli DPPH radikali
517 nm’de maksimum absorbsiyon verir. Etanol veya metanolli DPPH c¢o6zeltisine
antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin
varligiyla radikalin rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem antioksidanlarin radikal

siipirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak bilinmektedir
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[18]. Ancak dogaldir ki DPPH radikalini siipirme yetenegi, fizyolojik kosullarda etkin

olan ROS ve RNS radikallerini siiplirme yetenegi ile bire bir bagdastirilamaz.

2.6.4. Folin Ciocalteu Yontemi

Bu yontem Singleton ve dig. [21-22] tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik igerigini
6lgmek icin gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSOy4 (bakir(Il) siilfat) alkali ortamda
protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfo-molibdik-
fosfotungstik reaktif) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya
antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan aciga c¢ikan Cu(I) olasilikla molibdatotungstat
reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye doniigiir. Reaksiyon

tamamlaninca 750 nm’de Ornek absorbanslari 6lgiiliir.

2.6.5. TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi

Wayner ve dig. tarafindan gelistirilen toplam radikal tutma parametre (TRAP) yontemi
son 10 yildir plazma veya serumdaki toplam antioksidan kapasitesini O6lgmek igin
kullanilan baglica yontemlerden biridir.

Bu metodda; plazma ve diger biyolojik sivilarda bulunan peroksitlenebilen maddelerden
ve 2,2’-azobis (2-amido propan) hidrokloriirden (AAPH) meydana gelen peroksil
radikalleri kullanilir. Plazmaya AAPH’in ilavesinin ardindan reaksiyon sirasinda
tilketilen  oksijenin  Olciilmesiyle  yiikseltgenebilen maddelerin  oksidasyonu
gozlenmektedir. Bu oksidasyon indiiksiyon periyodu boyunca plazmadaki
antioksidanlar tarafindan engellenmektedir. Indiiksiyon periyodu &lgiilerek plazmadaki
toplam antioksidan kapasitesi, i¢ standart olarak kullanilan troloks esdegeri cinsinden
hesaplanmaktadir [6]. Wayner ve dig. orijinal TRAP yontemini modifiye etmislerdir.
Bu yeni yontemde, peroksil radikalleri tarafindan oksidasyon baglatilmadan once,
plazma Ornegine linoleik asit ilavesi yapilmistir [48]. TRAP yonteminin en onemli
dezavantaji, oksijen elektrodu ile ilgilidir. Oksijen elektrodu, gereken zaman
periyodunda kararliligmi saglayamamaktadir [12]. Ayrica TRAP indeksine C ve E

vitamini gibi antioksidanlarin az katki saglamasi 6nemli bir sakincadir.

2.6.6. Luminol Yontemi

Ik olarak Metsi-Keteldi ve dig. tarafindan 1991°de gelistirilen ve yaymlanan

kemiluminesans bazli TRAP yontemi, daha sonra Alho ve Leinonen tarafindan detayli
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sekilde tanimlanmistir [19]. AAPH bilesiginden meydana gelen peroksil radikallerinin
yiikseltgenebilir substrati (luminol) oksidasyonu sonucu 151k yayan luminol radikalleri
olugmaktadir. Olusan 151k luminolmetre denilen cihazlarla dlgiilmektedir. Antioksidan
Ozelligi olan bir madde, kemiluminesans i1simasinin olusumunu belli bir zaman
(gecikme zamani) i¢in engeller. Gecikme zamani bir ornekteki toplam antioksidan
potansiyeli ile dogrudan orantilidir. Elde edilen sonuclar troloks esdegeri cinsinden

hesaplanmaktadir.

Whitehead ve dig. tarafindan orijinal luminol ydntemine bazi ilaveler yapilmustir.
Luminol maddesinin hidrojen peroksit veya perborat ile ylikseltgenmesinden
yararlanilir. Reaksiyonun daha hizli gerceklesebilmesi icin katalizor olarak HRP
kullanilmig ve 151k yayilmasi daha cabuk olmustur. Normal sartlar altinda bu reaksiyon
hizla azalan diisiik siddetli bir 151k yayilmasi olarak gerceklesir. Reaksiyon ortamina p-
iyodofenol ilave edildigi zaman 151k emisyonu daha siddetli, uzun siireli ve kararh hale
gelir. Isigin  luminol radikalleri tarafindan yayilmasi igin ortamdaki biitiin
antioksidanlarin tiiketilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu yontem antioksidan
girisimine karsi duyarhidir. Bu yontemin en Onemli dezavantaji, incelenen
antioksidanlarin yalnizca AAPH’dan olusan radikalleri degil luminol radikallerini de

indirgemesidir [3].

2.6.7. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA)

Temelini TRAP yonteminin olusturdugu bu ydntem, Valkonen ve Kuusi tarafindan
gelistirilmistir. Yontemde AAPH peroksil radikali olusturmak i¢in, DCFH-DA ise
ylikseltgenebilen substrat olarak  kullamilmigtir. Peroksil radikali ile DCFH-DA
arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucunda olusan diklorofloresin (DCF) yiiksek
floresans ozellige sahiptir. 480 nm’de uyarilip 526 nm’de emisyon yapmaktadir. 504
nm’de de maksimum absorbsiyon gostermektedir. Yontemin uygulanmasi sonucunda
DCF miktar1 ve buna bagl olarak toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir.
Toplam antioksidan kapasitesi iki asamada hesaplanmaktadir. ilk asamada, numune
icindeki antioksidanlarin kapasitesi gecikme zamani cinsinden hesaplanip ardindan ayni
numune lizerine miktar1 bilinen troloks ¢ozeltisi ilave edilir. Troloks ¢ozeltisi serbest

radikaller tarafindan tiiketildikten sonra ikinci gecikme zamani hesaplanir. Bu iki
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gecikme zamani arasindaki farktan yararlanilarak troloks cinsinden toplam antioksidan

kapasitesi hesaplanir [15].

2.6.8. TOSC (Toplam Oksiradikal Uzaklastirma Kapasitesi) Yontemi

Winston ve dig. tarafindan gelistirilmis olan bu yontem; AAPH bilesiginden meydana
gelen peroksil radikalleri tarafindan a-keto-y metiolbutirik asitin (KMBA) etilene

okside olmasina dayanir [16].

Kismen antioksidanlar tarafindan engellenen etilen oksidasyonu gaz kromatografisi ile
Olgiilmektedir. Toplam kapasiteyi elde etmek icin kullanilan denklem asagida

verilmistir:
TOSC = 100- (JSA / JCA x 100) (2.6)

SA: 6rnek reaksiyon egrisi

CA: kontrol reaksiyon egrisi

Antioksidan veya TOSC degerleri 0-100 arasinda verilmistir. Bu yontemde kullanilan
alan integralleri acik bir sistemdir, ¢linkii KMBA tarafindan olusan etilen iiretimi
antioksidanlarin tiiketilmesiyle artar. Uygun degerlerde kullanilan KMBA sinirlayict bir
faktor degildir. Bu yontemin plazma antioksidanlarimi degerlendiren bir uygulamasi

mevcut degildir [30].

2.6.9. Krosin Esash Yontemler

Plazma antioksidanlarimin antioksidan kapasitelerini 6lgmek icin Tubaro ve dig.
tarafindan gelistirilmis olan yontemde kinetik parametreler kullanilmigtir. Bu yontem;
AAPH tarafindan meydana gelen peroksil radikalleri sayesinde krosinin yiikseltgenmesi
(renginin giderilmesi) esasina dayanmaktadir. Krosinin peroksil radikalleri tarafindan
oksidasyon yani renk giderim hizi, ortamda antioksidan bilesiklerin bulunmadigi
haldeki hizi(Vy) ve bulundugu haldeki hiz1 (V), 10 dakikalik siire iginde Ol¢iliip
kaydedilir. [A ( antioksidan konsantrasyonu) / C (krosin konsantrasyonu) ] ile V¢/V
arasinda cizilen grafigin egimi, teorik olarak k, ( antioksidan ve peroksil radikalleri
arasindaki reaksiyon hiz sabiti) ile k. ( krosin ile peroksil radikalleri arasindaki

reaksiyon hiz sabiti) arasindaki orani (k,/K.) verir, yani peroksil radikalleri ile etkilesen
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bilesigin rolatif kapasitesini belirtir. Incelenen antioksidanim k,/k. degeri troloksun k,/k
degerine boliiniip sonuglar troloks esdegeri cinsinden ifade edilmektedir [20].

Tubaro ve dig., bu kinetik yaklasim sayesinde antioksidan koruma etkinliginin kesin
olarak degerlendirilebilecegine inanmaktadirlar. Ancak bu metod bir antioksidanin diger
bir antioksidana kars1 miicadele etme yetenegini 6lgmektedir. Ayrica kullanilan krosinin
konsantrasyonu sabittir fakat analizlenecek olan bilesigin farkli konsantrasyonlarinin
kullanilmasi igin farkli krosin konsantrasyonlar1 gerekmektedir. Bu yontemin diger bir
eksikligi, askorbik asid i¢in bulunan troloks cinsinden antioksidan kapasitesinin 7.7

olmasi ve bu sonucun diger metodlarla bulunanlardan ¢ok daha yiiksek olmasidir [30].

2.6.10. Fikoeritrin (PE) Esash Yontemler

Ghiselli ve dig. [5] tarafindan 1994 yilinda yayinlanan bu yontemin bir kismi1 daha 6nce
Glazer [8] tarafindan 1990 yilinda ifade edilmistir. Glazer, peroksil radikallerini
olusturmak icin AAPH, hidroksil radikallerini olusturmak i¢in Cu(Il)-askorbat,
yiikseltgenebilir substrat olarak B- veya R-PE kullanmistir. B- veya R-PE substratinin
peroksil veya hidroksil radikalleri varliginda gosterdigi floresansin zamanla lineer
olarak azaldig1 belirtilmistir. Bir numunedeki antioksidanlarin, peroksil veya hidroksil
radikallerine kars1 sagladigi tam koruma siiresi troloksun sagladigi tam koruma siiresine

oranlanarak troloks esdegeri cinsinden verilmistir.

Yeni bir yontem olarak yaymlanan Ghiselli’ nin yonteminde Glazer’ in gelistirmis
oldugu yonteme atif yapilmamistir. Ayrica yapilan calismada R-PE floresansindaki
azalmanin floresansin %80 tamamlanana kadar zamanla lineer olarak azaldigi
belirtilmistir. Ancak bu ¢alisma Cao ve dig. tarafindan tekrar yapildiginda ayni sonuglar

almamamustir [4, 13].

2.6.11. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

ORAC yontemi [4, 13]; biiylik oranda Glazer [8] tarafindan gelistirilip yayinlanan
caligmaya dayali bir yontemdir. Diger yontemden farki hidroksil radikallerinin
olugturulmasinda Cu(Il)-H,O, kullanilmasidir. Olusturulan serbest radikaller ile
yikseltgenir substrat olan p-PE arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucunda
fikoeritrinin (phycoerythrin) floresansindaki diisiis Olclilerek toplam antioksidan

kapasitesi hesaplanmaktadir. Serbest radikal etkisini inceleyen ve egri altinda kalan alan
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teknigini miktar tayininde kullanan bu yontem, antioksidanlarin serbest radikalleri hem
inhibe etme yiizdesini ve hem de siiresini tek bir deger olarak ifade edebilen bir
yontemdir [30]. Cesitli biyolojik Orneklerden saf bilesiklere kadar birgok maddeye
ORAC yontemi uygulanip antioksidan kapasiteleri tayin edilmistir [10, 49, 50].

ORAC yonteminde prooksidan olarak peroksil ve hidroksil radikalleri kullanilmasi,
yontemi prooksidan olmayan yiikseltgenler iceren yontemlerden ayirmaktadir.
Yontemde oksidasyon igin bir protein substrat (PE) kullanilmasi da substrat olarak
luminol [3, 19] veya krosin [20, 23] kullanilan ydntemlerden ayiran énemli bir farktir

[30].

2.7. LITERATURDE VAROLAN ANTIOKSIiDAN KAPASITE CALISMALARI

Spektroskopik antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerin icecek, sifal
bitkiler, besin eksraktlar1 ve serum gibi farkli ortamlara uygulandigi bir¢cok calisma
mevcuttur. Bu matriksler igerisinde fenolik bilesiklerin igerigi, antioksidan yetenekleri,
etkileri ve toplam kapasiteleri aragtirllmistir. Bu ¢aligmalardan birkagini 6rneklendirmek

yontemlerin en ¢ok uygulandigi alanlar belirlemek agisindan siiphesiz 6nemlidir.

Hirano ve dig. [51] ¢esitli flavonoidlerin DPPH radikaline ve LDL oksidasyonuna kars1
antioksidan yeteneklerini incelemislerdir. Calismalarinda; katesin, epikatesin,
epigallokatesin, epigallokatesin gallat, mirisetin, kuersetin, apigenin, kaempferol ve
luteolin flavonoidlerinin DPPH radikalini sondiirme kapasitelerini 6lgmiislerdir. 20
dakikalik inkiibasyon sonrasinda epigallokatesin gallatin en etkili, luteolinin ise en zay1f

radikal siipiiriicii oldugu sonucuna varmiglardir.

Flavonol ve glikozidlerinin LDL oksidasyonunu azaltic1 etkilerini arastiran Hou ve dig.
[52] kuersetin, rutin, morin, kaempferol ve glikozidlerinin AAPH ve Cu(Il) merkezli
peroksidasyona karsi etkili olduklarini saptamiglardir. o-dihidroksi gruplari igeren
flavonollerin fonksiyonel grup icermeyenlere oranla, aglikonlarin glikozidlere oranla

daha etkili olduklarmi belirtmislerdir.
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Lopez ve dig. [53] dogal antioksidan olarak fenolik bilesiklerinin kapasitelerini tayin
etmek i¢in bir floresans yontem uygulamiglardir. Bu yontem rutin, kuersetin, resveratrol
ve gallik asid igin 2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrokloriir tarafindan
peroksidasyon hizinin azalmasina bagli olarak B-fikoeritrin (B-PE) proteininin
floresansindaki azalmayi Olgmekten ibarettir. Reaktif tiirlerin varliginda protein
oksidatif hasara ugrar. Fenolik bilesikler tarafindan bu reaktif tiirlerin etkisinin azalmasi
o bilesiklerin reaktif tiirlere kars1 gostermis olduklar1 antioksidan kapasitelerinin bir
Olctiimiidiir. Antioksidan kapasitelerini belirlemede kullanilan referans bilesik trolokstur.

Kuersetin ve rutinin kuvvetli etki gosterdigi saptanmustir.

Arts ve dig. [54] yapmis olduklar bir ¢calismada, bir antioksidan bilesigin antioksidan
etkinligini tahmin edebilmek adma TEAC yonteminin uygulanabilirligini
degerlendirmislerdir. Bu sebeple diger yontemlerle bir karsilastirma yapilmis ve
birbirleriyle yapisal benzerlikler tasiyan katesol, resorsinol ve hidrokinon bilesiklerinin
en etkili olaninin resorsinol oldugu tespit edilmistir. Tersine, diger ydntemlerde
resorsinol diger bilesiklerden daha diisiik antioksidan kapasite gostermistir. Benzer
calisma flavonoidlerden galangin ve krisine uygulanmis ve birbirine yakin sonuglar
vermistir. Ancak diger yontemlerde galanginin daha kuvvetli bir antioksidan oldugu
goriilmiistiir. Krisin ve resorsinoliin TEAC yonteminde yiiksek kapasite gostermesi, bu
bilesiklerin ABTS' radikali ile etkilestikten sonra bazi reaksiyon iiriinleri vermesi ve bu
reaksiyon tirlinlerinin ilgili bilesiklerden daha fazla antioksidan etkisi gosterip radikal
ile daha hizli reaksiyon vermesinden kaynaklanir. Bu nedenden dolay1; katesol,
hidrokinon ve galangin ile olusan reaksiyon iiriinlerinin ABTS" radikali ile etkilesmeyip

TEAC degerine bir etkisi olmadig1 savunulmustur.

Plumb ve dig. [55] yesil bezelyede kuersetin ve glikozidlerinin varligim saptayip en
etkili olanin1 ortaya ¢ikarmak icin bir ¢aligma yapmistir. Bu ¢aligmaya gore kuersetinin
glikozidlerine gore daha yliksek kapasite gosterdigi belirtilmistir. Ayni grup, caydaki
flavonoid glikozidlerinin antioksidan kapasitelerini incelemislerdir [56]. Kuersetin ve
glikozidleri arasinda antioksidan yetenekleri bakimindan siralama yapildiginda
kuersetin > kuersetin monoglikozid > kuersetin diglikozid > kuersetin triglikozid olarak

siralandiklar1 savunulmustur.
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Kim ve dig. [57] spektrofotometrik metodlar kullanarak taze erikte bulunan polifenolleri
ve antioksidan Ozelliklerini aragtirmislardir. Fenolik icerigi HPLC yoOntemi ile tayin
edilip gallik asid esdegeri cinsinden verilmis, flavonoid icerigi de katesin esdegeri
cinsinden elde edilmistir. Antioksidan kapasiteleri C vitamini esdegeri olarak
hesaplanmistir. Cikan sonuclara gore erikteki polifenolik maddelerin toplam antioksidan
kapasitesine katkisinin ¢ok yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Erikte bulunan en
onemli flavonollerin kuersetin ve tiirevleri oldugu, rutinin yiiksek oranda bulundugu ve

neoklorojenik asidin en baskin polifenol oldugu gézlenmistir.

Firuzi ve dig. [58] kendileri tarafindan modifiye edilmis FRAP yontemi ve siklik
voltametri yontemleri ile yapilar1 birbirinden farkli 18 adet flavonoidin antioksidan
kapasitelerini hesaplamiglardir. Her bir flavonoidin + 0.3 V ( mirisetinin potansiyeli) ile
+ 1.2 V (5-hidroksi flavonun potansiyeli) arasinda degisen oksidasyon potansiyellerini
Olgmislerdir. Siklik voltametri ile FRAP songlarinin birbiriyle uyumlu oldugunu
gozlemislerdir. Kuersetin, fisetin ve mirisetinin oksidasyon potansiyellerinin ¢ok diisiik
oldugunu ve FRAP yontemine gore bu bilesiklerin sirasiyla 3.02, 2.52, 2.28 troloks
esdegerinden antioksidan kapasitelerine sahip olduklarinm1 bulmuslardir. Bulduklari
sonuglar1 degerlendirerek B halkasindaki o-dihidroksi yapismin ve C halkasindaki 3-
hidroksi grubu ve 2,3 cifte baginin antioksidan kapasitesi ile ¢ok yiiksek oranda iliskili

oldugu sonucuna varmiglardir.

Yilmaz ve Toledo [59] lizimiin ¢ekirdegi ve kabugunda bulunan temel flavonoidleri ve
katesin, epikatesin ve gallik asidin antioksidan kapasitelerini arastirmiglardir. Bu
flavonoidlerin iiziimiin toplam antioksidan kapasitesine olan katkisini incelemislerdir.
Cekirdekte bulunan flavonoid miktarmin kabukta bulunanlardan daha fazla oldugu
sonucuna varmislardir. ORAC yontemini uygulayip iliziim g¢ekirdegi ve kabugundaki
flavonoidleri peroksil radikallerini siiplirme yeteneklerine goére biiyiikten kiiciige su
sekilde siralamiglardir: resveratrol > katesin > epikatesin = gallokatesin > gallik asid =

ellagik asid.

Lee ve dig. [60] elmadaki baslica flavonoidleri ve bunlarin toplam antioksidan
kapasitesine olan etkilerini arastirmiglardir. 6 farkli elma ¢esidinin antioksidan

kapasitelerini ABTS yontemi ile C vitamini esdegeri cinsinden hesaplamiglardir. En
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onemli flavonoidler; kuersetin ve glikozidleri, prosiyanidin, klorojenik asid, epikatesin
ve C-vitaminidir. Fenolik bilesiklerle C vitamini arasinda toplam antioksidan
kapasiteleri ve konsantrasyonlar1 bakimindan yiiksek bir lineer iligski saptamiglardir. C
vitamini esdegeri cinsinden fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri; kuersetin i¢in
3.06, epikatesin i¢in 2.67, prosiyanidin i¢in 2.36, C vitamini i¢in 1.00 ve klorojenik
asid i¢in 0.97 olarak elde edilmistir.

Miller ve dig. [61] substrat olarak DPPH kullanarak kahvalti tahillar1 (misir gevregi),
meyve ve sebzelerin igerdikleri toplam antioksidan kapasitelerini belirleyen bir ¢alisma

yapmislardir.

Wang ve dig. [10] meyvelerin antioksidan kapasitelerini tayin etmek i¢in ORAC
yontemini [4] kullanarak ¢esitli meyvelerin toplam radikal siipiirme yeteneklerini

karsilastirmislardir.

Meyvelerle yapilan diger bir ¢aligmada Alonso ve dig. [62] 28 farkli meyvenin
antioksidan aktivitelerini iki farkli yontemle uygulayip yontemler arasi karsilastirma

yapmigtir.

Bir diger uygulamada Gao ve dig. [63] tarafindan FRAP metodu kullanilarak Cin’de
bulunan 28 farkli meyvenin kabuk, et, kok ve toplam antioksidan kapasiteleri
incelenmigtir. Bu ¢alisma, antioksidan igeriginin meyvenin hangi kisminda daha fazla

bulundugunu belirlemek amaciyla yapilmistir.

Cai ve dig. [64] Cin’in geleneksel 112 sifali bitkisinin fenolik bilesiklerini ve
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Sifali bitki ekstrelerinin troloks esdegeri
cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri TEAC/ABTS yontemi uygulanarak elde
edilmistir. Test edilen bitkilerin toplam fenolik igerikleri ile antioksidan kapasiteleri

arasinda dnemli bir lineer iliski oldugu gézlenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Kimyasal maddelerin tartilmasinda AX200 SHIMATZU markali hassas terazi,
hazirlanan ¢ozeltilerin kanstirilmasinda girdap karistiric1, ¢ozeltilerin - pH’larinin
belirlenmesinde E512 Metrohm Herisau pH-metre, inkiibasyon islemi i¢in IKA HB4
basic su banyosu, hdroliz islemleri icin yiiksek sicakliga ¢ikabilen su banyosu ve geri
sogutucu, antioksidan tayini i¢in Varian Cary 1E model UV-goriiniir alan
spektrofotometresi ve 6l¢iim yapmak i¢in HELMA marka 10 mm 1s1k yollu bir ¢ift
quartz kiivet kullanildu.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; bakir(Il) kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0), neokuproin (2,9-
dimetil 1,10-fenantrolin), amonyum asetat, etil alkol (%96), ABTS, potasyum persiilfat
(K5S,05), sodyum hidroksid, sodyum karbonat, bakir(Il) stilfat, sodyum potasyum
tartarat, Folin-Ciocalteu reaktifi, askorbik asid, gallik asid, kuersetin, rutin, katesin, p-
kumarik asid, kaffeik asid, ferulik asid, klorojenik asid, epikatesin, epigallokatesin,
epikatesin gallat, epigallokatesin gallat, troloks, naringin, naringenin, morin, hesperidin,

hesperetin, vanilik asid ve siringik asiddir.

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cu(II) kloriir ¢ozeltisi, 10? M olacak sekilde bakir(Il)kloriir dihidrat’tan (CuCl,.2H,0)
0,4262 g. tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Amonyum asetat
(NHsAc) tamponu, 1 M (pH=7) olacak sekilde NH4Ac’dan 19,27 g. tartim almip su ile
250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Neocuproine ¢ozeltisi, 7,5x10” M olacak sekilde
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den 0,039 g. tartim alinip %96’lik etil alkolle 25 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. ABTS’den 0.1920 g. tartim almip su ile 50 mL’ye
tamamlanarak 7 mM ABTS ¢06zeltisi hazirlandi. ABTS stok c¢ozeltisi icine, son
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konsantrasyonu 2.45 mM olacak sekilde 0,0331 g. K;,S,0s ilave edildi. Elde edilen
ABTS radikal ¢ozeltisi, 12-16 h. boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten
sonra kullanima hazir hale gelmektedir.

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

Lowry B: 0.5 M CuSOy4 ( %1°lik NaKC4H4Og icerisinde)

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

Folin-Ciocalteu reaktifi H,O ile 1:3 oraninda seyreltildi.

Tiim polifenolik bilesikler %96°lik etil alkol ile konsantrasyonlar1 1x10° M olacak
sekilde hazirlandi.

3.3. UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. CUPRAC Yéntemi [29]

3.3.1.1. Normal Metod

Bir cam tiip igerisine bakir(Il) ¢ozeltisi, neokuproin ¢dzeltisi ve amonyum asetat
tamponundan sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL 6rnek ¢ozeltisi ve (1-x) mL
H,0 ilave edilip iyice g¢alkalandi. Toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde g¢ozeltiler
hazirlandi. Tiipler oda kosullarinda agzi kapali olarak 30 dakika boyunca bekletildi. Bu
siire sonunda i¢inde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karst 450 nm’de absorbans
degerleri ol¢iildii. Bu yontemle tiim polifenolik bilesiklerin ¢alisma egrileri ¢izildi. Bu
maddelerin lineer oldugu aralik tespit edildi ve her bir bilesigin molar absorplama

katsayist bulundu.
1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc¢ + 1 mL NH4Ac¢ + x mL 6rnek + (1,1-x) H,O (3.1

Vtoplam: 4,1 mL

3.3.1.2. Inkiibasyonlu Metod

Normal prosediire gore cam tiiplerde hazirlanan ¢ozeltiler, 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 karsi

450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.
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3.3.1.3. Hidrolizli Metod

Polifenolik bilesiklerin herbirinden, konsantrasyonlar1 1x10~ M olacak sekilde ayr1 ayr
tartimlar alindi. Her bir bilesik bir miktar % 50’lik metanol ¢6zeltisi i¢inde ¢oziildi ve
iizerlerine 5’er mL 1.2 M HCI ilave edilip 100 mL’lik balon jojede aym1 metanol
cozeltisi ile hacme tamamlandi. Elde edilen her bir ¢6zelti bulundugu balon jojelerden
icerisine kaynama tasi konulmus balonlara dekante edildi. Balonlarin agizlarina geri
sogutucu yerlestirilip 2 saat siiresince 80°C’de refliiks islemi yapildi. Tiim metanollii
cozeltiler reflilks edildikten sonra balonlar musluk suyu altinda sogutuldu. Hidrolizatlar
daha sonra 6.5 mL 1 M NaOH ile nétrallestirildi. Hidrolizatlara normal prosediir

uygulanip beklemeden 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.3.1.4. Hidrolizli ve Inkiibasyonlu Metod
Elde edilen hidrolizat c¢ozeltilerine inkiibasyonlu metod uygulandi. Tiiplerin 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.

3.3.1.5. Ikili ve Uclii Sentetik Karisimlarin Hazirlanmasi

ikili sentetik karisimlarn 1x107 M’lik ¢ozeltileri etanol icerisinde hazirlanip normal
metod uygulanmistir. 7 tlip igerisine sirasiyla 1’er mL Cu(Il), Nc¢ ve NHiAc
cozeltilerinden ilave edilerek referans ¢ozelti igeren tiip haricindeki 6 tiipe ayni1 hacim
ve konsantrasyonda 1. antioksidan c¢ozeltisi eklendi. 1. antioksidanin verilen
konsantrasyonda yaklasik 0.2 absorbans gdstermesi gerekmektedir. Ardindan 6 tiiptin 5
tanesine artan konsantrasyonlarda 2. antioksidan ¢ozeltisi ilave edilerek standart katki

yontemi uygulandi.

Uclii sentetik karisimlarda polifenolik bilesiklerin her birinin etanol igerisinde
¢ozeltileri hazirlanip (gl karnigimlar i¢in tiim bilesikler kullanilarak farkli
kombinasyonlarda karigimlar elde edilmigtir. Sentetik karigimin toplam absorbansi
0.80°1 gegmeyecek sekilde her ii¢ ¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip bir tiip icerisinde
karistirildi. Uzerine sirasiyla 1’er mL Cu(Il), Nc ve NHyAc ¢dzeltilerinden ilave edildi.
Son olarak H,O ile son hacme tamamlandi. Bunun yam sira sentetik karigimi olusturan
her ii¢ bilesigin karigima eklenen hacimlerine karsilik gelen absorbans degerlerini
Olemek icin normal ve inkiibasyonlu metod uygulandi. 3 ayr bilesigin hem normal hem

de inkiibasyonlu absorbans degerleri toplanarak ii¢lii karisimin 450 nm’de vermis
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oldugu absorbans degeri ile karsilastirildi. Beklenen ve deneysel olarak elde edilen
absorbans degerleri arasinda uyumluluk goézlendi. Ayrica bu sentetik karigimlarin
beklenen ve gozlenen antioksidan kapasiteleri mM TR ekivalenti cinsinden asagidaki

denklemlere gore hesaplanip birbirleriyle karsilastirildi:
Beklenen Kapasite = TEAC,.C; + TEAC,. C; + TEAC;. C; (3.2)

Absorbans (toplam) + kayim

Gozlenen Kapasite = x 10° 3.3)
p

Etroloks

3.3.2. ABTS-Persiilfat Yontemi [17]

Kullanima hazir hale gelen mavi-yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisi etil alkolle 1:10
oraninda seyreltildi. 1 mL ABTS ™ ¢ozeltisi tizerine 4 mL EtOH ilave edilip 734 nm’de
1. ve 6. dakika sonundaki absorbans degerleri kaydedildi. 1:10 seyreltilmis ABTS
radikal katyonunun 734 nm’deki absorbansi 1.28 + 0.04’diir. Daha sonra x mL 6rnek
iizerine 1 mL ABTS * ¢ozeltisi ve ( 4-x ) mL EtOH ilave edilip ayni dalgaboyunda 1. ve
6. dakika sonundaki absorbans degerleri Olgiildii. Radikalin absorbans degerinden

ornegin bulundugu ¢dzeltinin absorbansi gikarilarak AA degerleri elde edildi.

3.3.3. Folin Ciocalteu Yontemi [21, 22]

Her bir antioksidan ¢ozeltisinden x mL alinip iizerine (1-x) mL H,O ilave edildi.
Ardindan 2.5 mL Lowry C eklenip 10 dakika bekletildi. Siire sonunda karisima 0.25 mL
Folin reaktifi ilave edilip olusan mavi rengin stabil kalmasi i¢in 30 dakika beklendi. 750

nm’de referans ¢ozeltiye karst absorbans degerleri kaydedildi.

3.4. BITKI EKSTRELERININ HAZIRLANMASI

Antioksidan kapasiteleri belirlenecek olan bitki ekstreleri giinliikk hazirlandi. Herbir
bitkiden yaklasik 1,5 g. tartimlar alindi. Bu bitkiler kiiciik kesecikler i¢ine konup,
icerisinde taze kaynamis su bulunan 250 mL’lik erlenlerde 5 dakika boyunca
demlenmeleri saglandi. Sogumaya birakilan ekstreler ardindan 0.45-um por seliilozik

membran filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiilere belirli oranlarda seyreltmeler
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yapildi. Seyreltilmis 6rneklere sirayla CUPRAC, Folin ve ABTS yontemleri uygulandi.

Hazirlanan bitki ekstreleri 48 h. boyunca 4°C’de muhafaza edilebilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. CUPRAC METODUNUN SAF POLIFENOLIK BILESIKLERE
UYGULANABILIRLIiGi

4.1.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi

CUPRAC metodunda; pH 7 ve iizerinde giivenilir sonuclar veren Cu(II)-Nc reaktifi ile
antioksidan kapasite tayininin optimum deney kosullar1 belirlenmistir. Notral pH
ortamimin saglanmasi i¢in 1 M amonyum asetat tamponu varliginda reaksiyon
gerceklesmistir. Cu(Il)-Nc¢ reaktifinin antioksidan bilesikle meydana getirdigi redoks
reaksiyonu 30 dakika ile 1 saat iginde tamamlanmaktadir. Bazi antioksidanlar
(kuersetin, askorbik asid vb.) kolaylikla okside olabilmektedirler bu nedenle
reaksiyonun baglamasindan 1-2 dakika i¢inde reaksiyon sonlanmig ve absorbans

Ol¢iimleri yapilmistir.

4.1.2. Baz1 Antioksidanlarin Kalibrasyon Grafikleri ve Goriiniir bolge

Spektrumlarinin Eldesi

CUPRAC metodu uygulanan ve bazi alt siniflara ayrilan antioksidan bilesiklerin
arasindan, flavonollerden kuersetin, flavonlardan rutin, flavanollerden Kkatesin,
flavanonlardan hesperidin, fenolik asitlerden gallik asit ve vanilik asid, hidroksi
sinnamik asitlerden ferulik asidin kalibrasyon grafikleri ve CUPRAC reaktifi
ilavesinden sonra bu polifenoller varliginda elde edilen Cu(I)-Nc¢ kelatinin goriiniir
bolge spektrumlar1 asagida verilmistir. Diger polifenoller varligindaki Cu(I)-Nc
kelatinin goriiniir bolge spektrumlar1 EKLER kisminda verilmistir. Lineer kalibrasyon
dogrularindaki sembollerden x: molar konsantrasyon, y: absorbans ve r: korelasyon

katsayis1 karsiligidir.
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4.1.2.1. Kuersetin (OR)

Tablo 4.1: Kuersetinin (QR) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi.

Hacim (pL) Konsantrasyon (M)  Absorbans

10 244x10° 0.1908
20 4.88x10° 0.3695
30 7.32 x 10°® 0.5483
40 9.76 x 10°® 0.7271
50 1.22x 10° 0.9059

Dogru Denklemi : y= 73270 x +0.012  r=0.9999

1.0
)
08 -
.
06 -
g [ ]
=
2
04 -
)
0.2 1 °
0.0 , , ,
0 4 8 12 16
Corx10°M
Sekil 4.1: Kuersetinin (QR) kalibrasyon egrisi
*122x10-SMQR
1,0
*T32x106MQR
E 0.5
=
I],I] T T T T
350 400 450 500 550 600

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.2: Kuersetin (QR) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.2.2. Rutin (RT)

Tablo 4.2: Rutinin (RT) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi.

Hacim ( pL) Konsantrasyon (M) Absorbans
10 244x10° 0.1046
20 4.88x 10 0.2089
30 7.32x 10 0.3132
40 9.76 x 107 0.4175
50 1.22x 107 0.5218

Dogru Denklemi: y= 42746 x+0.0003 r=1

0.6
°
°
0.4
2
S °
5
2
<
02 - i
°
0.0 , , ,
0 4 8 12 16
Cppx108M

Sekil 4.3: Rutinin (RT) kalibrasyon egrisi

*122x10-5 MRT
0.8+ *076x10-6 MRT
*732x10-6 MRT
*4 88 x10-6 MRT
El],l'i— *244x10-6 MRT
T
2 0.4+
=
0,2+
0,0 T T T
350 400 450 500 550 600
Dalgahoyu, nm

Sekil 4.4: Rutin (RT) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.2.3. Kategin (CT)

Tablo 4.3: Katesinin (CT) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi.

Hacim (pL) Konsantrasyon (M) Absorbans

10 244 x10° 0.1393
20 4.88x10° 0.2652
30 7.32x10° 0.3912
40 9.76 x 10 0.5172
50 1.22x 10° 0.6431

Dogru Denklemi : y= 51623 x +0.0133 r=0.9999

0.8
[ ]
0.6
[ ]
g
£ 04 °
2
-
[ J
0.2
[ J
0.0 T T T
0 4 8 12 16
6
CCTXIO M

Sekil 4.5: Katesinin (CT) kalibrasyon egrisi

*122x10-5MCT
1,0+ *076x10-6MCT
*T32x10-6MCT
*488x10-6 MCT
*2A44x10-6MCT

0,5+

Ahsorhans

0.0 T T T
350 400 450 500 350 600

Dalgahoyu, nm

Sekil 4.6: Katesin (CT) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.2.4. Hesperidin (HD)

Tablo 4.4: Hesperidinin (HD) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi

Hacim (pL) Konsantrasyon (M) Absorbans

50 1.22x 107 0.2006
100 244%107° 0.4183
150 3.66 x 107 0.5933
200 4.88x 107 0.8000
250 6.10x 107 0.9970

Dogru denklemi : y = 16184 x + 0.009 r=0.9996

1.2

1.0 A [}

0.8 [ ]

0.6 [ ]

Absorbans

0.4

0.2 [ ]

0.0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Crpx10°M

Sekil. 4.7: Hesperidinin (HD) kalibrasyon egrisi

1.04 *6.10x10-5 MHD
' *488x10-5 MHD
*3.66 x10-5 MHD
*244 x10-5 M HD
*122x10-5 MHD

T T T T
350 400 450 500 550 600
Dalzaboyu, nm

Sekil 4.8: Hesperidin (HD) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.2.5. Ferulik Asid (FRA)

Tablo 4.5: Ferulik asidin (FRA) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi.

Hacim (pL) Konsantrasyon (M) Absorbans

20 4.88x10° 0.0918
40 9.76 x 10°® 0.2052
60 146x 107 0.2910
80 1.95x10° 0.3958
100 244x10° 0.4846

Dogru denklemi : y = 20004 x + 0.0008 r=0.9991

0.6
[ ]

0.4 °
2
2
5 °
=
<

0.2 L4

[ ]
0.0 T T T T
0 5 10 15 20 25

6
CpraXx10”.M

Sekil 4.9: Ferulik asidin (FRA) kalibrasyon egrisi

+244x10.5 MFRA
1,0+ +195x10.5 MFRA
+146x10.5 MFRA
+9.76 x10-6 MFRA
. + 488 x10-6 MFRA
% 054
=
0,0 T T T T
350 400 450 500 550 600

Dalgahoyu, nm

Sekil 4.10: Ferulik asid (FRA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bélge spektrumu
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4.1.2.6. Vanilik Asid (VA)

Tablo 4.6: Vanilik Asidin (VA) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi

Hacim (pL) Konsantrasyon (M) Absorbans

20 4.88x10° 0.1192
40 9.76 x 10 0.2282
60 1.46 x 107 0.3403
80 1.95x 107 0.4342
100 2.44x 107 0.5229

Dogru denklemi : y = 20766 x + 0.02 r= 0.9987

0.6
°
°

0.4
” °
=
£
5
2
<

°
0.2
°
0.0 T T T T
0 5 10 15 20 25
Cyax108M

Sekil 4.11: Vanilik asidin (VA) kalibrasyon egrisi

1.0- *244x10-5MVA

! *195x10-5MVA
*la6x10-5MVA
*0T6x10-6 MVA
*488x 106 MVA

0,0 T T T
350 400 450 500 550 600
algahoyu, nm

Sekil 4.12: Vanilik asid (VA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.2.7. Gallik Asid (GA)

Tablo 4.7: Gallik Asidin (GA) hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru denklemi

Hacim (pL) Konsantrasyon (M) Absorbans

20 4.88x10° 0.1952
40 9.76 x 10 0.4094
60 1.46 x 107 0.6237
80 1.95x 107 0.8379
100 2.44x 107 1.0520

Dogru denklemi : y = 43895 x — 0.019 r=0.9999

1.2
°
1.0 1
°
0.8 1
: °
£ 064
2
<«
0.4 L
0.2 1 °
0.0 T T T T
0 5 10 15 20 25
Cax10®M
Sekil 4.13: Gallik asidin (GA) kalibrasyon egrisi
*2A44x10-5 M GA
1.0+ +195x10-5M GA
*146x10-5MGA
*0Tox10-6MGA
*4 88 x 106 R GA
% 05
=
0,0 T T T T
350 400 450 500 550 600
Dalgaboyu, nm

Sekil 4.14: Gallik asid (GA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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4.1.3. Antioksidanlarin Molar Absorblama Katsayilar1 Ve Lineer Araliklarinin

Belirlenmesi

Antioksidan bilesiklerin molar absorplama katsayilar1 (¢) CUPRAC metoduna gore

molar konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon egrilerinin egimleri hesaplanarak

elde edildi. Normal, inkiibasyonlu, hidrolizli ve hidroliz & inkiibasyonlu metodlar

uygulanip her biri icin & degerleri hesaplandi. Dogru denklemleri elde edilip lineer

olduklar1 konsantrasyon araliklari tespit edildi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Cesitli antioksidanlarin CUPRAC metoduyla elde edilen molar absorptiviteleri ve
lineer araliklari.

Antioksidan ismi
Troloks (TR)
Kuersetin (QR)
Katesin (CT)

Rutin (RT)

Gallik asid (GA)
Fisetin (FS)

Naringin (N)
Naringenin (NG)
Askorbik asid (AA)
Ferulik asid (FRA)
p-Kumarik asid (CMA)
Kaffeik asid (CFA)
Klorojenik asid (CGA)
a-tokoferol (TP)
Epikatesin (EC)
Epikatesin gallat
(ECG)

Epigallokatesin (EGC)
Epigallokatesin gallat

(EGCG)
Hesperidin (HD)

g, L mol ' cm™

N
1.67 x 10*

7.33 x 10*

5.16 x 10*

427 x 10*
439x 10*
6.50 x 10*

3.40 x 10°

1.59 x 10*
2.00 x 10*
9.20x 10°
4.83 x 10
413 x 10
1.83 x 10*
4.63 x 10*
8.88 x 10*
5.59 x 10
8.17x 10"

1.62 x 10*

€r
1.86 x 10*

6.60 x 10*

477 x 10*

7.78 x 10*
2.17x10°

423 x 10*

2.28x 10*
1.85x 10*
5.51x10*
5.05x 10*
1.91 x 10
537x10*
1.05x 10°
6.68 x 10*
1.02x 10°

2.07 x 10*

€n
1.64 x 10*

5.14 x 10*

4.16 x 10*

3.41x 10°

1.97 x 10
8.88x 10°
4.80 x 10*
2.01x10*

1.65 x 10*

1.31 x 10*

EH&I
1.71 x 10*

6.49 x 10*

7.06 x 10*

220x 10°

5.63 x 10*

2.42x10*
2.14x 10*
5.98x 10*
2.64x 10°

1.61 x 10*

1.76 x 10*

Lineer Arahk, M

3.2x10°%84x10°
(2.6x10°-7.5%x10%)
5.19x107-1.9x 10?

32x107-25x%x10°
(3.5x10%-1.9x107)

1.16x 107 -3.16 x 107
(7.78x107-2.80x 107)
1.57x10%-3.23x 107

7.02x107-2.15x 107
(4.50x 107-1.70 x 107)
1.47x10*-3.98x 107
(4.60x 10°-5.94x 10%)
(829x107-3.28x107)

56x10°-85x10°

246x10°-6.74x 107
(2.29x10°-5.94% 107)
463x10°-1.51x 10"
(2.90x 10°-7.60 x 107)
1.24x10°-2.81 x 107
(142x10°-2.50x107)
2.13x10°-3.48x 107
(5.35x107-2.73x107)
6.13x10°-7.73x 107
(2.6x10°-7.00x 10%)
1.51x107-2.80 x 107
(1.86x107-2.35x107)
9.34x107-1.50x 107
(2.82x107-1.21x107)
7.64x107-2.40x 107
(2.10x107-1.97x 107)
525x107-1.58x 107
(4.16x107-1.27x 107)
2.53x10°-8.59x 107
(2.01x10°-6.72x 107)
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Antioksidan Tsmi
Hesperetin (HT)
Morin (MR)

Siringik asid (SA)

Vanilik asid (VA)

g, L mol ' cm™

1.65 x 10*

3.15 x 10*

1.88 x 10*

2.08 x 10*

€1
1.96 x 10*

6.17 x 10*

3.04 x 10*

2.83 x 10

€n
1.42 x 10*

1.89 x 10*

220x 10

EH&I
1.82 x 10*

3.10 x 10*

291 x 10*

Lineer Aralik, M

3.31x10°-8.52x 107
(1.73x 10°-7.06 x 107)
7.30x 107-4.36x 10°
(3.73x 107-223x 10%)

3.37x10°-947x 107
(231x10°-6.43x107)
325x10°-7.17x 107
(1.98x10°-5.69x 107)

Tablo 4.9: Cesitli antioksidanlarin CUPRAC, ABTS ve FOLIN metodlarina gére TEAC

degerleri
Antioksidan ismi TEACCUPRAC TEACABTS TEACFOLIN
TEACy TEAC; TEACy TEAChe TEAC g TEACegx
Kuersetin (QR) 4.38 2.75 2.77 5.17
Katesin (CT) 3.09 3.56 3.08 3.49 3.05 3.14 4.09
Rutin (RT) 2.56 3.80 1.00 1.15 6.75
Gallik asit (GA) 2.62 3.65 3.48 1.23
Fisetin (FS) 3.90 4.18 2.59 2.62 3.90
Naringin (N) 0.02 0.13 0.50 0.62 1.12
Naringenin (NG) 2.28 3.03 0.56 0.64 5.52
Askorbik asid (AA) 0.96 1.02 1.03
Ferulik asid (FRA) 1.20 1.23 1.18 1.34 2.01 2.16 3.49
p-Kumarik asid 0.55 1.00 0.53 1.15 1.75 1.63 2.54
(CMA)
Kaffeik asid (CFA) 2.89 2.96 2.87 322 1.33 1.39 3.27
Klorojenik asid 2.47 2.72 1.20 1.42 1.22 1.21 2.84
(CGA)
a-tokoferol (TP) 1.10 1.02 0.99 0.87 1.00 1.02
Epikatesin (EC) 2.77 2.89 2.98 2.69 3.22
Epikatesin gallat 5.32 5.65 2.95 3.51 4.35
(ECG)
Epigallokatesin 3.35 3.60
(EGO)
Epigallokatesin 4.89 5.49 2.72 3.15 2.78
gallat (EGCG)
Hesperidin (HD) 0.97 1.11 0.79 0.95 1.05 1.40 3.29
Hesperetin (HT) 0.99 1.05 0.85 0.98 1.01 1.11 4.50
Morin (MR) 1.88 332 1.28 1.79 3.37
Siringik asid (SA) 1.12 1.64 1.13 1.67 1.38 1.50 2.49
Vanilik asid (VA) 1.24 1.52 1.32 1.57 1.03 1.25 3.05




48

4.1.4. ikili Ve Uclii Sentetik Karisimlarin Elde Edilmesi

4.1.4.1. Askorbik Asid (AA) — Gallik Asit (GA) Ikili Sentetik Karigimmmn Kalibrasyon
Egrisi  (Komponentlerden birinin sabit miktarlart iizerine digerinin degisen
miktarlarinin katilmasi)

Ikili sentetik karigimlarda standart katki ydntemi uygulanarak ilk olarak baslangig
absorbansi 0.19 olan gallik asid ¢ozeltisi lizerine degisen konsantrasyonlarda askorbik
asid ¢ozeltisi ilave edildi, sonra baglangi¢ absorbansi 0.21 olan askorbik asid ¢ozeltisi
iizerine degisen konsantrasyonlarda gallik asid ¢ozeltisi ilave edildi. Sonug olarak, iki
antioksidan bilesigin elde edilen standart katki grafiklerinden birbirleriyle Beer

kanunundan kimyasal sapmaya yol agacak bir etkilesime girmedikleri goriildii.

1.2
+
+
o
0.8 - +
o
z
=
5 + P
2
=
0.4 +
o
+ e
() AA
o GA gozeltisi iginde AA. A,5,=0.19
0 2 4 6 8

CAX10°M

Sekil 4.15: Askorbik asidin (AA) gallik asid (GA) ¢ozeltisi icindeki kalibrasyon egrisi
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0.8
+
+
0.6
+
°
g +
£ 04- i
2
<
+ o
0.2 —-”- )
o ® aGA
o AA gozeltisi iginde GA. A 450021
0 4 8 12 16

6
CGAXIO M

Sekil 4.16: Gallik asidin (GA) askorbik asit (AA) ¢ozeltisi iginde kalibrasyon egrisi

4.1.4.2. Askorbik Asit (AA) — Kuersetin (OR) Ikili Sentetik Karisimimin Kalibrasyon
Egrisi

Askorbik asidin kuersetin ¢ozeltisi icine standart katki yontemi kullanilarak ilave
edilmesi, baslangic absorbansi 0.21 olan kuersetin ¢ozeltisi icine askorbik asidin
degisen konsantrasyonlarda ilave edilmesi ve baslangi¢c absorbansi olan askorbik asid
¢Ozeltisi igine kuersetinin degisen konsantrasyonlarda ilave edilmesi sonucu elde edilen
kalibrasyon egrilerinden iki antioksidan bilesik arasinda Beer kanunundan sapmaya yol

agan bir etkilesimin olmadig1 sonucu ¢ikmaktadir (Sekil 4.17 — Sekil 4.18).



Absorbans
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1.2
+
+
o
0.8
+ o
+ [
0.4 +
]
+
o
o AA
+ QR ¢ozeltisi icinde AA. A450 =0.20
0.0 | | |
0 2 4 6
5
CAAXIO M

Sekil 4.17: Askorbik asidin (AA) kuersetin (QR) ¢ozeltisi icindeki kalibrasyon egrisi
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1.2
+
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0.4
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+ ®
o QR
+ AA ¢ozeltisi i¢inde QR. A 450~ 0.20
0 4 8 12 16

6
CQRXIO M

Sekil 4.18: Kuersetinin (QR) askorbik asid (AA) ¢6zeltisi i¢cindeki kalibrasyon egrisi

4.1.4.3. U¢lii Sentetik Karisimlarin Beklenen ve Olgiilen TEAC Degerlerinin Eldesi

Konsantrasyonlart 1 mM olan etenollii antioksidan bilesikler igin farkli
kombinasyonlarda {i¢lii karisimlar olusturulup CUPRAC metoduna goére mM troloks
(TR) cinsinden beklenen ve Olciilen antioksidan kapasiteleri 3.1 ve 3.2. denklemleri

kullanilarak hesaplandi ve degerler birbiriyle karsilastirildi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10: Sentetik karisim ¢ozeltilerinin CUPRAC yontemine gore mM troloks (TR)
cinsinden beklenen ve 6l¢iilen antioksidan kapasitelerinin karsilastirilmasi

Metod

Karisimin I¢erigi

Beklenen kapasite*
(mM TR-esdegeri)

Deneysel olarak bulunan
kapasite
(mM TR-esdegeri)

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

Inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

10 uL 1 mM QR
10 uL 1 mM CT
10 uL I mM RT

10 uL I mM QR
10 uL 1 mM CT
10 uL 1 mM RT

30 uL 1 mM GA
20 pL 1 mM CFA
50 uL 1 mM CMA

30 uL of 1 mM GA
20 uL of 1 mM CFA
50 puL of 1 mM CMA

20 uL of 1 mM GA
20 puL of 1 mM FRA
20 puL of 1 mM CFA

20 puL of 1 mM GA
20 puL of 1 mM FRA
20 puL of 1 mM CFA

20 pL of 1 mM FRA
50 pL of 1 mM CMA
20 pL of 1 mM CFA

20 uL of 1 mM FRA
50 pL of 1 mM CMA
20 pL of 1 mM CFA

20 puL of 1 mM FRA
50 pL of 1 mM CMA
20 uL of 1 mM GA

20 puL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM CMA
20 uL of 1 mM GA

10 pL of 1 mM QR
10 uL of 1 mM CT
50 uL of I mM TR

10 pL of 1 mM QR
10 pL of 1 mM CT
50 uL of 1 mM TR

2,45x107

2,56x107

3,99x10

4,58x1072

3,27x107

3,32x10

2,66x1072

3,26x107

2,53x107

3,09x10

3,04x10

3,15x10

2,55x107

2,97x10

3,96x107

4.25x1072

3,09x107

3,11x10

2,62x107

3,10x10

2,45x107

3,21x10

3,08x107

3,09x107
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Metod

Karisimin Icerigi

Beklenen kapasite*
(mM TR-esdegeri)

Deneysel olarak bulunan
kapasite
(mM TR-esdegeri)

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

10 pL of 1 mM QR
10 uL of 1 mM RT
50 pL of 1 mM TR

10 uL of 1 mM QR
10 uL of 1 mM RT
50 pL of 1 mM TR

10 pL of 1 mM QR
10 pL of 1 mM RT
60 pL of 1 mM AA

10 pL of 1 mM RT
20 pL of 1 mM CT
50 uL of | mM TR

10 uL of 1 mM RT
20 pL of 1 mM CT
50 uL of 1 mM TR

10 uL of 1 mM RT
20 pL of 1 mM CT
60 uL of 1 mM AA

20 puL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM CMA
50 pL of 1 mM TR

20 pL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM CMA
50 pL of 1 mM TR

20 pL of 1 mM FRA
20 pL of 1 mM CFA
50 uL of 1 mM TR

20 pL of 1 mM FRA
20 pL of 1 mM CFA
50 uL of | mM TR

50 uL of 1 mM CMA
20 pL of 1 mM CFA
50 uL of | mM TR

50 uL of 1 mM CMA
20 pL of 1 mM CFA
50 uL of 1 mM TR

20 pL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM CMA
60 uL of 1 mM AA

2,91x1072

2,91x107

3,1x10

3,35x10

3,58x107

3,54x10

2,46x1072

3,04x107

3,21x107

3,26x10

3,3x10

3,8x10

2,64x107

3,02x107

3,07x107

3,25x107

3,48x107

3,38x1072

3,42x1072

2,43x107

2,85x107

3,21x107

3,28x107

3,43x107

3,7x1072

2,46x107
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Metod

Karisimin I¢erigi

Beklenen kapasite*
(mM TR-esdegeri)

Deneysel olarak bulunan

kapasite
(mM TR-esdegeri)

Normal metod

Inkiibasyonlu metod

Inkiibasyonlu metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

Normal metod

Normal metod

inkiibasyonlu metod

Normal metod

Inkiibasyonlu metod

20 pL of 1 mM CFA
50 uL of 1 mM CMA
60 uL of | mM AA

50 uL of | mM TR
0.4mL of | mM N
20 uL of 1 mM NG

10 uL of 1 mM QR
0.4 mL of ] mM N
20 uL of 1 mM NG

0.4 mLof ] mMN
20 pL of 1 mM NG
20 uL of 1 mM GA

50 uL of 1 mM TP
10 pL of 1 mM QR
50 pL of 1 mM TR

50 uL of 1 mM TP
10 pL of 1 mM QR
50 pL of 1 mM TR

50 uL of 1 mM TP
10 uL of 1 mM QR
60 uL of | mM AA

20 uL of 1 mM TP
20 uL of 1 mM GA
60 uL of 1 mM AA

50 uL of 1 mM TP
20 uL of 1 mM GA
10 puL of 1 mM QR

50 uL of 1 mM TP
20 pL of 1 mM GA
10 uL of 1 mM QR

20 pL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM TP
20 pL of 1 mM CFA

20 pL of 1 mM FRA
50 uL of 1 mM TP
20 pL of 1 mM CFA

3,46x10

3.5x10

3,35x107

3,56x1072

3,63x107

3,52x10

3,79x107

4x107

3,7x10

3,59x1072

3,34x107

3,29x107

3,22x1072

3.77x107

3,5x1072

3,72x107

3,48x107

3,47x107

3,59x107

3,71x1072

3,57x10

3,43x107

3,2x107

3,13x107

*Kapasiteangm = TEAC,. C; + TEAC,.C; + TEAC;.Cs
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4.1.5. Sifah Bitki Ekstrelerine Standart Katki Yonteminin Uygulanmasi

4.1.5.1. Aslan Pengesi (Anagallis Arvensis) Ekstresine Troloks ve Kuersetin Standart
Katki Yonteminin Uygulanmast

1:20 oraninda su ile seyreltilen Aslan pencgesi (Anagallis Arvensis) bitkisinin ekstresine
troloks ve kuersetin standart katki yontemi uygulandi. Bunun i¢in 0.1 mL seyreltik
Aslan pengesi ekstresi tizerine (baglangi¢ absorbansi 0.24 olan) farkli hacimlerde 10~ M

troloks (TR) ve kuersetin (QR) ilave edilerek CUPRAC metodu uygulandi. Caligma

dogrularinin paralelliginden herhangi bir etkilesimin olmadig1 gozlendi.

Absorbans

Sekil 4.19: Seyreltilmis aslan pengesi ekstresi iginde troloksun (TR) kalibrasyon egrisi

1.40

1.20

1.00

0.80 -

0.60 —

0.40

0.20

® 1™

+ Seyreltilmis aslan pengesi ekstresi i¢inde TR. Ays50=0-24

0.00

T
2

| | | |

3 4 5 6
5

CrRx10°M
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+ Seyreltilmis aslan pengesi ekstresi i¢inde QR. Ay50=0.24
0.00 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

6
CQRXIO M

Sekil 4.20: Seyreltilmis aslan pengesi ekstresi iginde kuersetinin (QR) kalibrasyon egrisi

4.1.5.2. Giilhatmi (Althaea Officinalis) Ekstresine Troloks ve Kuersetin Standart Katki
Yonteminin Uygulanmasi

1:2 oraninda su ile seyreltilen Giilhatmi (Althaea Officinalis) bitkisinin ekstresine
troloks ve kuersetin standart katki yontemi uygulandi. Bunun i¢in 0.2 mL seyreltik
giilhatmi ekstresi iizerine (baslangic absorbansi 0.20 olan) farkli hacimlerde 10° M
troloks (TR) ve kuersetin (QR) ilave edilerek CUPRAC metodu uygulandi. Herhangi bir

kimyasal etkilesimin olmadig1 gézlendi.



Absorbans
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1.20
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+ Seyreltilmis gulhatmi ekstresi iginde TR. A45,=0.20

0.00

Sekil 4.21: Seyreltilmis giilhatmi ekstresi i¢inde troloksun (TR) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.22: Seyreltilmis giilhatmi ekstresi i¢inde kuersetinin (QR) kalibrasyon egrisi

4.1.5.3. Kekik (Thymus Vulgaris) Ekstresine Troloks ve Kuersetin Standart Katki
Yonteminin Uygulanmasi

1:10 oraninda su ile seyreltilen Kekik (Thymus Vulgaris) bitkisinin ekstresine troloks ve
kuersetin standart katki yontemi uygulandi. Bunun i¢in 0.2 mL seyreltik kekik ekstresi
iizerine (baslangi¢ absorbansi 0.25 olan) farkli hacimlerde 10° M troloks (TR) ve
kuersetin (QR) ilave edilerek CUPRAC metodu uygulandi. Herhangi bir kimyasal

etkilesimin olmadigi gézlendi.
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1.40
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Sekil 4.23: Seyreltilmis kekik ekstresi i¢inde troloksun (TR) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.24: Seyreltilmis kekik ekstresi icinde kuersetinin (QR) kalibrasyon egrisi

4.1.5.4. Kisa Mahmut (Teucrium Chamaedrys) Ekstresine Troloks ve Kuersetin Standart
Katki Yonteminin Uygulanmasi

1:8 oraninda su ile seyreltilen Kisa Mahmut (Teucrium Chamaedrys) bitkisinin
ekstresine troloks ve kuersetin standart katki yontemi uygulandi. Bunun i¢in 0.2 mL
seyreltik kisa mahmut ekstresi iizerine (baslangic absorbansi 0.23 olan) farkli
hacimlerde 10° M troloks (TR) ve kuersetin (QR) ilave edilerek CUPRAC metodu

uygulandi. Herhangi bir kimyasal etkilesimin olmadig1 gézlendi.
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Sekil 4.25: Seyreltilmis kisa mahmut ekstresi i¢inde troloksun (TR) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.26: Seyreltilmis kisa mahmut ekstresi i¢inde kuersetinin (QR) kalibrasyon egrisi

4.1.6. Sifali Bitki Ekstrelerine CUPRAC, ABTS ve FOLIN Yontemlerinin

Uygulanmasi

Sifali bitki ekstrelerine CUPRAC, ABTS ve FOLIN yontemleri uygulanip toplam
antioksidan kapasiteleri mmol TR/g esdegeri cinsinden elde edildi (Tablo 4.11). Bu
sonuclar ¢ercevesinde 3 yontem birbirleriyle karsilastirildi. CUPRAC - ABTS,
CUPRAC — FOLIN yontemleri arasinda sirastyla r=0.9706 ve r= 0.9960 uyumluluk
gozlendi (Sekil 4.27 ve 4.28).
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Tablo 4.11: CUPRAC, ABTS ve FOLIN yoéntemleriyle sifal1 bitki ekstrelerinin mmol TR/g
cinsinden antioksidan kapasitelerinin eldesi

Sifah Bitkiler CUPRAC ABTS FOLIN
Bitkinin Adi Orijinal Ad1
Aslan Pengesi  Anagallis Arvensis 1.63 1.02 1.47
Giilhatmi Althaea Officinalis 0.05 0.05 0.10
Kekik Thymus Vulgaris 0.54 0.52 0.61
Kisa Mahmut  Teucrium Chamaedrys 0.32 0.13 0.29
1.2
1.0 - ¢
= 0.8 1
&
=
]
£
E
T 06
% .
=
wn
=
< 04 1
0.2
o
[ ]
0.0 T T T T
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0

CUPRAC degerleri (mmol TR/g)

Sekil 4.27: Sifal1 bitkilerin CUPRAC ve ABTS yontemlerine gore antioksidan kapasite
degerlerinin kargilagtirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda daha 6nce biyolojik bakimdan 6nemli indirgenler
[24], sistein [25], vitamin E [26], vitamin C [27] ve proteinler [28] icin gelistirilen
spektrofotometrik bakir(IT)-neokuproin (Cu(Il)-Nc) reaktifi, bu tez c¢aligmasinda
antioksidan o6zelligi olan baz1 polifenolik bilesiklerin spektrofotometrik yolla
antioksidan kapasitelerinin tayin edilmesinde kullanilmistir. Bu yeni metod ‘bakir (II)
iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi’ olarak adlandirilmis ve kisaca CUPRAC
metodu [29] olarak ifade edilmistir. CUPRAC metodu, ABTS-Persiilfat [17] ve FOLIN
[22] yontemleri olarak adlandirilan iki referans yontemle karsilastirilip sonuglar

degerlendirilmistir.

Bu yeni metod; tek hidroksil grubuna sahip flavanonlarin (6rnegin naringenin) katesol
grubu iceren kuersetin gibi fenolik bilesiklerden daha diisiik antioksidan kapasitesine
sahip oldugu teorisini [65] dogrulamaktadir. Ayni sekilde, gelistirilen metod naringinin
(N) aglikonu olan naringeninden (NG) daha diisiik aktiviteye sahip oldugunu da
gosterebilmektedir. Gallik asid (GA) ve kuersetin (QR) i¢in troloks esdeger antioksidan
kapasite (TEAC) degerleri sirasiyla 2.62 ve 4.38 bulunmustur. Bu degerler de ABTS

metodunun 6ngdrdiigii ortalama 3 ve 4 TEAC degeri olarak ifade edilmektedir.

Indirgen giicii dlgiilecek antioksidan bilesigin 1 mM’lik ¢dzeltisinin aktivitesine esdeger
olan troloksun milimolar konsantrasyonu, TEAC kapasite katsayisini ifade eder.
TEACcuprac degerleri antioksidan bilesiklerin molar absorplama katsayilarinin (&)
troloksun ilgili kogullar altindaki € degerine (normal metod i¢in erg = 1.67 x 10* L mol™
cm'l, inkiibasyonlu metod i¢in &g = 1.86 x 10* L mol™ cm'l) oranlanarak kolaylikla
hesaplanmistir. Bu degerlere gore Tablo 4.9 daki veriler olusturulmustur. Ornegin,
morin, katesin ve fisetinin 1’er mM konsantrasyonunudaki ¢ozeltileri, Cu(Il)-Nc redoks

reaktifine kars1 sirasiyla 2, 3 ve 4 mM troloks gibi davrandiklarindan bu maddelerin
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TEAC katsayilar1 yaklagik 2, 3 ve 4°diir. Bu verilere gore; CUPRAC metoduna gore en
yiiksek antioksidan kapasitesi gosteren polifenolik bilesikler sirasiyla, epikatesin gallat,
epigallo katesin gallat, kuersetin, fisetin, epigallo katesin, katesin, kaffeik asid ve
epikatesin’ dir. Bu sonuglar teorik olarak beklenen degerlerle uyum icindedir ¢iinkii
molekiil icindeki hidroksil gruplarmin sayisi ve yerlesimi kadar C halkasindaki
doymamighik, B halkasindaki katesol yapisinin varligi da polifenollerin antioksidan
kapasitelerini belirlemede énemlidir [9,11]. Ornegin epikatesin gallat (ECG) 7 tane OH
fonksiyonel grubuna sahip olup TEACcyprac degeri 5.30 bulunmustur. Epigallo katesin
gallatin (EGCGQG) ise 8 OH grubu vardir ancak hidroksil grup sayist yiliksek olmasina
ragmen TEACcuprac degeri 4.88’dir. Bunun nedeni, ECG’ 1n B halkasinda 3’,4° katesol

grubunun bulunmasidir.

Antioksidan kapasiteleri bakimindan kuersetin ve katesini karsilagtirdigimizda, aymi
sayida hidroksil gruplarina sahip olmalaria ragmen kuersetin (QR) 4.38, katesin (CT)
3.09 bulunmustur. Kuersetinin kapasite bakimindan yiiksek olmasinin nedeni C

halkasinda bulunan 4-okso fonksiyonunun varligidir.

Hidroksi sinnamik asitlerin aktiviteleri arasindaki farkliliklar aromatik halkanin
hidroksillenme ve metillenme sekline gore gesitlenmistir [11]. Ornegin, kaffeik asid
(CFA), ferulik asid (FRA) ve p-kumarik asidden (CMA) bir hidroksil grubu zengindir.
Bu sebeple antioksidan kapasitesinin daha yiiksek olmasi beklenmelidir. CFA igin
TEACcuprac degerinin, FRA ve CMA’in TEAC degerlerinden yiiksek ¢ikmig olmasi
da bu gercegi desteklemektedir. CFA, FRA ve CMA i¢in TEAC degerleri sirasiyla,
2.89, 1.20 ve 0.55 bulunmustur. Ancak ABTS yonteminde bu siralama farkl sekildedir.
Ferulik asidin TEAC degerinin, p-kumarik ve kaffeik asidden daha yiiksek oldugu
Tablo 4.9’ da goriilmektedir. Oysa o-pozisyonunda —OCH3 ve p-pozisyonunda 1 OH
grubuna sahip ferulik asidin, ayn1 pozisyonlarda 2 OH grubuna sahip kaffeik asidden
kapasite bakimindan daha diigiik olmasi gerekmektedir. Bu sonuglar ABTS metodu i¢in
biiylik bir dezavantaj olustururken, gelistirilen CUPRAC metodunun ne kadar basarili

oldugunun da bir gostergesidir.

Kuersetinin glikozidi olan rutin CUPRAC metoduna gore 2.56 troloks esdegeridir.

Icerdigi glikozid bagmin koparilmasi icin yapilmis olan hidroliz islemi sonrasinda elde
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edilen TEAC degeri 3.80 olarak bulunmustur. Bu durum, hidroliz isleminin bagariyla
gerceklesip, rutinin seker yapisinin parcalanip biiyiik olasilikla aglikonu olan kuersetine
doniigtigli varsayimint gostermektedir. Bu tip hidroliz reaksiyonlar1 enzimatik olarak
insan viicudunda meydana gelmektedir ve seker baglarmin koparilmasiyla ilgili
flavonoid aglikonuna doniiserek yiiksek antioksidan potansiyeli gdstermektedir. Bu
calisma icin secilen metanollii ¢ozeltide asidik hidroliz kosullar1 Hertog ve dig. [66]
tarafindan ifade edilmistir. Farkli bir calismada da HPLC yontemi i¢in 6rnek hazirlama
prosediirii olarak kullanilmigtir [67]. Sonug olarak kullanilan asid hidrolizi HPLC
analizi i¢in ornek hazirlamada ve CUPRAC yontemi tarafindan antioksidan kapasite
tayininde kullamilmistir. Naringenin normal metodla reaksiyon vermedigi halde,

hidroliz edilip inkiibasyon sonrasi ¢ok yiiksek kapasite gosterdigi gozlenmistir.

Gelistirilen CUPRAC ydnteminin kromojenik oksidasyon araci olan Cu(II)-Nc reaktifi,
polifenollerle (Ar(OH),) asagidaki reaksiyonu vermektedir:

2n Cu(Ne),”" + Ar(OH)n — 2n Cu(Nc),” + Ar(=O)n + 2n H" (5.1)

Bu reaksiyonda, polifenollerin reaktif Ar-OH gruplari ilgili kinon bilesiklerine
doniistirken , Cu(II)-Nc ise 450 nm’de maksimum absorpsiyon gosteren kuvvetli renk
veren Cu(I)-Nc¢ kelatina donlismektedir. n adet fenolik —OH grubu igeren her flavonoid
2n-e donor olarak davranir. Troloks, E ve C- vitaminleri Cu(Il)-Nc kelatina kars1 2n-e
donordiir. Bazi polifenollerin troloks esdegeri antioksidan kapasiteleri (TEAC) teorik
olarak n olursa, polifenollerin ilgili molar absorptiviteleri (7.5-8.5 x 10%).2n L mol'cm™
olacaktir. Ornegin, CUPPAC metodu uygulanip 30 dakika oda sicakhiginda bekletilip
Olciilen polifenolik bilesikler ve en degerleri sunlardir: kuersetin (7.33 x 104), kategin
(5.16 x 10%), rutin (2.56 x 10%), gallik asid (4.39 x 10%), fisetin (6.50 x 10%), naringin
(3.40 x 10?), askorbik asid (1.59 x 10%), ferulik asid (2.00 x 10%), p-kumarik asid (9.20 x
10%), kaffeik asid (4.83 x 10%), klorojenik asid (4.13 x 10%), a-tokoferol (1.83 x 10%),
epikatesin (4.63 x 104), epikatesin gallat (8.88 x 104), epigallokatesin (5.59 x 104),
epigallokatesin gallat (8.17 x 10%), hesperidin (1.62 x 10, hesperetin (1.65 x 10%),
morin (3.15 x 10%), siringik asid (1.88 x 10*), vanilik asid ( 2.08 x 10*) ve troloks (1.67
x 10%) (Tablo 4.8). Kolay yiikseltgenebilen flavonoidlerin tiimiiniin standart indirgeme

potansiyelleri 0.2 V’dan disiikken, naringeninin standart indirgeme potansiyeli
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Cu(Nc)2+—Cu(Nc)2+ ciftininkine yakin oldugundan reaktif ile yavas reaksiyon
vermektedir. Reaksiyonun hizlanmasi ve tamamlanmasi ancak 50°C’de 20 dakika
inkiibasyon islemi yapilarak saglanmistir. Inkiibasyon sonrasinda naringeninin & degeri
423 x 10%, hidroliz ardindan inkiibasyon islemi uygulandiginda ise 5.63 x 10°

bulunmustur.

Calisilan polifenollerden bazilar ikili ve li¢li sentetik karigimlar elde etmek icin
kullanilmigtir. Bu polifenollerin etanollii  sentetik ¢ozeltileri hazirlanip farkh
kombinasyonlarda ¢esitli karigimlar olusturulmustur. Karigimlara CUPRAC metodu
uygulanip, 6l¢iilen kapasitelerle beklenen kapasiteler arasinda teorik olarak maksimum
+ 5% fark olmasi beklenmektedir. Bu kapasite degerlerinin hesaplanmasi i¢in (3.1,3.2)
denklemleri kullanilmustir. Uclii sentetik karisimlarin mM troloks esdegeri olarak elde
edilen sonuglari Tablo 4.10’da verilmistir. Beklenen ve deneysel olarak 6lciilen
CUPRAC kapasitelerinin genellikle birbiriyle uyumlu oldugu gozlenmistir. kili sentetik
karigimlarda, bir antioksidanin diger bir antioksidan igindeki kalibrasyon egrileri elde
edilip birbirleriyle Beer kanunundan kimyasal sapmaya yol acacak bir etkilesime girip
girmedikleri gozlenmistir (Sekil 4.15-4.18). Kalibrasyon grafikleri arasindaki paralellik
bu sentetik antioksidanlarin enterfere edici hicbir kimyasal etkilesim gostermedikleri
anlamima gelmektedir. Standart katki metodu yoluyla birka¢ sifali bitki ekstresinin
troloks ve kuersetin antioksidan bilesikleriyle olan etkilesimleri incelenmistir (4.19-
4.26). Saf antioksidan bilesiklerle gercek kompleks karisimlar arasinda elde edilen
kalibrasyon egrileri lineerdir. Yani bir gercek matriks ¢ozeltisi komponentleri, segilen
saf antioksidanlarla kimyasal olarak bir etkilesime girmemistir. Bu sebeple CUPRAC
metodu hem sentetik karigimlarin hem de gergek karisimlarin antioksidan kapasitelerini
tayin etmede etkili bir yontemdir ¢iinkii absorbanslarin aditivitesi (toplamsalligi) ilkesi

gecerlidir.
CUPRAC metodunun avantajlarin1 6zetlemek gerekirse;

e CUPRAC metodu tiyol grubu igeren antioksidanlar yiikseltgemede yeteri kadar
hizli iken, FRAP metodu [14] glutatyon gibi tiyol grubu tasiyan ve canli bitki ve
hayvan hiicresinde bulunan 6nemli bir antioksidani O6lgememektedir. Bunun
nedeni yiiksek spin gosteren Fe(Ill)’iin kimyasal bir inertlik saglayan yar1 dolu
d-orbitallerine sahip olmasindan kaynaklanabilir. Cu(IT)’nin elektronik yapisi

demir(IlT)’den daha hizli kinetik gostermesine neden olmaktadir. Yapilan bir
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calismada 1,10-fenantrolin varliginda sisteinin demir(IIl) ile vermis oldugu
redoks reaksiyonunun ¢ok yavas gergeklesmekte oldugu gozlenmis ve bu
nedenle reaksiyonun hizlanmasi i¢in katalizor olarak bakir(Il) ilave edilmistir
[68]. Diger yandan, glutatyon ve sistein 1-e rediiktanlar1 olup Tiitem ve dig.
[24-25] tarafindan molar absorptiviteleri sirastyla 8.5 x 10* ve 7.5 x 10* L mol™

cm™ olarak bulunmustur.

Reaktif secicidir ¢iinkii fenantrolin veya tripiridiltriazin ligandlar1 varhiginda
Fe(Il)-Fe(Ill) ¢iftinin redoks potansiyelinden daha diisiik potansiyele sahiptir.
Bu nedenle CUPRAC reaktifiyle, indirgen sekerler ve sitrik asid

yukseltgenemez.

Reaktif diger kromojenik reaktiflere (ABTS, DPPH vb.) oranla daha kararli ve
kolay ulasilabilirdir.

Bu metodun standart kolorimetreler kullanan ticari laboratuarlarda uygulanmasi
son derece kolaydir. Karmasik ve yiiksek maliyetli cihazlara gerek kalmadan

kisa siirede dogru sonug¢ alinmaktadir.

Renkli Cu(I)-Nc¢ kelat1 hava, giines 15181, pH ve nem gibi ¢esitli parametrelere
goreceli olarak duyarsizdir (6rnegin, radikal reaktif olan DPPH bu

parametrelere fazlaca duyarlidir).

CUPRAC metodu hidrofilik antioksidanlar kadar lipofilik antioksidanlarin da
(a-tokoferol gibi) kapasitelerini 6l¢ebilmektedir.

Absorbans-konsantrasyon arasinda cizilen kalibrasyon egrileri CUPRAC
metodunda yiiksek lineerlik verirken diger metodlarda polinomial egriler

olusmaktadir.

CUPRAC metodu fizyolojik pH’a yakin ortamlarda calisabilirken, FRAP
metodu asidik (pH 3.6), Folin metodu ise bazik (pH 10) ortamlarda
islemektedir. Sonugta antioksidanlarin protonlanmig veya protonlarini vermis
olmasina bagli olarak oksidasyon gergekte oldugundan daha gii¢ veya daha
kolay olmakta ve bunun uzantisi olarak toplam antioksidan kapasite oldugundan

daha eksik ya da fazla bulunabilmektedir.
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Genel olarak bu yontem kolay, hizli, etkili ve maliyeti diisiik bir yontemdir. Bu yontem
sayesinde hem lipofilik hem hidrofilik saf antioksidan bilesikler (vitaminler,
polifenoller, karotenoidler, flavonoidler vb.) i¢in yeni bir antioksidan kapasite indeksi
gelistirilmis olmaktadir. Yapilan calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda
toplumun gida tiiketimi ve beslenme konusunda bilgilendirilmesine olanak
saglanacaktir. Boylelikle antioksidan ve vitaminlerce zengin beslenme aligkanliklari
elde edilecek ve bu tiir beslenme sayesinde hiicre yipranmasi ve yaslanmayi azaltici
etkilerin gdzlenmesi, toplumun ortalama Omriiniin arttirilabilmesi s6z konusu
olabilecektir. Ortalama Omriin arttirilmasi ise, insana yapilan bir yatirim olarak ulusal

ekonomiye dogrudan bir katki saglayacaktir.
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Sekil E.1: a-tokoferol varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.2: Troloks varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goériiniir bolge spektrumu
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Sekil E.3: Askorbik asid varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bélge spektrumu
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Sekil E.4: Kaffeik asid (CFA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.5: Klorojenik asid (CGA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.6: Epikatesin gallat (ECG) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bdlge spektrumu
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Sekil E.7: Epigallokatesin gallat (EGCG) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin gériiniir bolge
spektrumu
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Sekil E.8: Fisetin (FS) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.9: Kumarik asid (CMA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bdlge spektrumu
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Sekil E.10: Morin (MR) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bélge spektrumu
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Sekil E.11: Naringenin (NG) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.12: Siringik asid (SA) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.13: Hesperetin (HT) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bdlge spektrumu
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Sekil E.14: Naringin (N) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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Sekil E.15: Epikatesin (EC) varliginda Cu(I)-Nc kelatinin goriiniir bolge spektrumu
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