T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU
ANALITIK ANABILIM DALI

KiM-YL-2008-0009

ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERININ
ANALITIK ACIDAN KARSILASTIRILMASI

Asiye ARDAG

DANISMAN
Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER

AYDIN-2008






T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU
ANALITIK ANABILIM DALI

KiM-YL-2008-0009

ANTIOKSIiDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERININ
ANALITIK ACIDAN
KARSILASTIRILMASI

Asiye ARDAG

DANISMAN
Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER

AYDIN-2008



T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERi ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Kimya Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi 6grencisi Asiye ARDAG tarafindan
hazirlanan  Antioksidan Kapasite Tayin YoOntemlerinin  Analitik  Ag¢idan
Karsilastirilmasi baghikli tez, 10.09.2008 tarihinde yapilan savunma sonucunda
asagida isimleri bulunan jiiri iiyelerince kabul edilmistir.

Unvani1 Adi Soyadi Kurumu Imzas1
Baskan : Prof. Dr. A. Ersin Karagdzler ADU Fen-Edebiyat Fakiiltesi  ...................
Uye : Prof. Dr. Mustafa Demir ADU Fen-Edebiyat Fakiiltesi  ...................

Uye :Prof Dr. Mustafa Birincioglu ADU Tip Fakiiltesi ..o,

Jiiri liyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiiksek Lisans tezi, Enstitii Y6netim
Kurulunun ... sayili kararyla ............... tarihinde
onaylanmustir.

Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
Enstitii Midiirii

Adnan Menderes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 09010-AYDIN
Santral (256) 214 66 89-90 Telefon (256) 212 89 93 Fax (256) 215 26 03 e-posta: fenbilimleri@adu.edu.tr



1

INTIHAL BEYAN SAYFASI
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gostererek belirttigimi beyan ederim.

Adi1 Soyads : Asiye ARDAG
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OZET
Yiksek Lisans Tezi

ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERININ
ANALITIK ACIDAN KARSILASTIRILMASI

Asiye ARDAG

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Analitik Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER

Antioksidanlar koruyucu etkilerini oksidasyon siirecinin farkli asamalarinda ve farkli
mekanizmalarla gosterirler. Farkli test metotlar1 antioksidan aktivite hakkinda 6zel
fakat sinirli bilgi verdiklerinden, tek bir antioksidan lizerinde farkli antioksidan
testlerinin sonuclarinin karsilastirilmas: metotlarin giicii hakkinda bilgi verecegi gibi

antioksidanin farkli koruyucu etkilerini de ortaya ¢ikarabilir.

Bu calismada antioksidan aktivitenin dl¢iilmesinde siklikla kullanilan 2,2'-diphenyl-
I-picrylhydrazyl (DPPH) radikal siipiiriicii aktivite yontemi, total fenolik bilesik
miktar1 tayin yontemi, ABTS radikal katyonu kullanilarak troloks esdegeri
antioksidan kapasite tayin yontemi (TEAC), kuprik iyon indirgeme kapasitesi
(CUPRAC) yontemi ve oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi kapari
(Capari spinosa L.) bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini

tayin etmek tlizere kullanilmis ve karsilastirma yapilmaistir.

Calismada kapari sulu ekstresinin DPPH radikal silipiirme aktivitesi etanol
ekstresinden biraz daha yiiksek bulunmustur. Ote yandan su ekstresinin fenolik
bilesik icerigi alkol ekstresinin fenolik bilesik i¢eriginden daha diisiiktiir. Incelenen
yontemlerden TEACxprs ile fenolik bilesik miktar1 arasinda pozitif iliski tespit

edilirken TEACcuprac ve TEACorac yontemleri negatif iliski gostermislerdir.



v

Sonu¢ olarak in vitro antioksidan aktivite tayininde tek bir tayin metodunun
antioksidanmn giicii hakkinda smirli bilgi verecegi, bu nedenle birka¢ tanesinin

birlikte kullanilmasmin gerektigi vurgulanmaistir.

Anahtar kelimeler: Kapari (Capari spinosa L.), DPPH, Total Fenolik Bilesik Tayini,
TEAC, CUPRAC, ORAC



ABSTRACT
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ANTIOXIDANT CAPACITY DETERMINATION METHODS
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Supervisor: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER

Antioxidants can exercise their protective properties at different stages of the
oxidation process and by different mechanisms. As different testing methods provide
particular, but limited information about antioxidant activity, a comparison of the
methods using a single antioxidant should give information about the strength of the

methods as well as about the different protective effects of the antioxidant.

In this work, five methods widely employed in the evaluation of antioxidant activity,
namely 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging method, total
phenolics analysis, trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay with ABTS
radical cation, cupric ion reducing capacity (CUPRAC) method and oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) method have been compared with regard to their
application in the determination of antioxidant activity of ethanol and water extracts

of capers (Capari spinosa L.).

According to the results DPPH radical scavenging activity of water extracts of capers
was forum to be slightly higher than that of ethanolic extract. On the other hand total
phenolic content of water extract was found to be lower than that of ethanolic extract.
According to the results of the tested methods there was a positive correlation

between TEACpts and total phenolic content whereas the correlation was negative
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for TEACcuprac and TEACorac. In conclusion it was stated that a single antioxidant
activity test would present limited information about the power of the antioxidant in
question and it was emphasized that use of a combination of various methods should

be used in assessing the antioxidant activities in vitro.

Key words: Capers (Capari spinosa L.), DPPH, Total Phenolics, TEAC, CUPRAC,
ORAC
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1. GIRIS

Yiiksek aktiviteye sahip bilesikler olan serbest radikaller, yasamsal faaliyetler
sirasinda veya solunum, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlari gibi
endojen kaynaklar ile sigara dumani, hava kirliligi, UV 1sinlari, iyonize radyasyon ve
ksenobiyotikler gibi cesitli gevresel kaynaklarin etkisiyle meydana gelebilmektedirler
(Young ve Woodside, 2001). Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri insan
viicudunda  siirekli meydana  gelmektedir. Serbest radikaller noétralize
edilmediklerinde viicutta hiicre membran1 proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek,
membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranmi sertlestirip hiicre
fonksiyonunu engellemek, c¢ekirdek membranini yararak niikleustaki genetik
materyale etki edip DNA’y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak yoluyla
ciddi hasarlara neden olabilirler (Serteser ve Gk, 2003). Bu dengelenmemis serbest
radikal saldirist ve hiicre zarmin tahribati “oksidatif stres” olarak adlandirilir.
Oksidatif stres, oksidatif lezyonlara, doku hasarina, mutasyonlara ve hiicre
Olimlerine yol acabilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin (¢cogunlukla serbest

radikallerin) asir1 tiretimiyle tetiklenir.

Oksidatif stres tiim canlilarda gdzlenebilir. insanlarda gesitli kalp damar patolojileri
(arterioskleroz ve hipertansiyon), diyabet, norodejeneratif siirecler (0zellikle
Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1), hiicre yipranmasi ve yaslanma, kikirdak
iltihabindan gelen patoloji, solunum yolu hastaliklar: (sistik fibroz ve astim), Down
sendromu ve kanser gibi hastaliklarin olusumunda oksidatif stresin katki yaptigi

bilinmektedir (Gardes-Albert et al., 2002).

Oksidatif strese kars1 giincel tip biliminde biiyiik dl¢iide sinama-yanilma yontemiyle
baz1 tedaviler Onerilmekte ise de aslinda tedavi yaklasimlarinin molekiiler
mekanizmalara (yani molekiiler tibba ve biyokimyaya) dayandirilmasi gittikce 6nem
kazanmaktadir. Bu da gerek hastalarm ve gerekse saglikli insanlarin diyetlerinin
koruyucu ve tedavi edici hekimlik baglaminda dogal ve yapay antioksidanlarla

takviye edilmesini gerekli kilmaktadir. Dogal antioksidanlarin en 6nemli kaynagi



bitkiler olup 6zellikle insan beslenmesinde bitkisel kaynakli besinlerin kullanilmasi
ozendirilmekte ve giderek artmaktadir. Molekiiler diizeyde c¢ok biiyiik cesitlilik
gosteren antioksidan maddelerin bitkilerdeki miktarlar1 ve dagilimlar1 arastirma
konusudur. Bu arastirmalar yiliksek antioksidan aktivite gosteren molekiilleri igeren
bitkisel kaynakli besinlerin Onerilmesi agisindan Onemlidir. Bu nedenle de
antioksidan aktiviteyi Olgmek tizere kullanilan ¢esitli tayin yOntemlerinin
gelistirilmesi ve karsilastirilmasi son zamanlarda en 6nemli arastirma konularindan

biridir.

1.1. SERBEST RADIKALLER

Radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron igeren
kimyasal yapilardir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir
organik molekiil olabilir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z
konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 i¢in, radikaller reaktivitesi

cok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir (Kiling, 2002).

I¢inde bulundugumuz cevrede gesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Nerede ve nasil iiretildiklerine bakilmaksizim,

radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusurlar (Kiling, 2002):

i) Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
ve yliksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin kirilmasia neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar {lizerinde kaliyorsa,
bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde de paylasiimamais

elektron kalir. Paylagilmamis elektron tasiyan tiirler radikalik 6zellik gosterirler.

ii) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zellik gdstermeyen bir
molekiilden elektron kaybi sonucu dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa,

radikal formu olusur.



iii) Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi tagimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu

tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.

Hiicresel kosullarda 6nemli miktar ve ¢esitlilikte serbest radikal iiretilir. Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijen ve azottan olusan radikallerdir. Bu

radikallerin bir listesi Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Halliwell ve Auroma, 1998).

Cizelge 1.1 Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit, O, Hidrojen peroksit, H,O,

Hidroksil, OH’ Hipokloroz Asit, HOCI
Hipobromd6z Asit, HOBr

Peroksil, RO, Ozon, O;

Alkoksil, RO Singlet Oksijen, Ag O,

Hidroperoksil, HO,’
Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit, NOe Nitréz asit, HNO,
Azot dioksit, NO, Nitrozil katyonu, NO"

Nitroksil anyonu, NO
Diazot tetroksit, N,Oy4
Diazot trioksit, N,O;

Peroksi nitrit, ONOO"
Peroksi nitroz asit,
ONOOH

Nitronyum katyonu, NO;”
Alkil peroksinitritler,
ROONO

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulundururlar. Bir veya
daha fazla ortaklanmamig elektronun varlig1 serbest radikali manyetik alanda kismen
paramanyetik kilarken bazen bu tiirlerin kimyasal reaktivitesi ¢ok yliksek olur.
Kimya ve biyolojide yukaridaki tanimlamaya uygun pek cok serbest radikalin var

olabilecegi tartisilmaktadir (Halliwel ve Gutteridge, 1989).



Insan viicudunda da radikalik veya radikalik olmayan reaktif tiirler vardir. Bunlarmn
en Onemlileri reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak
adlandirilir ve bir listesi Cizelge 1.1°de verilmistir (Halliwell ve Auroma, 1998). Bu
reaktif tiirlerin bir kismi normal biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda kaza ile
meydana gelir. Ornegin aerobik canlilarm mutlaka kullanilmas1 gereken O, tam
indirgenme sonucu,

O, +4H" + 4e — 2H,0

reaksiyonu geregince suya doniisiirken;

tek elektronlu indirgenme ile:

0, +e -0,

siiperoksit radikaline veya iki elektronlu indirgenme ile:

O, +2H" + 2e — H,0,

hidrojen peroksite doniisiir. Tam indirgenme iiriinii olan su hiicre i¢in toksik etki
gostermez ancak siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve H,O; hiicre icin toksik etki

gosterirler. Bunlar arasinda en toksik 6zellige sahip olan hidroksil radikalidir.

Bir 6rnegi yukarida verilen ROS ve RNS’lerin 6nlemeyen olusumlar1 yaninda canli
sistemlerde istemli iiretimleri de gerceklesir. Ornegin savunma hiicreleri (fagositler)
yabanci organizmalara karst O, ve H,O, iiretirler. Ancak, bu iiretimin fazlasi

canlinin kendisine de zarar verebilir.

1.2. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
siiptirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik

fonksiyon tasiyan molekiillerdir (Kahkonen et al., 1999; Nagai et al., 2005).

Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini
vererek serbest radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline
gelmemeleridir (Prior ve Cao, 1999). Antioksidanlarin insan saghgindaki yerini
belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite

iligkileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).



Canli sistemlerde gerceklesen biitiin fizyolojik siirecler; enzim, hormon ve iz
elementler gibi farkli ajanlar tarafindan yonetilen oksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlarimin kompleks kombinasyonlarini igerir. Canlilarda redoks dengesinde
meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olabilir. Antioksidan maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve
farkli oksidasyon reaksiyonlarmmi diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya
antioksidan savunma sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde
meydana gelebilecek bir yetersizlik, farkli hastalik tiirlerini meydana getirebilir

(Cuttler ve Pryor, 1984).

1.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMLERI VE
ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, serbest radikal iiriinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi, antioksidan savunma sistemleri
tarafindan korunur. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan

iki kategoride incelenebilir (Cizelge 1.2) (Rice-Evans et al., 1997).

Cizelge 1.2 Enzimatik ve Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Dogal Sentetik

Stiperoksit dismutaz (SOD)  Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol
(BHA)

Selenyum bagimli glutatyon a-tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen

peroksidaz (GPx) (BHT)

Glutatyon-S-transferaz Polifenolik bilesikler Gallik asit tlirevleri

(GST)

Katalaz Karotenoidler Terstyer biitilhidrokinon
(TBHQ)

Glutatyon rediiktaz (GR) Nordihidroguareyetik asit

(NDGA)




1.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.3.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu katalizleyen

bir metalloenzimdir.

20, + 2H" SO—D> H,O, + Oy

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da isimlendirilir. Ciinkii,
siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin gii¢lii bir baslaticisidir. Bu sistem

sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur.

1.3.1.2. Katalaz

Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir
hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD
aracilig1 ile olusan hidrojen peroksit bir radikal olmamasina karsin en reaktif tiir olan
HO- radikalinin Onciisii olmasi1 nedeniyle en fazla oksidatif hasara sebep olur.

Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalar:

Katalaz
2H,0, ———» 2H,0 + O,

1.3.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon  peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyik molekiillii  lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. GPx, asmr1 hidrojen peroksit
varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir)
oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya doniistiiriir (Demirsoy et

al., 2003):

GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0



1.3.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

GPx tarafindan H,0O, ve diger lipid peroksitlerin indirgenmesi esnasinda glutatyon
okside glutatyona doniismektedir. Bu okside halin tekrar rediikte GSH’a
doniistiiriilmesi gereklidir. Ciinkii organizmanin glutatyon deposu sinirhdir. GR,
NADPH varliginda glutatyon disiilfiti (GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH)

cevirir:
+ GR +
GSSG + NADPH +H" — 2GSH + NADP
1.3.1.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Lipid hidroperoksitlere (ROOH) karst GST’lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gosterirler:

ROOH +2GSH —95T »  GSSG + ROH + H,0

1.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1.3.2.1. Sentetik Antioksidanlar

Besinlerdeki sivi ve kat1 yaglarin oksitlenerek bozunmasi istenmeyen koku ve
tatlarin olugmasimi takiben sekonder olarak besin kalitesinde ve giivenliginde
azalmaya neden olan toksik potansiyel tasiyan bilesiklerin olugmasina neden olur.
Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin korunmasi ic¢in antioksidan ilavesi
gerekir. Besinlere dogal antioksidanlar (baharat veya diger katki maddeleri) da
edilebilirse de endiistride daha c¢ok asagida aciklanan sentetik antioksidanlar

kullanilir.

a) Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

BHA, kimyasal olarak iki izomerin karigimidir (3-tersiyer butil-4-hidroksianisol ve
2- tersiyer butil-4-hidroksianisol) ve beyaz mumsu parcaciklar halindedir. BHT ise,
beyaz kristal goriiniimiindedir. Iki bilesik de, yagda ¢oziiniir fakat suda ¢oziinmezler.

BHA’nin gida icinde tasinmasi BHT’den daha iyidir. Genellikle gidanin yag



iceriginin agirlig tizerinden, tek basma veya antioksidan karisimi olarak % 0,02 (200
ppm) oraninda kullanilirlar. BHA 6zellikle ucucu yaglarin renk, tat ve kokularinin
korunmasinda, bilhassa kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmede
etkilidir. Genellikle tahil ve sekerli iirlinlerde kullanilr. BHA ve BHT birlikte
kullanildiginda sinerjik etkiden bahsedilmektedir. Bu antioksidanlarin fazla tiiketimi,
viicutta asir1 hassasiyete ve alerjiye yol agabilmektedir. Glinlimiizde kanserojenik
etkileri {izerinde de arastirma yapilmaktadir. Ikisinin de, National Research Council,
Food Additive Committee’nin verilerine gore gidalarda kullaniminda 1970’den beri
azalma olmasma ragmen, halen 23 biiyilk gida kategorisinde en fazla kullanilan

antioksidanlar oldugu bilinmektedir (Cakmake¢1 ve Celik, 2000).

OH OH
C(CH4)s (H3ClaC C(CH3)a
OCH4 CH3
Biitillenmis Hidroksianisol Biitillenmis Hidroksitoluen
(BHA) (BHT)

Sekil 1.1 BHA ve BHT 'nin kimyasal yapilari

b) Tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ)

Kizartma yaglarin1 oksidasyona karsi korumak i¢in en 1yi antioksidan olarak
bilinmektedir. Kizartma islemi bitmis {iriinleri de korumaktadir. Bej renkli bir toz
olan TBHQ, kat1 ve sivi1 yaglarda ¢oziiniir. Diger sentetik antioksidanlarin aksine
bitkisel yaglar i¢in en etkili sentetik antioksidandir. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir
(Keskin ve Erkmen, 1987).



Tek basina veya BHA ve/veya BHT ile birlikte kullanimi vardwr. Sitrik asit ile
karigtirildiginda, stabilize edici 6zellik kazanmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde

kullanim1 yasaklanmistir (Cakmake1 ve Celik, 2000).

OH

C{CH3)a

OH

Tersiyer Biitil Hidrokinon
(TBHQ)

Sekil 1.2 TBHQ’nun kimyasal yapis1

¢) Gallatlar

Gallik asitin en fazla kullanilan esterleri, propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat
ve lauril gallattir. Bunlar suda ¢6zlinmezler, yagda yalniz oktil ve dodesil gallatlar iy1
¢Oziinilir. PG, beyaz kristal toz olarak satilir ve suda ¢ok az ¢oziiniir. Erime noktasi
148°C olup, bu derecenin lizerinde etkisini kaybeder. FDA’nin izniyle gidalarda

1947°den beri kullanim1 giderek yaygilasmis sentetik bir antioksidandir.

Gallatlarin kullanilmasinda toplum sagligi ve gida hijyeni acisindan olumsuz higbir

bilgi ileri siirtilmemektedir (Cakmakg1 ve Celik, 2000).
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COOC3H7

HO OH

OH
Propil gallat

(3,4, 5-trihidroksi-benzoik asit propil ester)
Sekil 1.3 PG’nin kimyasal yapis1

d) Nordihidroguareyetik asit (NDGA)

NDGA, toksik etkisi yiiksek, yagdaki coziinlirliigi az olan bir antioksidandir.
Gidalara % 0,01 oraninda katilir, pisirilmis besinlerde bile etkisini korur (Keskin ve

Erkmen, 1987).

CEH?_CgH}'

HO OH

OH HO

Sekil 1.4 NDGA’nin kimyasal yapisi
1.3.2.2. Dogal Antioksidanlar
a) C-Vitamini (L-askorbik asit)

C vitamini bir ketolaktondur (Sekil 1.5). Suda ¢6zlinen vitaminlerden olan askorbik

asit Ozellikle taze yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Cok
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gliclii bir indirgeyici ajan olan C vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler (Gardner et al, 2000). Ayrica
antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller. Yine vitamin C,

tokoferoksil radikalinin tokoferole indirgenmesini de saglar.

Cesitli besin maddelerinde acilasma, eksime ve renk degisimini onler. C vitamininin
koroner kalp hastaliklarmma karst koruyucu oldugu disiiniilir. Cilnkii LDL
oksidasyonunu onler. Ayrica doku yapiminda ve onariminda rol alir, bagisiklik
sistemini  giiclendirir, kanserin Onlenmesinde etkilidir, demirin viicutta
kullanilmasina yardimci olur ve sigaranin olumsuz etkilerini azaltir (Tiitem ve Apak,

1991).

HO

HO

HO OH

Sekil 1.5 L-Askorbik asitin kimyasal yapis1
b) E -Vitamini (a-tokoferol)

E vitamini dogada a-, B-, o-, y-tokoferoller ve tokotrienollerin olusturdugu 8 farkli
izomerik yapida bulunmaktadir. Ozellikle o-tokoferol, yiiksek biyolojik aktivite
gostermektedir. a-tokoferol vitaminlerin en gii¢liisii ve yiyeceklerde en genis sekilde
yayilmis olamidir (Landvik et al.,1998).Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan

ozelligi bu gruptan kaynaklanir (Sekil 1.6).
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CH3

a—tokoferol

Sekil 1.6 a- tokoferol’iin kimyasal yapisi

Cok giiclii bir antioksidan olan E-vitamini hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu savunma
elemanidir. a-tokoferol, O, ~, HO', singlet O, lipid peroksil (LOO") radikallerini ve
diger radikalleri temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil
radikallerini yikarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi igin
zincir kirict bir antioksidan olarak da bilinir. Lipid peroksidasyonunu Onleyici

mekanizmasi agsagidaki gibi 6zetlenebilir:

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

Sonugta olusan tokoferoksil radikali stabildir ve kendi kendine lipid

peroksidasyonunu baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir.

¢) Polifenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir veya daha fazla hidroksil grubu i¢eren aromatik yapilardir. Pek
cok polifenol bazilar1 metilenmis veya glikozillenmis birden fazla hidroksil grubu
icerir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin yaklasik 8000 ¢esit oldugu tahmin
edilmektedir. Fenolik bilesikler Cizelge 1.3’de gdsterildigi lizere molekiil yapilarina

bagli olarak alt siiflarda incelenebilirler:
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Cizelge 1.3 Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Altsimiflar Aciklama

Antisiyaninler Kirmizi ve mavi renkli ¢igek pigmentleri
Antoklorlar Sarigigek pigmentleri

Benzofuranlar Bitki ve likenlerde bulunur

Kromonlar Tedavi edici 6nemi olan kiigiik bir grup bilesik
Kumarinler Bitkilerde yaygin olarak goriilen 700’den fazla

Minor Flavonoidler
Flavonlar ve flavonoller
Izoflavonoidler
Lignanlar

Fenoller ve fenolik asitler
Fenolik ketonlar

Fenilpropanoidler
Kinonoidler
Stilbenoidler

Tanninler

Ksantonlar

kimyasal yap1

Flavanonlar ve dihidroflavonoller

Genellikle glikozidik formda pek ¢ok kimyasal yap1
Baklagillerin karakteristik kimyasallar1

Genellikle odun ve aga¢ kabugunda bulunurlar

Hemen hemen tum bitkilerde bulunurlar

Egrelti ve serbet¢i otunda belirgin bir sekilde
bulunurlar

Yaygm Pekc¢ok Yapi
Benzokinonlar, naptokinonlar ve antrakinonlar
Dihidrofenantrenleri de igerir

Kondanse ve hidrolizlenebilir formda bulunurlar

Baslica Gentianaceae ve Guttiferae ailesinde
bulunurlar

Bu alt smiflardan flavanoidler iiye sayisi itibari ile en biiyiilk grubu olusturup

yaklagik 5000 tiyesinin bulundugu tahmin edilmektedir. Flavanoidler de flavonolller,

flavonlar, flavanoller ve izoflavonlar gibi, temel kimyasal yapilar1 Sekil 1.7°de

gosterilen, alt gruplara ayrilirlar.

HO. ‘/0 .
\@Tﬁ
H

flavon

OH
HOWO'\F"' ‘[j\
| ]
P
H

flavanol

OH
HO._ O .
QTLDH
OH

flavonol
o.

?J&J\Q';H

izoflavon

Sekil 1.7 Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari
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Hidrojen veya elektron verici ajanlar olarak indirgen 6zellik gdsteren polifenollerin
kimyasal aktiviteleri, serbest radikal siipiiriicii (antioksidan) potansiyellerinin bir
Olgtistidiir. Bir antioksidanin aktivitesi asagidaki 6zellikleri ile tayin edilir:

e Hidrojen veya elektron verici ajan olarak reaktivitesi

e Ortaklanmamis elektronu stabilize ve delokalize etme kabiliyetine bagl

olarak olusan antioksidandan tiiremis radikalin etkinligi

e Diger antioksidanlarla birlikte reaktivitesi

e (Gegis metal selatlama potansiyeli
Polifenollerin serbest radikal siipiiriici aktivite icin ideal kimyasal yapiya sahip
olduklar1 ve derisim diizeyinde in vitro olarak a-tokoferol ve vitamin C’den daha
etkin antioksidan 6zellik gosterdikleri ispatlanmistir (Rice-Evans et al., 1997).
Polifenollerin hidroksil (OHe), azid (Nse), siiperoksit (O,*"), lipid peroksil (LOO*) ve
model t-biitil alkoksil (tBuO¢) radikalleri ile iligkileri, reaksiyonlarin hiz sabitleri ve
antioksidan radikalin kararliligi konusunda pek ¢ok calisma yapilmistir (Rice-Evans
et al., 1997). ilaveten, basta demir ve bakir olmak iizere metal baglama egilimleri
polifenollerin gecis metal katalizli serbest radikal olusumunu engelleyerek koruyucu

antioksidan 6zelliklerini dogrulamaktadir.

d) Karotenoidler

Bir¢ok bitki, alg ve kii¢ciik organizmalarda bulunan karotenoidler yagda ¢6ziinebilen
dogal antioksidanlardir. 600’den fazla karotenoid ¢esidinin var oldugu bilinmektedir.
Karatenoidlerin ¢cogunun temel yapisi poliizoprenoidden olugmaktadir (Deming et
al., 2002). Yapida bulunan cifte baglardan dolay:r sari, portakal veya kirmizi
renktedirler. Absorpsiyon maksimumu, konjuge ¢ifte bag sayisma baglhdir ve 400-
500 nm arasinda degismektedir. Karotenoidler, olduk¢a etkili ROS (reaktif oksijen
tiirleri) siipiiriiciileridir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapisindaki konjuge
cifte baglardan ileri gelmektedir. Sekil 1.8°de [-karotenin kimyasal yapisi

goriilmektedir.
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CH, CHs HaC
HiC  Chy H H H  H  H "
ES(G% D T R N e N P
K H H H H \]/ H R’ ens
GHg, CHB CHE

Sekil 1.8 B-karotenin kimyasal yapisi

1.4. ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMLERI

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastiricilar tarafindan
antioksidan kapasiteyl tanimlamak ic¢in farkli terimlerin kullanildigi goriiliir.
Karsilasilabilecek terimler total antioksidan “kapasite” veya “etkinlik”, “gii¢”,
“parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin “aktivitesi”
basing, sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon kosullar1
belirtilmedik¢e anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile dl¢giilen “antioksidan aktivite”
o yontemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittigindan
verileri “total antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek uygun
olmayabilir ve yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi yerine farkli deneylerde elde
edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak oOnerilmektedir. Ya da “peroksil radikal
siipiiriici  kapasite”, “siiperoksit siipiiricii kapasite”, “demir iyonu indirgeme
kapasitesi” gibi 6l¢lim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin kullanilmasi

da onerilmektedir (Koleva et al., 2002).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan
temel olarak iki sinifta toplanabilir:

i) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

ii) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)
HAT-esasli analiz yontemlerinin ¢cogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT- esasli yontemler genellikle bir sentetik
serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur. ET-
esasli yontemler reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayn1 zamanda

reaksiyonu takip etmek i¢in prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir.
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HAT ve ET esasli yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine

radikal (veya oksidan) siiptiriicii kapasitesini 6l¢cmeye dontiktiir.

HAT reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin bozunmasi
sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan yarigsmali bir
sekilde giderilmesi prensibine dayanir. HAT analiz yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.
ET esasl analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren
bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk degisiminin
derecesi Ornekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir. ET esashi analiz
yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢timii

c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP)6l¢timii

d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan

potansiyel” 6l¢iim yontemi
e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi
f) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak
stralanabilir.

Bu yontemlerden FCR’m antioksidanin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde ve
ORAC’in 1se antioksidan radikal siipiiriici kapasitesinin belirlenmesinde

kullanilmas1 onerilmektedir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2005).

Yukarida bahsedilen tiim yOntemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde kullanilmast miimkiin olmakla birlikte, Ornekteki antioksidan
maddelerin molekiiler c¢esitliligi bu yontemler arasinda her zaman dogrusal iliski
olugsmasini engelleyebilir. Bu nedenle tek bir yontem kullanarak bitkinin antioksidan

kapasitesi hakkinda karar vermek uygun olmayabilir.
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Antioksidan kapasitenin Ol¢iimii i¢in literatiirde verilen yirmiden fazla yontem
vardir. Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda
literatiirdeki sonuglar acikca gostermektedir ki antioksidan aktivite segilen tayin
yontemine son derece bagimlidir ve gozlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile
bitki ekstrelerinin total fenolik icerigi arasinda tam bir korelasyon gdzlenmeyebilir

(Dorman et al.,2003; Trouillas et al., 2003; Miliauskas et al., 2004).

Bu ¢aligsmada kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri asagida

aciklanmastir.

1.4.1. DPPH Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin (Sekil 1.9) antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
onerilmesi ile ortaya ¢ikmistir. Antioksidan aktivite Ol¢limlerinin yogunlastigi
yillarda Brand-Williams ve arkadaglar1 (Brand-Williams et al., 1995) yontemi

gelistirmis ve bu yontem pek ¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmastir.

Yontemin esast DPPH iceren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir
molekiiliin (antioksidan) ¢6zeltisinin  karistirilmast sonucu DPPH radikalinin
indirgenmesine ve ¢ozeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina dayanir.
Mor renkli ¢ozeltinin 520 nm civarindaki absorbansinin azalmasi 6lgiilerek reaksiyon

takip edilir.

Antioksidan aktivite baslangictaki DPPH derisiminin % 50’sinin azalmasi ig¢in
harcanan antioksidan miktarint ifade eden ICsy (etkin konsantrasyon) degeri ile

verilir (Brand-Williams ef al., 1995).

DPPH yontemi teknik olarak basit olmasma karsin bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bir¢cok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan
peroksil radikalleri ile ¢ok hizli tepkime vermektedir, ancak DPPH ile yavas tepkime
vermektedir. Ornegin askorbik asit ile 1,15 dakika ve rutin ile 103 dakikada tepkime

vermektedir. Sonu¢ olarak antioksidan kapasitenin dogru bir sekilde ifade



18

edilemedigi diisiiniilebilir. Ayrica, DPPH ile antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon
kinetiginin DPPH derisimi ile her zaman dogrusallik gostermedigi de bilinmektedir

(Huang ve Prior, 2005; Molyneux, 2004).

032N N—N

Sekil 1.9 DPPH reaktifinin kimyasal yapisi

1.4.2. Folin-Ciocalteu Yontemi Ile Total Fenolik Bilesik Tayini

Bu yontem 1965°de Singleton ve Rossi tarafindan Onerilmis ve daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi
veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olup
fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir (Singleton et
al., 1965). Yontem test edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi igin
gerekli miktarini olger (Vinson et al., 2005). Ancak bu reaktifin sadece total fenolik
bilesik miktarmi 6lgmedigi ve 6rnek icinde mevcut tiim indirgen maddelerle de
reaksiyon verece8i bilinmektedir. Bu nedenle reaktifin sadece Ornekteki fenolik
bilesik diizeyini degil 6rnegin total indirgeme kapasitesini de 6l¢tiigli konusunda
tartigma vardir (Ikawa et al., 2003). Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi ile total
fenolik bilesik miktar1 tayini hemen hemen tiim antioksidan ¢aligmalarinda 6rnekteki
fenolik iceriginin tayininde kullanilan standart bir yontemdir. Ayrica bu reaktifin ilag
analizinde (Rao et al., 1978), idrar gibi biyolojik d6rneklerde (Raura et al., 2006), gida
iirtinlerinde (Mogalhaes et al., 2006) fenolik bilesik diizeyi veya indirgeme kapasitesi

Olgtimleri i¢in genisletilmis veya modifiye edilmis uygulamalar: vardir.
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1.4.3. TEAC (Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite) Yontemi

Troloks [(£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit] (Sekil 1.10), E
vitamininin suda ¢oziiniir esdegeridir (Ree et al., 1999). Troloks canli sistemlerde
dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla birlikte pek cok antioksidan aktivite
tayin yonteminde standart olarak kullanilir. Genellikle belli bir derisim araliginda
Troloks antioksidan olarak kullanilarak bir ¢alisma grafigi hazirlanir ve bilinmeyen

antioksidanin aktivitesi bu grafikten Troloks esdegeri olarak okunur.

CHs
HO O

OH
HaC )

Sekil 1.10 Troloks molekiiliiniin kimyasal yapisi

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir (Miller et
al., 1993). Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS [2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiyazolin 6-siilfonat)] (Sekil 1.11) ayn1 zamanda kararli bir radikaldir. Hem
suda hem organik ¢oziiciilerde ¢oziindiiglinden hem hidrofilik hem de hidrofobik
antioksidan aktivite tayininde kullanilabilmektedir. TEAC yontemi, antioksidan
varliginda ¢ozeltideki ABTS' radikalinin absorbansindaki azalmanin 6lglilmesine

dayanmaktadir (Rice-Evans ve Miller, 1984; Pellegrini et al., 1999).

O//S S /N:< .0

Sekil 1.11 ABTS molekiiliiniin kimyasal yapis1
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Orijinal yontemde ABTS radikal katyonu, H,O, ile metilmiyoglobinin reaksiyona
girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesimden olusmaktadir.
ABTS"™ radikal katyonunun karakteristik absorbsiyon spektrumu 660, 734, 820
nm’de maksimum vermektedir (Rice-Evans ve Miller, 1984; Pellegrini et al., 1999).
Orijinal TEAC yonteminde analiz edilen maddenin (antioksidanin) ABTS radikalini
indirgeme yetenegi Ol¢lilmektedir. Ancak bu madde ferrilmiyoglobini de
indirgeyebilir. Re ve arkadaslar1 (1999) tarafindan modifiye edilen TEAC
yonteminde, ABTS’ nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTS" radikal
katyonu olusmaktadir (Sekil 1.12). Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden once
radikal katyonu olusturulmaktadir. Orijinal metotta ise antioksidan varliginda radikal
meydana gelmektedir (van den Berg et al., 1999). Olusan radikal katyonu oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir. Gelistirilen metodun orijinal
metottan farki hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir

dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi olmasidir.

TEAC metodunun diger bir modifikasyonu van den Berg et al. (1999) tarafindan
gelistirilmistir. Bu ¢alismada bir azo bilesigi olan 2,2’-azobis-(2-amidinopropan)HCI
(ABAP) kullanilarak ABTS™ radikal anyonu olusturulmustur. Yontemde
antioksidanlar radikalin olusmasindan Once eklenmektedir. Bodylece radikal
olusumuna etki edecek bilesiklerin girisimini 6nlemektedir. Bu yontemde de hem
hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasitesi ol¢iilebilmektedir. Diger bir yenilik
Arnao et al. (1998) tarafindan ortaya konulmustur. Burada ABTS radikalinin
olusumunda horse radish peroxidase (HRP) enzimi kullanilmistir. ABTS/ H,O,/ HRP
enzimatik sistemi kullamilarak hidrofilik ve lipofilik antioksidan aktivitesi

Olciilebilmektedir (Arnao et al., 1998; Rice-Evans et al., 1996).

o
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Sekil 1.12 ABTS radikal katyon olusumunun reaksiyon denklemi
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1.4.4. (CUPRAC) Bakir(II) Indirgeyici Antioksidan Kapasite

Yontemi

Tiitem et al. (1991) tarafindan 1limli bir oksidan olarak c¢esitli indirgen ajanlarin
tayini i¢in kullanilabilecegi 6nerilen bis(neokuprein)bakir (II) kloriir reaktifi sistein
(Tiitem ve Apak, 1991), E vitamini (Tiitem ef al., 1997) ve askorbik asit (Gliclii et
al., 2005)’in tayininde basari ile kullanilmistir. Bu yontem daha sonra kuprik iyonu
indirgeme potansiyeli Olclilmek suretiyle bitki ekstrelerinde ve insan serumunda
(Apak et al., 2004; 2005) total antioksidan kapasite tayini i¢in gelistirilmis ve bakir
iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity:
CUPRAC) olarak isimlendirilmistir. Bu yontemle hem hidrofilik hem lipofilik

toplam antioksidan kapasitesi kolaylikla tayin edilebilmektedir.

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

asagidaki gibi gergeklesmektedir:
2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 4 2n Cu(Nc)," + Ar(O),+2nH"

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

bilesikler, 2n-e donoérii olarak hareket etmektedir (Apak et al., 2004).
1.4.5. ORAC (Oksijen Radikal Absorbsiyon Kapasitesi) Yontemi

ORAC yontemi ilk kez Cao, Allessio ve Cutler tarafindan Onerilmistir (Cao et
al.,1993). Bu yontemde peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekiiliin bir
antioksidan tarafindan ne kadar korundugu, hedef molekiiliin bozunmas1 floresans
veya absorbans takibi ile izlenerek, bozunma kinetigi egrisinin altinda kalan alanin

degisimi ile Olciiliir. Orijinal yontemde hedef molekiil olarak fikoeritrin kullanilmig
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iken daha sonra bu molekiiliin yerini fluoressein almistir (Ou ef al., 2002; Alarcon et
al., 2008). Hem fikoeritrin hem de fluoressein ile yapilan ORAC olglimleri floresans
spektrofotometre gerektirmektedir. Ayrica test edilen bilesigin antioksidan
aktivitesinin yiiksek olmas1 durumunda kesin kinetik veri elde etmek zorlagsmaktadir.
Bu nedenle bu reaktiflerin yerine renkli bir reaktif olan pirogallol red (PGR)’in
(Sekil 1.12) kullanilmas1 6nerilmistir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006). Pirogallol red
kullanilarak elde edilen ORAC degerlerinin antioksidanlarin peroksil radikallerine
kars1 reaktivitesini daha dogru gosterdigi de rapor edilmistir (Lopez-Alarcon ve
Lissi, 2005). Pirogallol red kullanilarak ORAC yontemi ile antioksidan tayini saf
antioksidan maddeler ve kompleks antioksidan karigimlari icin denenmis ve
sonuglarin test edilen bilesiklerin reaktivitesi ile daha iyi korelasyon gosterdigi ve
goriiniir spektroskopi uygulanmasimnin daha kolay oldugu sonucuna varilmigtir

(Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

OH OH
Sekil 1.13 Pirogallol Red molekiiliiniin kimyasal yapis1

1.5. KAPARI (Gebere Otu) BITKiSI

Yurdumuzda Akdeniz ikliminin hakim oldugu Bat1 Anadolu illeri basta olmak {izere,
Orta Anadolu’da Tokat ve civarinda, Dogu Karadeniz ve Giineydogu illerinde dogal
olarak yetisen Gebere otu (Capparis); calims1 yapida yatik olarak biiyiiyen dikenli
bir bitkidir. Fosfor, potasyum ve kalsiyumca zengin kalkerli ve killi topraklar1 seven

ve giinesten hoslanan bir bitki olmasi nedeniyle, giineye bakan yamagclarda
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kendiliginden yetisir ve iyi geligir. Kaparinin ¢icek tomurcuklari mineral madde
bakimimdan oldukga zengindir. 100 g yenilebilen kuru maddede: 67 mg kalsiyum, 65
mg fosfor, 9 mg demir, 24,01 g protein bulunmaktadir. Capparaceae familyasindan

olan gebere otunun Capparis spinosa, Capparis ovata, Capparis scula ve Capparis

orientalis gibi gesitleri vardir.

Capparidaceae ailesine ait bitkilerin tomurcuklari, meyveleri ve kismen de filizleri
Akdeniz bolgesi tlilkelerinde ilk caglardan beri yemeklerde tat verici olarak
kullanilmaktadir. Ayrica alternatif tipta antiromatik, ekspektoran ve antihepatotoksik
kullanimlar1 da rapor edilmistir (Inocencio et al., 2000; El Tanbouly et al.,1989).
Kapari tomurcuklari islenip konservesi yapilarak Yunanistan, italya, Tiirkiye, Fas ve

Ispanya gibi Akdeniz iilkeleri tarafindan diger iilkelere ihracat1 da yapilmaktadr.

Akdeniz iilkelerinde ticari olarak iiretilen kapari tomurcuklarinda yapilan bir
calismada temel bilesenlerinin kuersetin 3-rutinozit, kamferol 3-rutinozit ve kamferol
3-ramnozil-rutinozit oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica 10 gram kapari
tomurcugu 65 mg flavonoid glikozit igerdigi bu antioksidan igeriginin insan

beslenmesine onemli katk1 yapabilecegi belirtilmistir (Inocencio et al., 2000).
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2. KAYNAK OZETLERI

Spektroskopik antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerin icecek, sifali
bitkiler, besin ekstreleri ve serum gibi farkli ortamlara uygulandig1 bir¢ok calisma
mevcuttur. Bu c¢alismalardan bir kacmi o6rneklendirmek yontemlerin en ¢ok

uygulandigi alanlar1 belirlemek agisindan 6nemlidir.

Park ve arkadaglar1 tarafindan, etilenle ve agik havayla muamele edilmis kivi
meyvesi Orneklerine ABTS/TEAC, DPPH, CUPRAC yontemleri uygulanmistir.
Etilenle muamele edilmis kivilerde total polifenolik bilesik miktar1 ile ABTS/TEAC,
DPPH, CUPRAC yontemleri ile Olglilen antioksidan kapasitelerinin korelasyon
katsayilar1 sirastyla, 0,74; 0,93; 0,98 olarak bulunmus olup hava ile muamele edilmis
kivi drnekleri i¢in ise bu degerlerin 0,72; 0,88; 0,97 oldugu gozlenmistir (Park ef al.,
2008).

Cai ve arkadaslar1 Cin’in geleneksel 112 sifali bitkisinin fenolik bilesik igeriklerini
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 énemli bir lineer iliski (hepsinde R*> 0,95) oldugu

gozlenmistir (Cai et al., 2004).

Karakaya ve arkadaslari, Tiirkiye’de tiiketilen kat1 ve sivi gidalarin toplam fenolik
iceriklerini Folin yontemi ile, toplam antioksidan kapasitelerini ise ABTS radikalini
siipiirme yeteneklerini dlgerek belirlemislerdir. Buna gore sivi gidalar i¢in toplam
fenolik igerigi 68-4162 mg/L arasinda, kat1 gidalar i¢in ise 735-3994 mg/kg arasinda
degismektedir. Kat1 ve sivi gidalarin toplam antioksidan kapasitesi (TAC) ise
sirasiyla 0,61-6,78 mM ve 0,63-8,62 mM arasinda bulunmustur. TAC ile toplam
fenolik igerik arasinda iyi bir korelasyon gozlenmistir (R*=0,95). Toplam fenolik
iceriklerine gore s1vi gidalar, siyah ¢ay >¢oziiniir kahve >kola >kirmiz1 sarap > mor
havug suyu >kayis1 nektar1 >tiirk kahvesi >liziim pekmezi >ada ¢ay1 >beyaz sarap

>thlamur seklinde siralanmistir (Karakaya et al., 2001).
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Bir baska calisma ise, Malatya bolgesindeki kayisilar tlizeride yapilmistir. Bu
calismada antioksidan aktivitesi CUPRAC, ABTS/ TEAC ve folin yontemleri
kullanilarak karsilastirilmisti.  ABTS/ TEAC ve folin metotlarinin CUPRAC
metoduyla uyumlu oldugu goriilmiistiir ve saf flavonoidlerin kalibrasyon egrileriyle,
kayis1 ekstrelerine i¢ standart ilavesiyle elde edilen kalibrasyon egrileri paralellik

gostermistir (Glicli et al., 2006).

Oztiirk ve arkadaslar1 tarafindan, rubarb’in kok ve bas kisimlarmm metanol ve
kloroform ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini = Olgiilmiistiir. ~Antioksidan
aktiviteleri belirlemede 5 farkli yontem (DPPH, siiperoksit anyonunu siipiiriicii etki,
ferrik indirgeme giicii, CUPRAC, metal selatlama aktivitesi) kullanilmistir. Ozellikle
koklerinin metanol ve kloroform ekstrelerinde yiiksek aktivite gozlenmistir. Bitkinin
calisilan kisimlarlinin ekstrelerinin 5 farkli yontemle 6lgiilen antioksidan 6zellikleri

arasinda negatif ve pozitif korelasyonlar tespit edilmistir (Oztiirk ve ark., 2007).

Gil ve arkadaglari, nar sularin1 antioksidan aktivitesini dort farkli yontemle (ABTS,
DPPH, DMPD ve FRAP) ile tayin edip kirmizi sarap ve yesil cay ile
karsilagtirmiglardir. Ticari nar sular1 kirmizi sarap ve yesil ¢aya nazaran 3 kat daha

fazla antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Gil ef al., 2000).

Yapilan bir bagka ¢alismada ise, cayin fenolik madde igerigi, antioksidan 6zelligi ve
caydaki fenolik maddelerin saglik iizerine etkisi tartismislardir. Cay, icerdigi
flavanoller nedeniyle giiclii antioksidan aktiviteye sahip olup bir¢ok hastaligin
olusum ve gelisimini onlemektedir. Yapilan ¢alisma, ¢ay tipine bagh olarak fenolik
madde miktar ve kompozisyonunun dolayisiyla antioksidan aktivitesinin degistigini,
yesil cay icerdigi yliksek flavanoller nedeniyle, siyah ¢ay ise flavanol igerigi yaninda
enzimatik oksidasyon asamasinda olusan sekonder fenolik maddeler nedeniyle
yiiksek antioksidan aktiviye sahip oldugunu gostermistir (Tosun ve Karadeniz,

2005).

Giilcin ve arkadaslari, kizilcigin sudaki ekstratinin antioksidan kapasitesini
belirlemislerdir. Orneklerin antioksidan o6zelligini belirlemede farkli ydntemler

(serbest radikal toplama, indirgeme giicii, siiperoksit radikalini toplama, hidrojen
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peroksit toplama ve metal selatlama kapasitesi) kullanmislardir. Orneklerin
antioksidan ozelliklerinin lipit peroksidasyonunu inhibe etmede Onemli derecede
etkili olabilecegini bildirmislerdir. Kizilcigin antioksidan o6zelligini standart
antioksidanlarla (BHA, BHT ve a-tokoferol) karsilastirmislardir (Giilgin ve ark.,
2005).

Arts ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir calismada, bir antioksidan bilesigin
antioksidan etkinligini tahmin edebilmek i¢cin TEAC ydnteminin uygulanabilirligini
degerlendirmislerdir. Bu sebeple diger yontemlerle bir karsilagtrma yapilmis ve
birbirleriyle yapisal benzerlikler tasiyan katesol, resorsinol ve hidrokinon
bilesiklerinin en etkili olaninin resorsinol oldugu tespit edilmistir. Tersine diger
yontemlerde resorsinol diger bilesiklerden daha diisiik antioksidan kapasite
gostermistir. Benzer ¢aligma flavonoidlerden galangin ve krisine uygulanmis ve
birbirine yakin sonuclar vermistir. Ancak diger yontemlerde galanginin daha kuvvetli
bir antioksidan oldugu goriilmiistiir. Krisin ve resorsinolin TEAC yonteminde
yiksek kapasite gostermesi, bu bilesiklerin ABTS™ Radikali ile etkilestikten sonra
bazi reaksiyon {irlinleri vermesi ve bu reaksiyon iirtinlerinin ilgili bilesiklerden daha
fazla antioksidan etki gosterip radikal ile daha hizli reaksiyon vermesinden
kaynaklanir. Bu nedenden dolayi, katesol, hidrokinon ve galangin ile olusan
reaksiyon iriinlerinin ABTS' radikali ile etkilesmeyip TEAC degerine bir etkisi
olmadig1 savunulmustur (Arts et al., 2003).

Lee ve arkadaslari, elmadaki baglica flavonoidleri ve bunlarin toplam antioksidan
kapasitesine olan etkilerini arastirmislardir. Alt1 farkli elma ¢esidinin antioksidan
kapasitelerini ABTS yontemi ile C vitamini esdegeri cinsinden hesaplamislardir. En
onemli flavonoidler; kuarsetin ve glikozidleri, prosiyanidin, klorojenik asid,
epikatesin ve C vitaminidir. Fenolik bilesiklerle C vitamini arasinda toplam
antioksidan kapasiteleri ve konsantrasyonlar1 bakimindan yiiksek bir lineer iliski
saptamislardir. C vitamini esdegeri cinsinden fenolik bilesiklerin antioksidan
kapasiteleri, kuarsetin i¢cin 3,06; epikatesin i¢in 2,67; prosiyanidin i¢in 2,36; C
vitamini i¢in 1,00 ve klorojenik asit i¢in 0,97 olarak elde edilmistir (Lee ef al., 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Etil alkol, gallik asit Riedel-de Haén’den (Seelze/Germany); PBS, NH4SCN, FCR
(Folin & Ciocalteau’s Fenol Reaktifi), BHT, a-tokoferol, Troloks [(+)-6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazin-
6-siilfonik asit) diamonyum tuzu], potasyum persiilfat (K,S,Og), amonyum asetat,
bakir(Il) kloriir dihidrat (CuCL.2H,0), neokuprein (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin),
Merck’ten (Darmstadt/Germany); Na,COs;, NaH,PO4.2H,0O, DPPH (1,1-difenil-2-
pikril hidrazil) Fluka’dan (Buchs/Switzerland); H3;PO4, KCl Carlo Erba’dan
(Rodano/Italy) temin edildi.

Deneylerde Soxhlet (Isolab) cihazi, Privileg (50502) 6giitiicii, Labconco (Freezone 6)
Liyofilizatdr, Ika (RV 05 Basic 1B) Rotari Evaporatdr, Heraeus (Fuktion Line) etiiv,
Shimadzu (AX 200) 0,0001 duyarhlikta terazi, Hana (pH 211) pH metre, Shimadzu
(UV-1601) Spektrofotometre, Heidolph (Reax Top) vorteks, Bandelin Sonorex
(RK255H) ultrasonik banyo, Brand (transferpette) otomatik pipetler, Teknik (BS)

distile su tiretme cihazi kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kapari Spinoza Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kapari (Capparis spinosa) tomurcuk drnekleri May1s ayinda ADU kampiis alanindan
toplandi. Tomurcuklar etiivde 40 °C’de kurutulduktan sonra Privileg (50502)
ogiitiicti de oOgiitiillip toz haline getirildi ve 300 mm c¢apinda 50 mes’lik elek
kullanilarak elendi. Elde edilen kapari toz ornegi farkli polariteye (sirasiyla 24,3;
78,5 dielektrik sabitine) sahip iki farkli ¢ozgen (etanol, su) ile ekstraksiyona tabi
tutuldu. Bunun icin 10 g toz 6rnek 50 mL etil alkol ile iki saat ultrasonik banyoda
karigtirildiktan sonra siiziildii. Kalintiya 50 mL etil alkol ilave edilerek islem
tekrarlandi ve siiziintiiler birlestirildi. Ornekteki etanol 40 ©°C’de déner

buharlastiricida uzaklastirildi ve kalinti1 alkol ekstresi olarak etiketlendi. Toz
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halindeki bitki 6rneginin 10 g’1 bu kez distile su (200 mL) icerisinde, iki saat
karstirildiktan sonra siiziildi. Siizme isleminden sonra siiziintii donduruldu.
Dondurulan 6rnek liyofilizatéorde 96 saat 0,04 mbar; -50 °C’de tutularak suyu
uzaklastirildr (su ekstresi). Elde edilen her iki ekstre +4 °C’de koyu renkli cam
kaplarda sakland1. Ornekler uzun siire kullanilmadig1 durumlarda -18 °C’de korundu.

Ekstrelerin stok ¢ozeltileri kendi ¢ézgenleri kullanilarak (etanol ve su) hazirland.

3.2.2. DPPH (1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil) Serbest Radikal

Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Brand—Williams et al. (1995)’a gore
yapildi. 10° M DPPH’mn etanoldeki ¢ozeltisinden 1 mL alindi 3 mL ekstre ¢ozeltisi
ilave edilip vorteks ile siddetle ¢alkalandi. 30 dakika karanlikta bekletilip 517 nm’de
absorbans okundu. Standart olarak o-tokoferol, BHT wve Troloks kullanildi.
Absorbanstaki diisiis ne kadar biiyiikse antioksidan aktivite o kadar yiiksek demektir.
DPPH radikalini siiplirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme yiizdesi seklinde ifade

edilmek tlizere asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
% Inhibisyon = [Ak - Ay / Ak] x 100

Ax: Kontrol (antioksidan icermeyen) 6rnegin absorbansi

Ag: Ornegin (antioksidan igeren) absorbansi

Antioksidan derisimlerine karsi hesaplanan % Inhibisyon degerleri ile g¢izilen

grafikten % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri (ICsp) okundu.
3.2.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 tayini, Singleton et al. (1999)’a gore yapildi. 10 mg
etanol ekstresi 10 mL etanolde; 10 mg su ekstresi ise 10 mL distile suda ¢oziilerek
ekstrelerin stok ¢ozeltileri hazirlanmis oldu. 45,9 mL distile su i¢ine hazirlanan stok
cozeltilerden 100’er pL ilave edildi. 45,7 mL distile su i¢ine ise hazirlanan stok

¢ozeltilerden 300’er pL ilave edildi. iki farkli derisimdeki stok ¢ozeltilerine (100 pL
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ve 300 pL), 1’er mL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) satin alindig1 sekilde ilave
edildi ve 3 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra 3 mL sodyum karbonat (%
2’lik) ilavesinden sonra karisimin 2 saat karistirilmasi sonucu olusan rengin 760
nm’de absorbansi okundu. Bu tayin i¢in iyi bilinen bir fenolik bilesik olan gallik asit
standart olarak kullanildi.

Gallik asit standardi ile ¢izilen standart grafik (Sekil 3.1) yardimi ile 6rneklerdeki
toplam fenolik bilesik miktar1 gallik aside esdeger (GAE) olarak hesaplandi.

y = 0,0012x + 0,0002
R? = 0,9998

0,05
0,045 -
0,04 -
0,035 ~
0,03 -

0,025 +

Absorbans

0,02 -
0,015 +
0,01 -
0,005 +

0 5 10 15 20 25 30 35 40
C Gallik Asit (ug/mL)

Sekil 3.1 Gallik asit standart grafigi

3.2.4. TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) / ABTS-

Persiilfat Yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini, Re ef al., (1999)’a gore yapildi. 7 mM
ABTS’nin distile sudaki ¢ozeltisinden 50 mL ve 2,45 mM potasyum persiilfat
¢Ozeltisinden 25 mL almarak karistirildi ve karanlikta 12-16 saat bekletildi.
Kullanima hazir hale gelen mavi yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisi, 734 nm’de
absorbsiyon 0,7 olacak sekilde etil alkolle 1:80 oraninda seyreltildi.
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Numaralandirilan ependorflara 1’ er mL bu ABTS radikal ¢6zeltisinden ilave edilip
iizerlerine 10 pL 6rnek (5 mg/50 mL ekstre) ¢ozeltilerinden eklendi. 1. ve 6. dakika
sonunda 734 nm’de absorbans degerleri okundu. 1. dakikadaki absorbans degerinden
(A1) 6. dakikadaki absorbans degeri (As) cikarilarak AA degerleri elde edildi. AA
degerleri kullanilarak asagidaki formiile gore % inhibisyon degerleri hesaplandi ve

ornek konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi.

% Inhibisyon :%x 100 :%x 100

1 1

3.2.5. (CUPRAC) Bakar(II) indirgeyici Antioksidan Kapasite

Yontemi

Bakir(IT) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Giiglii ef al., (2006)’a gore yapildi.
10?2 M CuCl,, 7,5x10° M neokuproin ¢ozeltileri ve amonyum asetat tamponundan
(pH: 7) I’er mL alind1. Uzerine son hacim 4.1 mL olacak sekilde, x mL ekstre
cozeltisi ve (1-x) mL ekstre ¢ozgeninden ilave edilip iyice ¢alkalandi. Tiipler oda
sicakliginda agz1 kapali olarak 30 dakika bekletilip 450 nm’de absorbans okundu.
Standart olarak BHT, Troloks ve a-tokoferol kullanildi. Troloks i¢in elde edilen
grafigin egimi ile 6rnekler i¢in elde edilen dogrularin egimleri oranlanarak CUPRAC

aktivitesi TEACcuprac olarak ifade edildi.
3.2.6. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

Oksijen radikal absorbans kapasite tayini Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’e gore
yapildi. 10mM AAPH [2,2’-Azo-bis(2-amidinopropan)dihidroklorid]” m 75mM (pH:
7,4) fosfat tamponundaki ¢ozeltisinden 1500 pL; x pL ekstrakt ¢ozeltisi; 75SmM (pH
7.4) fosfat tamponundan (1350-x) uL ve PGRm fosfat tamponundaki 5 uM
cozeltisinden 15 pL ilave edilip ¢alkaland1 ve 540nm’de 0., 5., 10., 15., 20., 25., 30.
dakikalardaki absorbans azalmasi okundu. Standart olarak BHT, a-tokoferol ve

Troloks kullanildi. Okunan absorbans degerleri, A/Ay / Zaman'a kars1 grafige
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gecirilerek bozunma kinetigi egrisi elde edildi ve egrinin altinda kalan alanin

degisimi ile oksijen radikal absorbans kapasitesi hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1 DPPH (SERBEST RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI)
SONUCLARI

DPPH’ kararl bir serbest radikaldir. Kararli bir diamanyetik molekiil olusturmak i¢in
bir elektron veya hidrojen radikalini biinyesine kabul eder. Bolim 3.2.2°de
belirtildigi gibi, antioksidan ile DPPH”in olusturdugu reaksiyon karisiminin
gosterdigi absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikal giderme
aktivitesi o kadar yiiksek demektir. DPPH’ radikalinin ortamdaki miktarinin azalmasi
ile absorbansin azalmasi belli bir antioksidan derisimine kadar dogru orantilidir.
Absorbansin diismesinin sebebi radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu
sonucu hidrojen baglanmasi ile radikalin giderilmesidir. Farkli derisimlerdeki kapari
ekstreleri ve standartlar icin elde edilen DPPH radikali siipiirme aktivitelerinin %

inhibisyon cinsinden hesaplanan antioksidan aktiviteleri Sekil 4.1°de goriilmektedir.

-
@
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80 f[l I
|

<
4

60 A

% inhibisyon

40 | —— Su ekstresi
—=— Alkol ekstresi
+
20 BHT
Vitamin E
==¥=TROLOX
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Derigim (mg/mL)

Sekil 4.1 Kapari drnekleri ve standartlarin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri
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Sekil 4.1°den goriildiigli lizere, standart antioksidanlar olan Troloks, BHT ve a-
tokoferol’tin DPPH’ radikali siipiiriicii aktiviteleri ¢ok yiiksektir. Kaparinin su ve
alkol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ise diisiiktiir. Sekil 4.1°deki grafiklerden

lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICsy degerleri Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Kapari ekstrelerinin ve standart antioksidanlarm ICsy degerleri

Antioksidan Troloks  Alkol Ekstresi Su Ekstresi BHT o-tokoferol
ICs0 (ng/mL) 0,58 52,81 54,36 2,32 3,52

Bu yontemde Bir antioksidan i¢in 6lglilen 1Csy degeri ne kadar kiigiik ise antioksidan
aktivitesi o kadar yiiksek demektir. Cizelgedeki degerlerden de goriilecegi lizere
DPPH radikalini siipiirme kapasitesi Troloks > BHT > a-tokoferol > Alkol Ekstresi >

Su Ekstresi sirasini izlemektedir.

4.2. TOPLAM FENOLIK BILESIK MIKTARI TAYINI
SONUCLARI

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde en sik
kullanilan standart bilesik gallik asittir. Gallik asit kullanilarak elde edilen standart
calisma grafigi Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.2 Gallik asit standart caligma grafigi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogru denklemi:
Absorbans= 0,0012 x Toplam fenolik bilesik (GAE) - 0,0002

kullanilarak kapari su ve alkol ekstrelerinin 100 pL. ve 300 pL’lik 6rneklerindeki
GAE degerleri hesaplandi. Stok 6rnek ¢ozeltilerin derisimi 10 mg/10 mL oldugu i¢in
100 pL ve 300 pL’lik 6rnek ¢ozeltilerinde 100 pg ve 300 pg 6rnek bulunmaktadir.
Cizelge 4.2°de yukaridaki esitlik kullanilarak hesaplanan toplam fenolik bilesik

miktar1 degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Kapari ekstrelerininki farkli derigsimdeki toplam fenolik bilegik miktarlar:

Fenolik Bilesik® Fenolik Bilesik®

Ornek (ng GAE/mL) (ug GAE/mL)
Su Ekstresi 3,33+0,70 6,83 + 0,95
Etanol Ekstresi 1,83 + 0,46 4,67 £ 0,70

% Ornek derisimi 100 pg/mL
®: Ornek derisimi 300 pg/mL

Cizelgedeki degerlerden goriilecegi lizere kapari su ekstrelerinin fenolik bilesik
icerigi her iki derisim i¢in de etanol ekstrelerininkinden daha yiiksektir. 100 ve 300
pg/mL ekstre derisimleri karsilastirildiginda hem su hem de etanol ekstresi i¢in

derisim artis1 ile fenolik bilesik miktar1 artis1 arasinda bir korelasyon yoktur.



35

4.3. TEAC (ABTS™ RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI)
SONUCLARI

TEAC degerinin tayininde Troloks standart antioksidaninn ABTS™ radikalini
stipiirme etkisi Ol¢iilerek standart ¢alisma grafigi cizilir (Sekil 4.3). Siipiirme etkisi %

inhibisyon olarak:

% Inhibisyon :%x 100 :%x 100

1 1

formiiliinden hesaplanir. Ornek ekstreleri ile de benzer dlgiimler yapildiginda elde
edilen grafiklerin egimleri standart grafigin egimine (Sekil 4.3) oranlanarak
orneklerin Troloks esdegeri antioksidan aktivitesi (TEAC) hesaplanir (Gliszczynska-

Swiglo, 2006).

80 -
70
60 -
50
40 -

30

% Inhibisyon

20 -
y =17,685x + 0,337

10 R?=0,9996

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Trolox (ug/mL)

Sekil 4.3 TEAC tayininde kullanilan Troloks standardi ¢alisma grafigi

Kapari 6rneginin su ve alkol ektrelerinin (5-50 pg/mL) TEAC yontemi ile belirlenen
% inhibisyon grafikleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de goriilmektedir.
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Sekil 4.4 Kapari su ekstresinin TEAC ydntemi ile belirlenen ABTS™ radikalini
stiplirme etkisi

90 y = 1,6608x + 1,568
80 - R? = 0,9986
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Sekil 4.5 Kapari alkol ekstresinin TEAC yéntemi ile belirlenen ABTS™ radikalini
stiplirme etkisi

Ornek grafiklerinin e@imleri standart Troloks grafi§inin egimine oranlanarak
hesaplanan TEAC degerleri Cizelge 4. 3’de verilmistir. Tayinde radikal molekiil
olarak ABTS kullanildig1 i¢in de sonuglar TEACaprs olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3 Kapari ekstreleri ve standartlarin TEAC degerleri

Troloks Alkol ekstresi Su ekstresi BHT Tokoferol
Egim 17,685 1,6608 1,9746 10,263 14,451
TEACagTs 1 0,09391 0,11165 0,58032 0,81713

Degeri

Not: Egim degerleri farkli derisimlerdeki 6rneklerin her birinin 5 kez (n=5) 6l¢iilmesi ile
elde edilen degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandiktan sonra derisime
kars1 % inhibisyon grafiklerinden elde edilmistir.
Cizelge 4.3’den goriildigi lizere kapari 6rneginin alkol ekstresi esdeger miktardaki
standart Troloks antioksidanmnin aktivitesinin yaklagik 0,09’u kadar antioksidan

aktivite gostermektedir. Bu degerler su ekstresi, BHT ve a-tokoferol i¢in sirasiyla

yaklagik 0,11; 0,58 ve 0,82 olarak hesaplanmustir.

4.4. CUPRAC (BAKIR (II) INDIRGEYICI ANTIOKSIDAN
KAPASITESI) SONUCLARI

CUPRAC yontemi ile ¢alisilan 6rnek ekstreleri ve standart antioksidanlarin derigime
kars1 absorbans grafikleri cizilerek grafiklerin egimleri oranlandi. Bu g¢aligmada

Troloks i¢in elde edilen grafik Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6 CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in farkli Troloks
derigimlerine karsi elde edilen absorbans grafigi
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Ornek ve standartlarm antioksidan derisimine kars1 CUPRAC ydntemi ile verdikleri

absorbans grafikleri Sekil 4.7°de topluca sunulmustur.

y=0,0151x-0,0002
2 * TROLOX R =0,9997
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Sekil 4.7 Ornek ve standartlarin farkli CUPRAC yéntemi ile verdikleri antioksidan miktari-
absorbans grafigi

Grafikteki her bir dogrunun egimi Troloks i¢in elde edilen dogru denkleminin

egimine oranlanmis ve TEACcuprac degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Ornek ve standartlarin TEAC cuprac degerleri

Troloks Alkol ekstresi Su ekstresi BHT o-Tokoferol

Egim 0,0151 0,0055 0,0029 0,085 0,0066
TEAC cuprac 1 0,36424 0,19205 0,56291 0,43709

Cizelge 4.4’den goriildiigi lizere kapari bitkisinin alkol ekstresi es deger miktardaki
standart antioksidan olarak alman Troloksun yaklasik 0,36’s1 kadar antioksidan
aktivite gostermektedir. Su ekstresi icin bu deger yaklasik 0,19°dur. Diger standart

aktioksidanlar olan o—tokoferol esdeger miktarda Troloks’un gdsterdigi antioksidan
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aktivitenin yaklasik 0,441 kadar antioksidan aktivite géstermektedir. Cok 1yi bilinen
ve yiiksek antioksidan aktivitesi nedeni ile gidalara koruyucu katki maddesi olarak
eklenen sentetik antioksidan BHT ise esdeger miktardaki Troloks’un yaklasik 5,6

kat1 daha fazla antioksidan aktivite gdstermektedir.

4.5. ORAC (OKSIJEN RADIKAL ABSORBANS KAPASITESI)
YONTEMI SONUCLARI

ORAC yontemi ile pirogallol red kullanilarak yapilan spektrofotometrik antioksidan
kapasite tayininde antioksidan maddenin, hedef molekiiliin (pirogallol red) bir
serbest radikal varliginda (ABTS) tiiketilmesini engelleme yetenegi dlgiiliir. Bunun
icin sabit serbest radikal derisiminde farkli antioksidan derisimleri ile elde edilen
reaksiyon kinetikleri incelenir. Bu ¢alismada da Troloks, BHT, a-tokoferol, Kapari
su ve alkol ekstreleri kinetik olarak incelenmistir. Hi¢ antioksidanin bulunmadigi
deney kor olarak kabul edilmis ve absorbansi Ay olarak alinmis. Antioksidanin
varliginda elde edilen absorbanslar ise A olarak okunmustur. Zamana karsi A/Ag
degerleri kullanilarak elde edilen grafiklere bir 6rnek olarak Troloks standardma ait

grafik Sekil 4.8’de gosterilmistir.



40

1.2 1 —e— Kontrol
’ —#— Troloks (50 uL)
A Troloks (100 uL)
Troloks (150 uL)
—¥— Troloks (200 uL)
—@— Troloks (250 uL)
£
<
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (dakika)
14 y=-0,0281x + 0,7004
R? =0,9745
0,9 y =-0,0186x + 0,829
R2=0,984
0,8 A X y=-0,0164x + 0,8273
R2=0,9789
0,7 4 y=-0,0144x +0,8378
0,6 - R? = 0,9222
o ’ y=-0,0142x + 0,8501
< 05 = R? =0,9345
< X
04 N y=-0,0128x + 0,7704
s R? = 0,9524
0,3
0,2 1
0,1 4
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (dakika)

Sekil 4.8 ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli Troloks derisimlerinde
pirogallol red tiiketiminin kinetikleri

Sekil 4.8’de goriilen farkli derisimler icin elde edilen egrilerin lineer bolgelerinin
egimleri (R) ile antioksidansiz pirogallol red tiiketimine ait egrinin egimi (R")
oranlanarak elde edilen bu oran (R%/R) derisime kars: grafige gecirilerek Sekil 4.9
elde edildi.
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Sekil 4.9: Troloks icin elde edilen derisime karst R/R grafigi

Sekil 4.9°da Troloks i¢in elde edilen derisime karsi R%/R grafigi goriilmektedir. Diger
tiim standart antioksidan ve ornekler i¢in de benzer islem ve hesaplamalar yapildi ve
standart antioksidan ve drnekler i¢in elde edilen dogrularin egimleri Troloks i¢in elde
edilen egime oranlanarak TEACorac degerleri hesaplandi (Cizelge 4.5). Bu
hesaplamalar Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’ye gore yapildi.

Cizelge 4.5: Ornek ve standartlarin TEACorac degerleri

Troloks Alkol ekstresi Su ekstresi BHT o-Tokoferol

Egim 0,0215 0,0033 0,0014 0,0084 0,0093

TEACograc 1 0,15349 0,06512 0,39070 0,43256
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu c¢aligmada kapari bitkisinin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi, toplam fenolik
bilesik miktari, Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC), bakir(II) indirgeyici
antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ve oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
ayr1 ayr1 belirlendi. Bu yontemlerde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip BHT, a-
tokoferol ve Troloks standart maddeleri kullanildi ve yontemlerden elde edilen

sonuglar birbirleriyle karsilastirildi.

Cizelge 5.1: Ornek ve standartlarin ¢calismada kullanilan yéntemlerle elde edilen ICs, g
GAE/mL, TEACABTs, TEACCUPRAC, TEACORAC degerleri

Yontem Troloks Alkol Ekstresi Su Ekstresi BHT a-tokoferol
DPPH ICs,

0,58 |52,81T 54,36 2,32 3,52
(ng/mL)
Fenolik bilesik 1,83+ 4,67 + 333+ 6,83+
(ug GAE/mL) 0,46 0,70°0 0,70T  [0,957
TEAC s 1 0,094 | 0,112 7 0,580 0,817
TEACcuprac | | 0,364 T 0,192 0,563 0,437
TEACorac 1 0,154 T 0,065 4 0,391 0,433

Not: Asagi-yukari oklar su ve alkol ekstrelerinin birbirine gore degerlendirmesidir. ?: daha biiyiik;
{: daha kiigiik, *: Ornek derisimi 100 pg/mL, *: Ornek derisimi 300 pg/mL.

Cizelge 5.1°deki 1Csy degerleri karsilastirildiginda, Troloks, BHT ve a-tokoferol’iin
DPPH'’ radikali stipiirticii aktiviteleri ¢ok yiiksek, kaparinin su ve alkol ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri ise diisiik bulunmustur. Eger kapari bitkisinin antioksidan
aktivitesi sadece DPPH yOntemi ile tayin edilmis olsa idi; standart antioksidanlar ile
karsilastirildiginda kaparinin antioksidan aktivitesinin yok denecek kadar az oldugu
sOylenebilirdi. Fenolik bilesik miktarlarina bakildiginda da diistik antioksidan
aktivitenin diisiik fenolik iceriginden kaynaklandigi da soylenebilirdi. Zira kapari
ekstrelerinin DPPH ICsy degerleri ile standart antioksidanlarin DPPH 1Csy degerleri
arasinda yaklasik 25-100 kat fark vardir.

Kullanilan total fenolik bilesik tayini yontemi renk reaksiyonuna dayali bir
yontemdir. Bu yontemin kullanilabilir oldugu lineer aralik yapilan calismalarda

genellikle tespit edilmemektedir. Yiiksek derisimlerde lineerlikten sapma
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gozlenebilen bir durumdur (Singleton et al. 1999). Derisimdeki artigin fenolik bilesik
miktarinda ayn1 oranda artisa neden olmamasi bu sapmadan kaynaklanabilir. Bu
analiz ile ilgili olarak bahsedilmesi gereken diger bir durum da yontemde kullanilan
gallik asit standardinin derisimlerinin genellikle 0-50 pg/mL araliginda tutulmasidir.
Bu ¢alismada kapari 6rneklerinin fenolik bilesik igerikleri oldukca diisiik oldugu i¢in
degerler genellikle orijine yakindir. Ancak gallik asit ile calisildiginda derisim-
absorbans iliskisi ¢ok diisiik derisimlerde de lineer oldugundan grafigin denkleminin

kullanilmasinda sakinca olmadigi kanaatine varilmistir.

Troloks temel karsilastirma antioksidan bilesigi olarak kullanildiginda hesaplanan
TEACagts degerleri, TEACcuprac ve TEACorac yontemiyle elde edilen sonuclara
bakildiginda ise kapari ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ile Troloks arasinda
yaklagik 3-20 kat fark vardir. Bu calismada karsilastrma maddesi olan Troloks
standart bir antioksidan olup katki maddesi olarak da kullanilan ve ¢ok diisiik
derisimleri ¢cok yiiksek antioksidan aktivite gosteren bir bilesiktir. Kapari su ve alkol
ekstrelerinin ayr1 ayr1 gosterdigi antioksidan aktivitelerin sinerjisi diisiiniilecek olursa
Troloks ile karsilastirildiginda kapari i¢in 1yi1 antioksidan 6zelligi olan bir besindir
denebilir. Buradan anlasilabilecegi gibi, bir 6rnegin dl¢iilen antioksidan kapasitesi
Olglim icin hangi teknolojinin ve hangi serbest radikal kaynagi veya oksidanin
kullanildigina baghdir. Bu nedenle farkli analitik yontemlerin karsilastirilmasi
arastirmacilara yontem se¢iminde ve yontemin sonuclarinin degerlendirilmesinde
yardimc1 olabilir. Bu noktadan yola ¢ikarak ¢esitli analitik antioksidan kapasite tayin
yontemlerinin farkli 6rneklerle karsilastirildig1 pek gok calisma vardir. Ornegin, Cao
ve Prior (1998) insan serumunda total antioksidan kapasite tayini icin ii¢ yontem
kullanmig ve bunlar1 karsilastirmistir. Kullandiklar1 yontemler ORAC, Randox-
TEAC ve FRAP yontemleridir. Arastiricilar serum ORAC ve serum FRAP
yontemleri arasinda zayif fakat anlamli lineer korelasyon tespit etmislerdir. Serum
ORAC ve serum TEAC arasinda veya serum FRAP ile serum TEAC arasinda
korelasyon tespit etmemislerdir. Bu ¢alismada ayrica serum seyreltilmesinin Randox-
TEAC yontemini etkiledigi ifade edilmistir. FRAP yonteminin basit ve ucuz bir
yontem olmakla birlikte SH- grubu iceren antioksidanlar1 6lgmedigi de ifade

edilmistir. ORAC yonteminin yiiksek 6zgiinliik gosterdigi ve pek cok antioksidana
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cevap verdigi de gosterilmistir. Ancak ORAC yoOnteminin uygulamast FRAP ve

Randox-TEAC ydnteminin uygulamasindan daha uzun zamana ihtiya¢ duymaktadir.

Yiyeceklerin antioksidan kapasitelerinin ve antioksidan bilesenlerinin bilinmesi tip
ve beslenme uzmanlarmin oldugu kadar saglik ve besin alanindaki arastirmacilarinda
ilgi alanidir. Besinlerin bilesenlerinin kompleksleri nedeniyle her bir antioksidan
bilesigin izole edilmesi ve tek basma tayin edilmesi hem pahali hem de verimsizdir.
Bir karisimdaki antioksidan bilesiklerin muhtemel sinerjik iliskiler1 de dikkate
alimdiginda bu cabalar anlamsiz olarak goriilebilir. Bu nedenle total antioksidan
kapasiteyi 6lgen yontemler 6nem kazanmaktadir. Ote yandan tek bir kimyasalll
reaksiyona dayanan total antioksidan kapasite tayini gercekc¢i olmayabilir. Bu
nedenle cok sayida total antioksidan kapasiteyi Olctiigli iddia eden yontem
gelistirilmistir. Fakat besinlerin ve biyolojik Orneklerin antioksidan kapasitesini
giivenilir olarak 6lcen onaylanmis analiz yontemi yoktur. Bu konuda yayinlanan pek
cok derleme ve gelistirilen pek ¢ok yonteme ragmen bunlarda bir séz birligine
ulagilamamistir. Frankel ve Meyer (2000) tarafindan yapilan bir derlemede bu
duruma c¢ok fonksiyonlu besin ve biyolojik kaynakli antioksidanlarin
degerlendirilmesinde tek-boyutlu yontemlerin kullanilmasinin neden oldugu iddia

edilmistir. Bu arastirmacilara gére genel bir test protokolii;

a) Biyolojik olarak anlamli bir substrat se¢meli,
b) Cesitli oksidasyon durumlarini test edebilmeli,
¢) Hem baslangi¢ ve hem de sekonder oksidasyon iiriinlerini 6l¢ebilmeli,

d) Ayni molar derisimde aktif bilesen igceren antioksidanlar1 karsilagtirabilmeli,

e) Indiiksiyon periyodu, yiizde inhibisyon, hidrojen peroksit olusumu veya
yikimi hiz1 veya ICso (% 50 inhibisyona ulagsmak i¢in gerekli antioksidan

derisimi) temelinde kantitasyona izin vermelidir.

Rice-Evans (1999) ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen TEAC yontemi besin
orneklerinin analizinde ¢ok kullanilmaktadir (Re et al.,1999). DPPH yontemi de
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meyve sebze sularinda veya ekstraktlarinda antioksidan kapasitesini 6lgmek igin
basari ile kullamilmistir (Sanchez-Moreno, 2002). ORAC yontemi ise, botanik (Prior
ve Cao, 2000) veya biyolojik (Cao ve Prior, 1998) 6rneklerin antioksidan kapasitesi
Ol¢timiinde daha da genis kullanim alani bulan bir yontemdir. TRAP yontemi de ¢ok

kullanilan yontemlerden birisidir (Ghiselli et al., 2000).

Biitiin bu analiz yontemleri birbirinden kullanilan substrat, prob, reaksiyon kosullar1
ve kantitasyon metotlar1 agisindan farklhidirlar. Bu nedenle Frankel ve arkadaslari
(2000) farkli yontemlerin sonuglarinin karsilastirilmasmin ¢ok zor oldugunu
belirtmislerdir. Bu arada antioksidan kapasiteyi ol¢tiiglinii iddia eden yeni yontemler

de rapor edilmektedir (Buratti et al., 2001; Cervellati et al., 2001).

Antioksidan konularmin karmasikligi ve sorgulanabilir yontemlerin uygun olmayan
kullanimlar1 antioksidan arastirmalar1 yapan arastirict ve endiistri ¢alisanlarini zor
durumda brrakabilmektedir. Standart bir yontemin eksikligi farkli arastirma
gruplarmin sonuglarinin karsilastirilmasini olanaksiz kilarken, besin ve bitki kaynakl
ilag endiistrisinin antioksidan iirinlerde siki kalite kontroliin yapabilmesini de

sinirlamaktadir (Huang et al., 2005).

Sonug olarak farkli analiz yontemleri antioksidan aktivite hakkinda 6zgiin fakat
simirl bilgi vermektedirler. Bu nedenle analiz tekniklerinin giicli ve smirlamalari
onlarin en fazla uygulanabilir olduklar1 durumlar1 belirler. Bu nedenle antioksidan
aktivite tayinlerinde uygun referans maddesinin se¢imi, oksitlenebilen maddenin ve
oksidasyon kosullarinin se¢imi, Ol¢iilen parametrenin ne oldugu, analizin hizi,
duyarhigi, uygulanabilirligi ve gereken aygitlarin temin edilebilirligi dikkate alinmasi
gereken parametrelerdir. Bu calismada da sunuldugu lizere bir Ornegin degisik
antioksidan aktivite tayin yontemleri ile 6l¢iilen antioksidan aktiviteleri arasinda bir

korelasyon olma zorunlulugu yoktur.
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