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OZET

GALVINOKSIL RADIKALI BAZLI SPEKTROFOTOMETRIK
ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMI VE YAYGIN OLARAK
KULLANILAN DiGER YONTEMLERLE KIYASLANMASI

Bu calismada, galvinoksil radikali bazh bir spektrofotometrik antioksidan aktivite
tayin yontemi modifiye edilmistir. Modifiye edilen yontem {iizerine etki eden ¢oziicii
ve ortamdaki saf bilesen varligi gibi faktorler irdelenmistir. Meyve sularmin
antioksidan aktivitesi modifiye edilen yontem ile tespit edilmis ve yaygin olarak
kullanilan diger yontemler (ABTS, FRAP ve DPPH yontemleri) ile toplam fenolik
madde igerigi arasindaki korelasyon incelenmistir. Galvinoksil radikal ¢ozeltisinin
saklama kosullarina bagl olarak stabilitesi belirlenmistir. Galvinoksil radikal
¢ozeltisinin en uygun calisma konsantrasyonun 10 pM oldugu sonucuna varilmistir.
Etanol icerisinde hazirlanmig saf bilesiklerin uygun lineer bolgeleri gallik asit i¢in O-
25 uM, askorbik asit i¢in 0-50 uM, katesin i¢in 0-40 pM, BHT i¢in 0-500 uM ve
Troloks i¢in 0-1.66 uM olarak belirlenmistir. Zamana bagli absorbans Olctimleri
sonucunda analiz reaksiyon siiresi 20 dakika olarak tespit edilmistir. Glukoz,
sakaroz, glisin, lire ve albiimin gibi saf bilesiklerin galvinoksil radikali tizerine etkisi
olup olmadigin1 belirlemek icin belirli konsantrasyonlarda sulu c¢ozeltileri
hazirlanmig ve albiiminin %0.006, tirozin, arginin ve sistinin %0.005’lik
konsantrasyonlar1 ve iirik asit cozeltileri az miktarda da olsa Troloks esdegeri
cinsinden galvinoksil radikali savma kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak literatiirde galvinoksil radikali kullamilarak yapilan baz1 ¢aligmalar temel
almarak, uygulanmasi basit, hizli ve ucuz bir yontem gelistirilmistir. Orijinal
yontemde sonuglar mol basina bagislanan proton olarak ifade edilirken, modifiye
edilen yontemle belirlenen antioksidan aktivite sonuglar1 Troloks gibi yaygin
kullanilan bilesiklerin esdegeri cinsinden ifade edilmekte ve bdylece sonuglarin
birbiriyle kiyaslanmas1 daha kolay hale gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Galvinoksil, Troloks, Antioksidan Aktivite, Gallik Asit
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SUMMARY

SPECTROPHOTOMETRIC ASSAY FOR THE DETERMINATION OF
ANTIOXIDANT ACTIVITY BASED ON GALVINOXYL RADICAL AND ITS
COMPARISON WITH CONVENTIONAL METHODS

In this study, a spectrophotometric antioxidant activity assay based on galvinoxyl
radical has been modified. The effects of extraction solvents and factors such as the
presence of pure constituents on the modified method were discussed. Antioxidant
activity of fruit juices were determined by the modified method and the correlation of
the results of the modified method between other common methods (ABTS, FRAP
and DPPH methods) and total phenolic content was obtained. Stability of the
working radical solution of galvinoxyl was also determined. The most appropriate
concentration of the working solution of galvinoxyl was 10 uM. Linear ranges of
calibration curves for pure compounds were 0-25 mM for gallic acid, 0-50 mM for
ascorbic acid, 0-40 mM for catechin, 0-500 uM for BHT and 0-1.66 uM for Trolox.
The absorbance measurements with time-dependent analysis showed that the reaction
time is 20 minutes. In order to study the effect of glucose, sucrose, glycine, urea and
albumin on the modified method, various concentrations of these pure compounds
were prepared in aqueous solutions. Albumin at 0.006%, tyrosine, arginine, and
cystic at 0,005%, and uric acid, even at a small ratio, had a significant effect of the
antioxidant activity values, showing Trolox equivalent antioxidant capacity. As a
result, depending on the studies in the literature, this newly modified method based
on galvinoxyl radical is simple, rapid and inexpensive method. In the original
method, results were expressed as per mole of protons being donated, the antioxidant
activity values of compounds are expressed as Trolox equivalent, and thus the results
become easier to compare with each other.

Key Words: Galvinoxyl, Trolox, Antioxidant Activity, Gallik Asit
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1. GIRIS

Insanlarda yaslanma ve kronik hastaliklar karmasik biyolojik siirecler sonucu
olusur. Bu karmagik siiregleri anlamak i¢in cesitli hipotezler 6ne siiriilmiis ve bunlar
deneysel olarak test edilmistir. Yaslanma ile ilgili olarak ileri siiriilen hipotezler son
yillarda molekiiler genetik ve deneysel tekniklerde saglanan ilerlemeler ile
aciklanmaya baslanmistir (Gokpinar ve ark., 2006). Insanlarin saglikli ve uzun bir
yasam siirmesi iizerine beslenmenin etkisinin kesin bir sekilde ortaya konulmasindan
sonra gelismis iilkelerde 6zellikle son yillarda dogal antioksidan tiiketimi {izerinde

cok durulmaya baglanmistir (Velioglu, 2000).

Metabolizmanin isleyisi sirasinda dogal bir proses olan oksidasyon,
hiicrelerin yasamsal faaliyetleri i¢cin elzemdir. Bu bagliligin yan etkisi, oksidatif
degisimlere yol agan serbest radikallerin ve diger reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasidir. Asirt derecede serbest radikal olustugunda, siiperoksit dismutaz, katalaz
ve peroksidaz gibi koruyucu enzimler yetersiz kalabilir ve membran lipitleri,
hiicresel proteinler ile DNA ve enzimleri okside ederek yikici ve 6liimciil hiicresel
etkilere sebep olur. Oksidasyon kimyasal hasarin baglica etkilerinden olan ransidite
ve/veya besleyici kalitesinde, renk, aroma, tekstiir Ozelliklerinde bozulma ile
sonuclanacak sekilde gidalar1 etkileyebilir. Diinya’da iretilen meyve ve sebze
mahsuliiniin yarisinin  hasat sirasinda olusan yikict reaksiyonlardan dolay1

kayboldugu bilinmektedir (Antolovich ve ark, 2002).

Viicutta serbest radikallerle miicadele edebilen antioksidan bilesiklere olan
ilgi son yillarda artirmis; konuyla ilgili ¢aligmalar daha ¢ok gidalarin ve farmasétik
preparatlarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesine yonelmistir. Bu ilgi esas
olarak yaslanma siirecinde ve pek cok hastaligin patojenitesinde Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROT) yarattig1 hasarlara yonelmistir (Gokpmar ve ark., 2006). Hiicrede

ROT’nin giderek artan bir sekilde olusturdugu zararlar esas olarak yasli hiicrelerde



telomer erozyonu, genom kararsizligi, DNA mutasyonlar1 ve gen profillerindeki

degisimleri kapsamaktadir (Wei ve Pang, 2005; Gokpmar ve ark., 2006).

Yaglanma ile ilgili 6ne siiriilen hipotezlerden en cok dikkat ¢ekeni “Serbest
Radikaller Teorisi’dir. Bu hipotez ilk olarak Harman (1956) tarafindan ileri
siriilmiistiir. Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron iceren, ¢ok kararsiz,
diger molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale
gelebilmek i¢in elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile
saldirdiginda onun elektronunu ¢alarak yiikseltger ve bu yeni molekiiliin kendisi bir
serbest radikal haline doniisiir. Bu sekilde baglayan bir zincir reaksiyonlar dizisi canli
hiicrenin zarar gdrmesi ile sonuclanir. Serbest radikallerin yarattig1 en biiyiik zarar
hiicre zarlar1 iizerinedir. Bunlar hiicre zarlarindan elektron calarak eslenir, hiicre zar1
ve sonug olarak hiicre yapisini1 bozar (Gokpinar ve ark., 2006). Serbest radikaller
viicuttaki hiicrelerin membranina, hiicre yapisinda bulunan lipitlere, proteinlere,
niikleik asitlere ve DNA’ya zarar vermekte ve bunun sonucunda basta kanser, kroner
hastaliklar, diyabet, katarakt, karaciger tahribati ve pek ¢ok hastalifa neden
olmaktadirlar. Bu radikaller hiicrede membran, mitokondri, peroksizomlar ve

endoplazmik retikulumda iiretilmektedir (Velioglu, 2000).

Oksidasyon, yiyeceklerin hazirlanmas1 ve tiiketimi esnasinda ortaya cikan
temel degisikliklerden birisidir. Gida bozulmalarindaki baslica sebeplerden biri lipit
oksidasyonudur. Lipit oksidasyonu beslenme sisteminde diger degisiklikleri baslatir
ve gidalarin kalitesi, besleyiciligi, rengi, kokusu, yapis1 ve giivenilirligini etkiler
(Burak ve Cimen, 1999). Oksidatif reaksiyonlar, gidanin besleyici kalitesini azaltir
ve oksidasyon diiriinleri potensiyel olarak toksiktir. Diger yandan mutlak kosullar
altinda, lipit oksidasyonunun kisith bir asamasi olgunlasmis peynirlerde ve bazi

kizarmig gidalarda bazen hos tat olarak kabul edilebilir (Fennema, 1996).

1.1. Serbest Radikaller

Kimyasal bilesikler iki veya daha cok elementin aralarinda kimyasal bag
olusturmasi ile meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu

elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar1



ciftlenmis halde bulunur. Eger elektron ¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve
kararsiz duruma geger. Bir ya da daha fazla sayida ¢iftlenmemis elektrona sahip
element veya bilesiklere “serbest radikal” denir (Gokpnar ve ark., 2006). En 6nemli
ozellikleri son derece reaktif olmalaridir. Canli dokusunda karsilastiklar1 her madde
ile reaksiyona girebilirler ve yar1 dmiirleri ¢ok kisadir. Ornegin, hidroksil radikalinin
yar1 Omril saniyenin milyarda biri iken, alkoksi radikalinin saniyenin milyonda biri
kadardir (Velioglu, 2000). Serbest radikallerin baglattig1 zincirleme reaksiyonlar
dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder (Gokpinar ve ark.,
2006). Potansiyel olarak zararli reaktif oksijen tiirleri normal aerobik
metabolizmanin sonucu olarak {retilirler. Bu serbest radikaller genellikle
antioksidanlar tarafindan in vivo ortamda uzaklastirilir veya inaktive edilirler (Benzei
ve Strain, 1996). Oksidasyon olay1 aslinda hayatin her evresinde yasanan dogal bir
stirectir. Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir molekiil olmasina ragmen ayni
zamanda viicut icinde reaktif oksijen tiirlerinin olugmasina neden olur. Reaktif
oksijen tiirleri metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baslatir ve bunlar
canli i¢cin ayn1 zamanda bir tehdit unsuru haline gelir. Serbest radikallerin olusumu,
yagl diyetler, sagliksiz beslenme, sigara, ila¢ tedavileri, alkol tiiketimi, radyasyon,
bocek ilaclar1 ve cevre kirliligi gibi nedenlerle baslamakta ve artmaktadir. Serbest
radikaller bagisiklik sistemini zayiflatarak cesitli hastaliklara ve erken yaslanmaya

yol acabilmektedir (Gokpmar ve ark., 2006).

Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan
iriinii olarak, gerekse radyasyon, ilaclar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile
olusur. Metabolizma yan {iriinleri olarak siiperoksit anyonlar1 (O, O:), hidrojen
peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH’) gibi mutajenler meydana gelir. Ayrica
NADPH (indirgenmis formdaki nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) oksidaz gibi
baz1 enzimler kii¢iik miktarlarda ROT {iretir. Hiicre i¢ci ROT nin % 90’dan fazlas1
aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde mitokondriumun i¢ membraninda iiretilir
(Wei ve Pang, 2005). Iki tarafi keskin bir bicak gibi kabul edilen ROT, diisiik
dozlarda cesitli stres tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken, yiiksek dozlarda
(oksidatif stres gibi) hiicresel zararlara yol agar. Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu
metabolizma yan {iriinleri DNA, proteinler ve diger makromolekiillerde tahribata
hatta hiicrenin 6liimiine neden olarak kronik hastaliklar1 baslatir (Gokpmar ve ark.,

2006). Canl sistemlerde serbest radikaller anabolik ve katabolik siiregler sonucu



olusabilecegi gibi, radyasyon, ilaglar, zehirli kimyasallar gibi maddelerin tesiri ile
ortaya cikabilirler. Hiicre icinde olusabilen serbest radikaller siiperoksit anyonlari,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi oksijen iceren reaktif molekiillerdir ve
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olarak adlandirilirlar. Hiicre icinde diger molekiiller
ile hizla reaksiyona girip onlarin yapisini bozacak zincirleme reaksiyonlar1 baglatan
bu oksidan molekiiller ancak antioksidan molekiiller tarafindan c¢esitli

mekanizmalarla durdurulabilirler (G6kpinar ve ark., 2006).

Bircok gidada, iirtinii olusturan bilesenler ile havamin O,’i arasinda
kendiliginden ortaya c¢ikan ve ‘otoksidasyon’ adi verilen tepkimeler olusur. Bazi
oksidasyon tepkimeleri gidalarda istenirken, pek cogu vitamin kayiplari, renk
degismeleri, yaglarin bozulmasi, besin degerlerinin azalmasi ve arzu edilmeyen tat
ve koku degisimleri gibi kotii etkilere yol agtigindan istenmemektedir (Saldamli,

2007). Reaksiyon temel olarak ii¢ asamadan olugmaktadir.

1.Baslangi¢: X +RH — R+ XH
2.ilerleme: R+ O, — ROO’
ROO" + RH — ROOH + R’
ROOH — RO’ + ROO" + H,O

3.Bitis: R", RO", ROO’ — stabil bozulma iiriinleri (aldehit, keton, alkol vb)

(RH: yag asidi esterleri, R™: yag asidi serbest radikalleri, ROO™: peroksit yapisindaki serbest
radikaller, ROOH: yag asidi hidroperoksitleri) (Saldamli, 2007).

Baslangic tepkimesinde az sayida ancak cok reaktif radikaller ortaya
cikmaktadir. Ilerleme asamasinda ise oksijen bu reaktif molekiillerle tepkimeye
girerek yag asidi hidroperoksitlerini olusturur. Bu iiriinler de yine serbest radikalleri
dogurmakta ve tepkimeler zincirleme olarak gelismektedir. Serbest radikallerin
konsantrasyonu yeterince yiiksekse, bitis reaksiyonunda birbirleriyle tepkimeye
girerek daha kararl,, karakteristik ransit yag Ozelliklerindeki son iiriinleri

olusturmaktadirlar (Saldamli, 2007).

Antioksidanlar, zincir tepkimesinin ‘ilerleme’ asamasinda olusan ROO’
serbest radikaline proton vererek zincir tepkimesini durdururlar. Olusan A" molekiilii

serbest radikale kiyasla daha az reaktiftir.



AH + ROO" — ROOH + A’
(AH: antioksidan, A’ : antioksidan radikali)

Bitis asamasinda serbest antioksidan radikalleri, ya kendi aralarinda

tepkimeye girer ve antioksidan molekiilii yeniden olusturur;

AT+ A > A-A

veya ilerleme agamasinda olusmus ROO" serbest radikali ile tepkimeye girer.

A"+ ROO™ — ROOA

Serbest radikal, bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron icerir
(Halliwell ve ark., 1995). Triklorometil (CCl5"), siiperoksit (O;"), hidroksil (HO"),
peroksil (ROO"), ve nitrik oksit (NO") gibi serbest radikallerin metabolizma
tarafindan {retildikleri bilinmektedir. Ayrica gidalarda ve biyolojik sistemlerde,
oksijen molekiiliiniin radikal olmayan tiirevleri (hidrojen peroksit (H,0-), hipoklorik
asit (HOCI)) olusturulur. Serbest radikallerin zincir reaksiyonundaki tiim bu reaktif
oksijen tiirleri, bir maddenin radikal tiirlerini temizleme yetenegini test eden
antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde ilgili olabilir (Sanchez-Moreno, 2002;

Halliwell, 1990; Halliwell ve ark., 1995).

Serbest radikaller, (a) radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron
cikmasiyla veya (b) radikal olmayan bir atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle
olugurlar (Laaksonen ve ark., 2002). Baslica serbest radikal kaynaklar1 su sekilde

siniflandirilabilir (Laaksonen ve ark., 2002):
1- Endojen kaynaklar:
¢ Mitokondrial elektron transport zinciri
e Endoplazmik retikulum
e Redoks dongiisii
® Aragidonik asit metabolizmasi

e Fagositik hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif

reaksiyonlar



e Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler
e Otoksidasyon reaksiyonlari.
2- Eksojen kaynaklar:
e Diyet faktorleri
e (Cevresel faktorler

e flaclar.

1.2. Antioksidanlar

Antioksidan, saglik iizerine olumlu etkileri nedeniyle modern toplumda
popiilaritesi giderek artan bir kavram olup, ‘oksidasyonu Onleyen veya bir baska
ifadeyle peroksit veya oksijen tarafindan gerceklestirilen reaksiyonlari engelleyen bir
madde’ olarak ifade edilmektedir (Huang ve ark., 2005). Bunlarin pek cogu
biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), tersiyer
biitillenmis hidroksi kinon (TBHQ) gibi, ¢esitli iiriinlerde koruyucu olarak kullanilan
maddelerdir. Antioksidanlar kaynaklarina gére dogal ve yapay olmak tizere iki gruba
ayrilirlar. Dogal antioksidanlar icinde tokoferoller, askorbik asit ve tiirevleri,
aminoasitler, peptitler, proteinler yer almaktadir. Yapay antioksidanlardan en

bilinenleri de BHA, BHT ve propil gallattir (PG) (Saldamli, 2007).

Biyolojik anlamda antioksidanlar “Uriinlere, koruma veya havadaki
oksijenden dolay1 gerceklesen bozulmayi ertelemek icin ilave edilen sentetik veya
dogal maddeler” olarak tanimlanabilir. Biyokimya ve tip alaninda (E vitamini ve -
karoten gibi) antioksidanlar, hayvan dokularinda oksidasyonun zararli etkilerini
engelleyebilen enzimler veya diger organik maddelerdir. Etkili antioksidanlar radikal
zincir reaksiyonlarim1 kirabilen radikal siipiiriiciilerdir. Biyolojik olarak yapilan
tanim, genel olarak bilinen antioksidanlarin tammina daha uygundur. Polifenolik
bilesikler, E ve C vitaminleri ile karotenoidleri iceren diyet antioksidanlarinin,
oksidatif stresin sebep oldugu hastaliklara karst korumada etkili gida bilesenleri
olduguna inanilmaktadir. Bu sebeple son zamanlarda antioksidanlara olan ilgi

giderek artmaktadir (Huang ve ark., 2005). Enzimatik antioksidanlar viicudun serbest



radikallere kars1 savunma mekanizmasi olarak iiretmis oldugu antioksidanlar olup,
siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerdir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise diyet kaynakli olup, antioksidan enzim kofaktorleri (Se,
koenzim Q10), oksidatif enzim engelleyiciler (aspirin, ibuprofen), gec¢is metali
selatorleri (EDTA), radikal siipiiriiciiler (E ve C vitamini) bu gruba 6rnek verilebilir

(Huang ve ark., 2005; Halliwell ve ark., 1990).

Tiim biyolojik organizmalar oksidatif strese karsi, ¢esitli antioksidanlardan
olusan bir savunma mekanizmas: gelistirmistir (Noguchi ve ark., 2000). Bu
antioksidan mekanizmalar1 serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu durdurarak,
tekli (singlet) oksijeni baglayarak veya metallerin katalizledigi oksidasyon
reaksiyonlarinda metali baglayarak etki ederler (Velioglu, 2000). Antioksidanlar,
diyetin temel bir maddesi olan lipitlerin oksidatif bozulmasin1 dnleme yoluyla gida
kalitesini korurlar. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma sistemlerinin
dengesizligi, biyolojik olarak ilgili makro molekiillerde kimyasal degisikliklerle
sonuclanabilir. Bu dengesizlik, pek cok hastaligin baslangic ve gelisimi i¢cin uygun
ortam saglar (Burak ve Cimen, 1999). Antioksidanlar ile kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaglanma, katarakt, metabolizma bozukluklar1 gibi bazi hastaliklar
arasindaki iligkiler giiniimiizde ortaya konulmus bulunmakla birlikte konu izerindeki
bilgiler halen yetersiz oldugu diisiiniilmekte ve ilgili calismalara devam edilmektedir

(Velioglu, 2000).

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlart etkisiz hale getirirler (Gokpmar
ve ark., 2006);

1. Siiptirme etkisi (scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir
molekiile doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve

mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak
inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve

mannitol bu sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (chain breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve

inaktive eder.



4. Onarma etkisi (repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii

onarirlar.

Canli organizmalarda savunma sistemi olarak davranan antioksidanlar
fonksiyonlarina dayanarak 4 asamada gbrev yapar. Savunmanin ilk basamagi, serbest
radikal formlarinm1 6nleyen koruyucu antioksidanlardir. Savunmanin 2. basamagi ise
radikal savar antioksidanlarin zincir baglamasim Onlemesi ve/veya zincir
reaksiyonlarimi kirmasiyla olur. Onarim ve de novo antioksidanlari 3. savunma
basamagidir. Dordiinciisii ise serbest radikallerin iiretim ve reaksiyonlarinin oldugu
yerde uyum saglayarak, formu indirgemek ve yeterli miktarda antioksidam dogru

tarafa tasimaktir (Noguchi ve ark., 2000).

Cansiz bir maddenin otooksidasyonu radikal zincir reaksiyonlar1 ile meydana
gelirken, biyolojik sistemdeki oksidasyon oOncelikle redoks enzimleri tarafindan
tetiklenir. Bununla birlikte, radikal zincir reaksiyonlar1 ile gerceklesen enzimatik
olmayan yag otoksidasyonu meydana gelebilir ve oksidatif strese neden olur. Sonug
olarak biyolojik antioksidanlar, (siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksitler
gibi) enzimatik ve (oksidatif enzim engelleyiciler, antioksidan enzim kofaktorleri)
enzimatik olmayan antioksidanlar ile gecis metali selatlayicilarin igerirler (Halliwell

ve ark., 1990).

Antioksidanlar, gecis metali veya enzim katalizi gibi potansiyel bir oksidani
ortadan kaldirarak ROT’leri engellemedigi siirece, redoks reaksiyonu gerceklesebilir.
Antioksidanlar, oksitleyici tiirler ile substrat yerine reaksiyona girerek, oksidasyonu
azaltir. Askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlar, indirgeyiciler olarak
tanimlanabilir ve indirgeyicilerin oksidanlar1 inaktivasyonu, baska bir oksidasyon

pahasina da olsa azalan bir redoks reaksiyonu olarak bilinir (Benzei ve ark., 1996).

Diizgiin calisgan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi,
sitozoldaki organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz
kaldigi durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale
getirilemeyen oksidanlar ilk olarak hiicre membranindaki lipitleri etkileyerek “lipit
peroksidasyonu”nu baslatir. Lipit peroksidasyonu, membranlarda bulunan g¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler gibi cesitli iiriinlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonugta ortaya

cikan biyo-aktif aldehitler hiicre hasaria neden olur. Lipit peroksidasyonu sirasinda



yeterli diizeyde E ve C gibi antioksidan vitaminlerin bulunmas1 halinde bu tip

hiicresel hasarlarin Oniine gecilebilir (Gokpinar ve ark., 2006).

Diyet kaynakli antioksidanlar, radikal zincir reaksiyonlarin1 durdurmak igin
reaktif oksijen tiirleri/reaktif azot tiirlerini (ROT/RAT) soniimleyebilir veya reaktif
oksidanlar1 engelleyebilir. Bu antioksidanlar, genis Ol¢iide radikal zincir
reaksiyonlar1 engelleyiciler, metal selatlayicilar, oksidatif enzim engelleyiciler ve
antioksidan enzim kofaktorlerini ihtiva ederler. Antioksidan enzim kofaktorlerinden
olan selenyum, peroksitleri alkol ve suya indirgeyen enzimlerin yapisinda
selenoprotein olarak bulunur (glutatyon peroksidazlar gibi). Selenyumun,
(ROT/RAT) soniimleyiciler kadar direkt bir fonksiyonu yoktur. Bu nedenle,
selenyumum bilesiklerinin canli icindeki antioksidan kapasitesi, selenyumun

biyolojik roliinii tam olarak gostermez (Halliwell ve ark., 1990).

Biyolojik sistemlerde antioksidanlarin en az 4 genel kaynag1 vardir (Prior ve

ark., 2005):
(1) enzimler, 6rnegin, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
(2) biiyiik molekiiller (albiimin, seruloplazmin, ferritin, diger proteinler)

(3) kiiciik molekiiller (askorbik asit, glutatyon, iirik asit, tokoferol,

karotenoidler, (poli)fenoller) ve
(4) baz1 hormonlar (dstrojen, angiotensin, melatonin, vs).

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (stiperoksit dismutaz-SOD, katalaz-
CAT, glutatyon peroksidaz-GP, glutatyon rediiktaz, sitokrom-C-oksidaz,
hidroksiperoksidaz), makro molekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin,
miyoglobin, haptoglobilin) ve mikro molekiiller (B-karoten, A vitamini, C vitamini,
E vitamini, tokoferoller, tiol icerenler, glutatyon (GSH), N-asetil sistein, metionin,
kaptopril, ubiguinon) sayilabilir (Gokpinar ve ark., 2006). Tokoferollerden insan
viicudunda en ¢ok a-tokoferol, daha sonra da y-tokoferol bulunur. Tokoferol
tiirlerinin antioksidan aktiviteleri arasinda farklar vardir ve singlet oksijeni siipiirme
kapasitesi o>B>y>0 tokoferole dogru gittikce azalir. E vitamininin antioksidan
ozelligi, serbest radikallerin baslattig1 lipit peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri

gelir (Gokpinar ve ark., 20006).



Antioksidatif etkileriyle en cok bilinen bilesikler, C ve E vitaminleri,
karatenoidler ve fenolik bilesiklerdir. Antioksidan vitaminler olarak bilinen C ve E
vitaminleri ile bir provitamin A olan, [-karoten, antioksidan savunma
mekanizmasinda oksijenin aktif formlarin1 yok ederek ve zincir kiric1 antioksidanlar
olarak etki gostermektedirler. Bunlar hem tek baglarina hem de sinerjist olarak gorev
yaparak oksidatif reaksiyonlar1 geciktirir veya engeller (Cemeroglu, 2010).
Fenoliklerin antioksidan etkileri ise, serbest radikalleri baglamalari, metallerle selat
olusturmalart ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmeleri ile ag¢iklanmaktadir
(Nakilcioglu ve Hisil, 2011). Fenolik antioksidanlar serbest radikal sonlandiric1 ve
metal selatlayict gibi islev goriirler. Fenolik bilesikler ve onlarin bazi tiirleri
otooksidasyonun onlenmesinde ¢ok etkilidirler. Baz1 bitki fenolikleri son zamanlarda
antioksidanlar olarak kabul edilmekte ve ticari olarak iiretilmektedir. Bu agidan
diyette koruyucu etki saglayan bu antioksidanlarin gidalardaki biyolojik
mevcudiyetinin ve alinmasi1 gereken diizeylerinin bilinmesi onemli goriilmektedir

(Burak ve Cimen, 1999).

Antioksidanlar, gidalarin yapisinda dogal olarak bulunabildigi gibi, Maillard
Reaksiyonu’nda oldugu gibi gidalardaki kimyasal reaksiyonlarin sonucunda da
olusabilirler veya dogal kaynaklardan ekstrakte edilerek gidalara katilabilirler
(Cemeroglu, 2010). Fenolikler, gidalarda bulunan baslica antioksidan bilesikleridir.
Ozellikle, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan ‘flavonoidler’ giiclii
antioksidan aktivite gostermektedirler (Cemeroglu, 2010). Klinik denemeler ve
epidemiyolojik calismalar, meyve ve sebze tiiketimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser ve diger baz1 kronik rahatsizliklarin olusumu arasinda ters bir iligski oldugunu
gostermektedir. Meyve ve sebzelerde bulunan ve eantioksidan aktiviteye sahip
fenolik bilesikler, vitaminler (C ve E) ve karoteniodler, oksidatif stresle iliskili bu
hastaliklardan korunmada etkili bilesikler olarak 6ne cikmaktadirlar. Bu nedenle,
ozellikle diyetle alinan gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmsi iizerine
biiyiik bir ilgi olusmustur. Ancak, bu konudaki en biiyiik eksiklik, gidalarin
antioksidan kapasitesini glivenilir bir sekilde 6lgebilen, gecerliligi kabul edilmis bir

yontemin bulunmamasidir (Huang ve ark., 2005).

Suda ¢6ziinen bir vitamin olan C vitamini viicut sivisinda genellikle askorbat
olarak bulunur. Kolayca elektron vererek dehidro askorbik asite kendiliginden okside

olur ve siiperoksit, hidrojen peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikali
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ve singlet oksijeni siipiiriicii etki gosterir. C vitamini lipit peroksidasyonunu
baslatmadan peroksil radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlar1

peroksidatif hasardan korur (Gokpmar ve ark., 2006).

Diger ©Onemli antioksidan maddeler arasinda karotenoidler gelmektedir.
Karotenoidler sadece fitoplankton, algler, bitkiler ve smirli sayidaki mantar ve
bakteriler tarafindan iiretilebilen, dogada 700’iin iizerinde yagda ¢Oziinebilen
pigmente sahip olan bir ailedir. Karotenoidler genel olarak havug, domates, greyfurt,
portakal, 1spanak gibi sebze ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sar1 ve yesil
renklerinden sorumludur. Karotenoidler hiicreyi oksidatif stresten; triplet molekiilleri
ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri inhibe ederek korur. f-Karoten gibi
yagda coziinen pigmetler serbest radikalleri savar ve lipofilik yapida olmalarindan
otiirli 6zellikle ROT nin hiicre i¢i membran yapilar1 tizerindeki oksidatif baskisini
azaltir. Ayrica katalaz, peroksidaz ve siiper oksit dismutaz gibi karaciger

enzimlerinin yeniden onarilmasin saglar (Gokpmar ve ark., 2006).

Maddelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde in vitro, in vivo veya
ex vivo gibi degisik yontemler kullanilabilmektedir. In vitro veya ex vivo yontemler
antioksidan aktivite konusunda yararli kanitlar saglar ama bu yontemlerle elde edilen
sonuclarin biyolojik sistemlere uyarlanmasi her zaman miimkiin olmamaktadir. Diger
yandan, antioksidanlarin in vivo dl¢timlerinde degisik zorluklar vardir (Antolovich ve

ark, 2002).

1.3. Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan etkinliginin belirlenmesi amaciyla gelistirilen, bir¢cok farkli
substrat ve degisik kompozisyonda sistemlerin kullanildig1 cesitli analitik metotlar
bulunmakla birlikte, bunlarin ¢cogunlugu hala gelisme asamasindadir (Cemeroglu,
2010). Gidalarda antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla bircok ydntem
gelistirilmistir. Bunlar genel anlamda, hidrojen atomu transfer reaksiyonu esasl
analizler ve tek elektron transfer reaksiyonu esasl analizler olarak incelenmektedir
(Halliwell ve ark., 1990). Tablo 1.1’de antioksidan etkinliginin belirlenmesi amaciyla

kullanilan baglica antioksidan kapasite tayin yontemleri gosterilmistir:
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Tablo 1.1: Bashca antioksidan kapasite tayin yontemleri (Cemeroglu, 2010)

ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi)

TRAP (Toplam radikal yakalama antioksidan
parametresi)

Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna Krokin agartma yontemi
dayal1 yontemler .
IOU (Inhibe edilmis oksijen alimi)

Linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu

LDL oksidasyonunun inhibisyonu

TEAC (Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi)

DPPH (Difenil-1-pikrilhidrazil)

Elektron transferi reaksiyonuna dayal FRAP (Ferrik iyon indirgeme antioksidan
yontemler parametresi)

Bakar (IT) indirgeme kapasitesi

Folin-Ciocalteu ayraci ile toplam fenol tayini

Antioksidanlar iizerine yapilan bilimsel arastirmalara bakilirsa, antioksidan
kapasiteyi tanimlayan ve farkli aragtirmalarca yapilan bircok terim bulunur.
Terimlerden biri, toplam antioksidan kapasiteyi (veya etki, gii¢, parametre,
potansiyel ve aktivite) tanmimlar. Bir kimyasalin ‘aktivitesi’ basing, sicaklik,
reaksiyon ortami ve referans noktalar1 gibi spesifik reaksiyon kosullar1 ele alinmadan
anlamsiz olur. Ciinkii antioksidan aktivite Ol¢limii, spesifik kosullar altinda
uygulanan kimyasal reaktifligi gosterir (Sanchez-Moreno, 2002; Huang ve ark.,

2005).

Antioksidanlarin  kimyasal reaksiyon icermelerine dayanarak, major
antioksidan kapasite analizleri iki kategoriye ayrilabilir (Huang ve ark., 2005;
Sanchez-Moreno, 2002);

(1) Hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonu esash analizler
(2) Tek elektron transfer (TET) reaksiyonu esash analizler.

HAT esash analizler, rekabetci reaksiyon kinetiklerini izler ve belirleme
kinetik egrilerden saglanir. HAT esashh metotlar, genellikle bir sentetik serbest
radikal iiretici, bir oksitlenebilir molekiiler substrat ve bir antioksidandan olusurlar.

TET esash analizler, reaksiyon son noktasinin indikatorii olarak oksidan ile bir

12



redoks reaksiyonu icerir. HAT ve TET esash analizler, bir Ornegin Onleyici
antioksidan kapasitesi yerine radikal siipiirme kapasitesi Ol¢iimiinii yaparlar. Ciinkii
antioksidanlarin, oksidanlara (6zellikle peroksil radikaller) karsi nispi reaksiyon
hizlari, harcanan antioksidan kapasitesi i¢in anahtar bir parametredir (Prior ve ark.,

2005).

HAT reaksiyonlarma bagli olan analizler indirgenmis diisiik yogunluklu
lipoprotein otoksidasyonu inhibisyonunu, oksijen radikal absorbans kapasitesini
(ORAC), toplam radikal trapping antioksidan parametresini (TRAP) ve krokin
agarma deneylerini icerir. TET reaksiyonlarina dayanan analizler oksidani azaltan ve
bu sirada renk degisimi yapan antioksidan kapasitesini lcer. Renk degisiminin
derecesi, Ornege ait antioksidan konsantrasyonu ile baglantilidir (Huang ve ark.,

2005).

TET esash analizler kategorisinde; Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenol
testleri (FCR), Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) analizi, demir iyonu
indirgeyen antioksidan giicii analizi (FRAP), N,N-dimetil-p-fenildiamin (DMPD)
analizi, DPPH analizlerini ve Cu(Il) indirgeme kapasitesi analizi yer almaktadir. Bu
metotlar, reaksiyon karisiminda antioksidan ve oksidan olmak iizere iki komponent
icerir. Bunlar asagidaki elektron transfer reaksiyonuna gore temellendirilmistir

(Huang ve ark., 2005);

Prob maddesi (oksidan) + e (antioksidan) — Indirgenmis prob maddesi + Oksitlenmis antioksidan

Substratin (probun) kendisi antioksidandan bir elektron ayirir, bu ornekte
renk degisimine neden olur. Renk degisiminin derecesi antioksidan konsantrasyonu
ile orantihidir. Reaksiyon, renk degisiminin durdugu anda sona erer. Absorbans
degisimi (AA), lineer bir egri veren antioksidan konsantrasyonuna karsi cizilir.
Egrinin egimi antioksidanin indirgeme kapasitesini gosterir bu da Troloks esdegeri
(TE) veya gallik asit esdegeri (GAE) olarak tamimlanir. Bu analizler, klasik kimya
analizlerindeki redoks titrasyonuna benzer. Ciinkii bu analizlerde, rekabet edebilen
bir reaksiyon yoktur ve oksijen radikali de yoktur. Analiz sonuclarinin, bir 6rnekteki
antioksidan kapasite ile nasil iligkisi oldugu siiphelidir. Korelasyon yapmak icin,
antioksidan kapasitenin indirgeme kapasitesine esit oldugu varsayilir (Benzei ve ark.,

1999).
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1.3.1. Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile toplam fenol analizi

Toplam antioksidan kapasite analizleri ile sadece fenollerin mi yoksa fenoller
ile birlikte metal selatlayicilar gibi indirgeyici ajanlarin da mi tespit edilebildigi
konusunda halen tartigmalar mevcuttur. FC analizi yillardir dogal gidalardaki toplam
fenolikleri 6lgmek icin kullanilmistir, ancak oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonunun
temel mekanizmas1 molibdotungstate ajani tarafindan fenol oksidasyonu sonucu 745-
750 nm dalga boylarinda renk veren ve tirozin proteini analizinde kullanilan

kimyasal ajanlar i¢in amag¢lanmistir (Prior ve ark., 2005).

Na,WO4/ NaxMoO;  — (fenol-MoW ;04)™
Mo(VI) (sar1) + e — Mo(V) (mavi)

Yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin bazik ortamda FC ayracini indirgeyip
kendilerinin yiikseltgenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir.
Folin-Ciocalteu ayraci burada yiikseltgeyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon
sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin fotometrik olarak
Olciilmesiyle, analizi yapilan Ornekteki fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin
hesaplanmas1 miimkiin olmaktadir. Ortamda bulunan kiikiirt dioksit ve askorbik asit
analizi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle askorbik asit ve SO, igeren
iiriinlere bu yontem ya uygulanmamali veya dnce bu indirgenler yontemine gore iyot
titrasyonu ile yiikseltgendikten sonra analize alinmalidir. Bununla birlikte yiiksek
miktarda fenolik bilesik, fakat az miktarda askorbik asit iceren 6rneklerde askorbik

asidin olumsuz etkisi dikkate alinmayabilir (Cemeroglu, 2010).

FC metodunun temeli fenolik gruplarin fosfomolibdik ve fosfotungustik
asitler ile oksidasyonuna dayanir. Oksidasyondan sonra yesil-mavi renkteki
kompleks 2 saatlik reaksiyon siiresinden sonra 750 nm dalga boyunda olgiiliir
(Schlesier ve ark., 2002). Singleton ve ark. (1999) bu analizi sarapta toplam fenol
analizi icin kullanmiglardir ve ardindan analiz bircok uygulama alan1 bulmustur. FCR
esash analiz, genellikle toplam fenol (veya fenolik) analizi olarak bilinir. Genel
olarak FC reaktifi ile belirlenen fenolikler cogunlukla gallik asit egsdegerlerinde ifade
edilir. FC yontemi secici olamayip ABTS metodu (TEAC) ile benzerlik gosterir. Bu
metot ile polifenoller ve monofenoliklerin her ikisini de belirlemek miimkiindiir. FC

yonteminin ABTS ye gore avantaji, verdigi absorbans yoniindedir. Digerlerinde ise
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analizlenecek iiriinleri i¢in uygulanan islemler oldukca duyarlidir. Diger taraftan,
FCR metodu antioksidan aktiviteyi belirlemek icin pek uygun degildir. Gergekte bu
metot gidalarin kabaca antioksidan aktivitesini belirlemek icin kullanilan en iyi
metotlardandir, ancak analizlenen gidalar nemli miktarda protein ihtiva etmemelidir

(Stevanato ve ark., 2004; Huang ve ark., 2005).

FCR, ilk olarak sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0, 100 g), sodyum molibdat
(Na;Mo04.2H,0, 25 g) derisik hidroklorik asitten (HCI, 100 mL) olusan karigimin
kaynamasi ile hazirlanir. Kaynamadan sonra, lityum siilfat kuvvetli sar1 ¢ozelti
olmasi icin karigima eklenir ve FC reaktifi elde edilir. Indirgen maddelerin
kontaminasyonu yesil renge neden olur ve brom gibi oksidan madde ilavesi ile
istenen sar1 renk tekrar kazanlabilir. FC reaktifinin tam olarak kimyasal yapisi
bilinmez ancak heterofolifosfotantat-molibdat icerdigi diisiiniilmektedir. Ardisik geri
doniisiimsiiz bir veya iki elektron indirgeme reaksiyonlar1 mavi tiirlere neden olur.
Aslinda, molibden komplekste indirgenmesi daha kolay olandir ve indirgeyiciler ile

Mo(VI) arasinda elektron transfer reaksiyonlart meydana gelir:

Mo(VI) + e — Mo(V)

FC reaktifi fenolik bilesikler icin spesifik degildir ciinkii, bircok fenolik
olmayan maddeler tarafindan da indirgenebilir (C vitamini ve Cu(I) gibi). Fenolik
maddeler yalmzca bazik kosullar altinda FCR ile reaksiyona girer (sodyum karbonat
ile pH 10’a ayarlanir). Bir fenolik proton ayirma, FCR indirgeme yetenegi olan bir
fenolat anyonuna neden olur. Bu olay, reaksiyonun elektron transfer mekanizmasi
yoluyla gerceklestigi diisiincesini destekler. FCR’nin tanimlanmamis kimyasal
yapisina ragmen, FCR ile toplam fenol analizi kullanmigh, kolay ve tekrarlanabilirdir

(Huang ve ark., 2005).

1.3.2. ABTS metodu

ABTS (2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit)) metodu ilk olarak,
biyolojik Ornekleri test etmek icin Miller ve arkadaslar1 (1993) tarafindan biyolojik
orneklerin antioksidan kapasitesini belirlemek iizere onerilmistir. Daha sonra Re ve

arkadaslar1 (1998) tarafindan gelistirilerek gida ekstraktlar1 ve dogal suda ¢oziinen
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fenolikler gibi ¢esitli bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla
genis Olciide uygulanmistir (Rice-Evans ve ark., 1998; Cemeroglu, 2010). ABTS,
maksimum 342 nm dalga boyunda absorblanir, suda yiiksek ¢6ziiniirliige ve kimyasal
stabiliteye sahiptir. Gelistirilmis bicimde, ABTS" (oksidan), ABTS* nin persiilfat

oksidasyonu ile iiretilmistir (Huang ve ark., 2005).

Bu yontem, ABTS’nin oksidasyonuyla iiretilen ABTS" radikal ¢ozeltisi
izerine, antioksidan iceren bir 6rnegin eklenmesi sonucu radikalin indirgenmesi
temeline dayanmaktadir. Orijinal ABTS analizi, metmyoglobinin (radikal katyon
tiretmesi icin ABTS i¢inde ve antioksidanlarin varliginda/yoklunda) hidrojen
peroksit ile aktivasyonuna dayanir. Metodun amaci, bir fenolik igerikli Ornege
eklenen ABTS’nin oksitlenmesi ile olusan ABTS™ radikal-katyonun (Sekil 1.1)
bozulmasini gdzlemektir. Mavi/yesil renkli ABTS™ radikali, 600-750 nm dalga boyu
araliginda giiclii bir absorpsiyona sahiptir ve spektrofotometrede kolaylikla tespit
edilebilmektedir. ABTS™ radikali, antioksidan bir bilesikle reaksiyona girdiginde
radikal, ABTS’nin renksiz formuna c¢evrilmektedir. Reaksiyon sonucu harcanan
ABTS"™ miktari ise Troloks (sentetik bir antioksidan) esdegeri olarak hesaplanmakta
ve sonu¢ ‘TEAC degeri’ olarak ifade edilmektedir. Fenoliklerin yoklugunda ABTS™
oldukga kararhidir. Ancak fenolikler gibi ABTS™ yi renksiz forma doniistiiren H
verici atom ile enerjik bir sekilde reaksiyona girer (Re ve ark., 1998; Cemeroglu,

2010).

1.6
1.4 -

1.2

Absorbance (AU)

0.6

0.4

0 T

380 480 580 680 780 880
Wavelength (nm)

Sekil 1.1: ABTS radikal katyonunun absorbsiyon spektrumu (Re ve ark., 1998).
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Miller ve arkadaslar1 (1993) tarafindan kullanilan orjinal yontemde ABTS™
radikali, peroksidaz varliginda hidrojen peroksit ve metmiyoglobinin olusturdugu
ferrimiyoglobin ile ABTS arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu iiretilmektedir. Re
ve ark. (1998) tarafindan gelistirilen yontemde ise, ABTS" radikali, ABTS’ nin
dogrudan potasyum persiilfat ile oksidasyonuyla iiretilmektedir (Cemeroglu, 2010).

Spesifik olarak, 7 mM ABTS amonyum suda ¢oziiniir ve 2,45 mM potasyum
persiilfat ile muamele edilir ve karisim koyu mavi ¢ozelti olana kadar yaklagik 12-16
saat boyunca oda sicakliginda brrakilir. Bu ¢ozelti, absorbans 734 nm’de 0.7 ye
ulagincaya kadar etanol veya tampon (pH 7.4) ile seyreltilir. En son olusan ¢dzeltinin
1 mL’si 10 uL 6rnek ile karigtirilir. Absorbans, 30°C’de okunur daha sonra yine
30°C’de 1., 4. ve 6. dakikalarda okunur. Absorbans degerleri arasindaki fark,
antioksidan konsantrasyonuna kars1t bir dogru vermek igin ¢izilir. ABTS ’nin
absorbans degisimi ile aym yiizdeyi veren antioksidanlarin konsantrasyonu 1 mM
Troloks’tur ki, bu da TEAC olarak ifade edilir. Tek bir antioksidan icin TEAC, bir
antioksidan molekiilii bagina harcanan radikal katyon ABTS™nin sayisidir (Huang
ve ark., 2005).

ABTS metodu ticari tammlamasinda ABTS"™, peroksidaz varliginda ve
metmyoglabinden elde edilen radikal ferrimyoglobin ile ABTS’nin reaksiyonu
sonucu iiretilmistir. Referans antioksidan se¢imi ve ABTS™ iiretimi ile ilgili bu
protokoliin degisik modifikasyonlar1 6nerilmistir (Romay ve ark., 1996; Flogliano ve
ark., 1999). Schleisier ve ark. (2002) ile De Beer ve ark. (2003) ABTS den ABTS™
tiretimi i¢in K»S,0g’i Onermislerdir. Kim ve ark. (2002) Troloks yerine referans

antioksidan olarak askorbik asit kullanimini tavsiye etmistir.

Uygulama kolayligi nedeniyle ABTS metodu, antioksidan kapasite
caligmalar1 icin bircok arastirma laboratuarinda kullanilir. Bircok bilesigin ve gida
orneklerinin TEAC degerleri belirlenir. Saf antioksidan bilesikleri icin TEAC
degerleri, antioksidanin verdigi bir¢ok elektron ile TEAC degeri arasinda net bir
korelasyon gostermez. Askorbik asidin (1.05), a-tokoferolun (0.97) ve iirik asitin
(1.01) TEAC degeri hemen hemen aymi oldugu halde, iirik asit bir elektron
verebilirken (oksitlenmis formu i¢in), digerleri iki elektron rediikleyicilerdir. Feriilik
asit (1.9) ve p-koumarik asitin (2.0) de kiyaslanabilir TEAC degerleri vardir.
Bununla birlikte, kafeik asitin TEAC degeri 1.0 oldugu halde, yapis1 feriilik
asidinkine benzemektedir. Ayrica, kuersetin (3.0) ve kampferoliin (1.0) yapi
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benzerlikleri olmasina ragmen aralarindaki TEAC degeri farki oldukca sasirticidir
(Huang ve ark., 2005).

TEAC yontemi, hem suda hem de yagda ¢Oziinebilen antioksidanlarin, saf
bilesiklerin ve gida ekstraktlarinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in uygun
bir yontemdir (Re ve ark., 1998). Bu yontemin en biiyiilk avantaji, her arastirma
laboratuarinda rutin antioksidan kapasite tayinlerinin gerceklestirilmesine imkan
veren nispeten basit bir yontem olmasidir (Cemeroglu, 2010). Bu nedenle, TEAC
yontemi bir¢ok arastirma laboratuarinda, cesitli bilesiklerin ve gida 6rneklerinin
antioksidan kapasitesini belirlemek iizere yaygin olarak kullamlmaktadir (Huang ve

ark., 2005).
ABTS (TEAC) metodunun avantaj ve dezavantajlar1 agagida 6zetlenmistir;

e Uygulanmasi kolay oldugundan pek ¢ok laboraturda ve c¢aligmada
kullanilmaktadir.

e ABTS" katyonu antioksidanlar ile ¢ok kisa siirede reaksiyona girer ve

genis bir pH araliginda calisilabilir.

e ABTS" katyonu hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde ¢dziinebilir,

boylelikle hidrofilik ve lipofilik pek ¢ok ortamda kullanilabilir.

e Analizde kullamilan ABTS radikali memeli biyolojisinde

bulunmadigindan fizyolojik olmayan bir radikal kaynagidir.

e Nispeten uzun siireli ve zahmetli bir metottur (Prior, 2005).

1.3.3. Ferrik iyon indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) metodu

FRAP yontemi ilk olarak Benzei ve Strain (1996) tarafindan, plazmada
indirgeme giiciinii 6lgmek icin gelistirilmistir, ama yOntem sonradan bitkilerde
antioksidan analizi i¢in adapte edilerek kullanilmistir. Reaksiyon ferrik 2,4,6-

tripiridril-s-triazin'in (TPTZ) renkli bir iiriine indirgenmesini 6lcer (Sekil 1.3).

Reaksiyon, bilesikleri <0.7V’nin (Fe**-TPTZ nin redoks potansiyeli) redoks
potansiyelleri ile birlikte tutar, bu sebeple FRAP hiicrelerde ve dokularda redoks

halini siirdiirebilmek i¢in makul bir korumadir. indirgeme giicii hidroksilasyonun
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derecesine ve polifenollerdeli konjugasyonun boyutu ile iliskilendirilmis sekilde
ortaya ¢ikar. Ancak, FRAP radikal sondiirme (H transferi) ile tesir eden bilesikleri

(ozellikle tiolleri ve proteinler) belirleyemez (Prior ve ark., 2005).

FRAP analizi de elektron transfer reaksiyonlarindandir. FRAP yontemi
fenoliklerin Fe*ii Fe*ye indirgeme yeteneklerine dayali bir metottur. Bu
reaksiyonda TPTZ varhginda rediiksiyona Fe** ile kompleks yapmis renkli
bilesenlerin olusumu eglik etmektedir. Bu duruma askorbik asitin esdegerlerinde de
rastlanmaktadir. FRAP yontemi kirmizi saraplarda antioksidan aktivitesinin

belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir.

'.f q@ﬁ

- N
F ej\] + antioxidant _

U/“U ey

Fe(ll)(TPTZ)** [Fe()(TPTZ))%*, Amax = 593 nm

Sekil 1.2: FRAP analizi reaksiyonu (Huang ve ark., 2005).

FRAP analizindeki oksidan, TPTZ (2,5 mL, 10 mM 40 mM HCl’de), 25 mL
asetat tamponu ve 2,5 mL FeCl;.H,O (20 mM)’nin karistirilmasi ile hazirlanir.
Karisim ‘FRAP reaktifi’ olarak adlandirilir. Son ¢ozelti, Fe(IIT) (1,67 mM) ve TPTZ
(0,83 mM) icerir. Bu nedenle TPTZ, Fe(Ill) ve(TPTZ) arasindaki ideal reaksiyon
stokiyometresi bakimindan yetersizdir. Oksidan sadece Fe(III)(TPTZ), icermez, ayni
zamanda gida ekstratinda Fe(Ill) baglayabilen bir¢ok metal selatlayicilar ile
potansiyel probleme neden olabilen diger Fe(Ill) tiirlerini de icerir. Antioksidanlar ile
tepkime yapabilen kompleks formlar olusturur. FRAP reaktifi 37°C’ye 1sitilir ve
reaktif korii 593 nm’de ayarlanir. Daha sonra 10 uL’lik 6rnek ve 30 pL su eklenir.
Absorbans degerleri 0.5 saniyeden sonra ve 4 dakika boyunca her 15 saniyede bir
almir. Absorbans degisimi (AA) hesaplanir ve bir Fe(Il) standart ¢ozeltisi ile ilgisi
kurulur. AA lineer olarak antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Bir FRAP
birimi, 1 mol Fe (II)’iin Fe (II)’ye indirgenmesi olarak tanimlanir. Askorbik asit, o-

tokoferol ve iirik asit icin FRAP degerleri aynidir (Huang ve ark., 2005).

19



FRAP metodunun avantaj ve dezavantajlar1 asagida 6zetlenmistir (Prior,

2005);

e Reaksiyon ¢ozeltisi 30 dakikadan daha kisa siirede okuma yapilirsa
dogru sonu¢ alinamaz, ¢iinkii fenolik bilesiklerin reaksiyon hizlari
degisiklik gosterir.

e Glutatyon gibi tiol antioksidanlar i¢in 6l¢lim yapamaz.

e FRAP, yalnizca ferrik demir iyonu indirgeme kapasitesi esasina

dayanir

e Diger yontemlere kiyasla daha basit, hizli, ucuz, giiglii ve ozel
ekipmanlar gerektirmeyen bir metottur. Otomatik, yar1 otomotik ve

manuel olarak kullanimi uygulanabilir.

1.3.4. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesi) metodu

Bu yontem, antioksidan aktivite belirlenmesinde en eski metottur. Bu
bahsedilen metot ilk olarak 1950’lerde dogal materyallerdeki H dondrlerini
(vericilerini) incelemek icin kullamilmistir. Daha sonralar1 gidalarin ve fenoliklerin
antioksidan potansiyellerini belirlemek icin kullanilmaya baslanmistir. DPPH testi;
2,2-difenil-1-pikrikhidrazil kararli serbest kararli radikaline kars1 antioksidanlarin (H
donorleri iceren) radikal savma Ozelliginin Ol¢limiinii esas alir (Sanchez-Moreno,

2002).

Bu yontem, antioksidan bilesiklerin mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH
(2,2-difenil-1-pikrikhidrazil) radikalini (Sekil 1.4) indirgeme yeteneklerinin
olciimiine dayanmaktadir. Indirgenme reaksiyonu, elektron spin rezonans (ESR)
veya dekolorizasyon yontemi ile degerlendirilmektedir. Cogunlukla kullanilan
teknik, UV-Vis spektrofotometrede radikal c¢ozeltisinin absorbans degerindeki
degisimin izlendigi dekolorizasyon yontemidir. Nitekim, mor renkli DPPH’ radikali,
515-517 nm dalgaboyunda kuvvetli bir absorbsiyon gostermekte ve bu durum
spektrofotometrede kolaylikla belirlenebilmektedir (Prior ve ark., 2005; Sanchez-

Moreno, 2002). Dekolorizasyon yontemi, ilk olarak Brand-Williams ve arkadaslari
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(1995) tarafindan c¢esitli antioksidan bilesiklerin antiradikal aktivitelerinin

belirlenmesi amaciyla uygulanmistir (Cemeroglu, 2010).

Sekil 1.3: DPPH serbest kararl radikalin yapis1 (Ionita, 2005)

Yontem temel olarak, metanol ya da etanolde hazirlanan DPPH  radikal
cozeltisi iizerine antioksidan bilesigin eklenmesi sonucu, radikal cozeltisinin
renginde meydana gelen azalmanin spektrofotometrik olarak Ol¢limiine
dayanmaktadir. Yogun mor renkli DPPH’ radikal cozeltisi, antioksidan aktiviteye
sahip ekstrakt ile karigtirilinca, antioksidan bilesik ortama bir hidrojen atomu vermek
suretiyle stabil, radikal olmayan DPPH formuna doniismektedir. Bu doniisiim
sirasinda es zamanh olarak yogun mor renk (DPPH’) kaybolmakta ve indirgeme
sonucu sar1 renk (DPPH) olusmaktadir (Cemeroglu, 2010). Bu reaksiyon kisaca Sekil

1.5’te 6zetlenmistir.

Bu yontemde en Onemli parametrelerden bir tanesi ECso (efficient
concentration/ etkin konsantrasyon) degeridir ve analiz sonuclar1 genel olarak ‘ECsq
degeri’ ile degerlendirilmektedir. ‘ECsy degeri’, ‘ortamda bulunan DPPH radikalinin
%50'sini inhibe eden antioksidan maddesinin konsantrasyonu’ olarak ifade
edilmektedir (Sanchez-Moreno, 2002). Bu deger ne kadar kiiciik olursa, antioksidan
aktivite o kadar yiiksek demektir. ECsy degeri ile antioksidan aktivite arasindaki bu
ters oranti, sonuclarin yorumlanmasim giiclestirmektedir. Bu nedenle, sonuglar ifade
edilirken genellikle, ECso degeri’nin tersi (1/ECso degeri) alinarak hesaplanan ‘AE
(antiradical efficiency/ antiradikal etkisi) degerinden’ yararlanilmaktadir.
Antioksidan aktivite diizeyi; % inhibisyon, (kalint1 konsantrasyon), ‘etkili
konsantrasyon’ seklinde ifade edilebilecegi gibi Troloks, BHT, askorbik asit gibi
yapay bir antioksidan esdegeri olarak da ifade edilebilmektedir (Cemeroglu, 2010).
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Sekil 1.4: DPPH radikali ile X anyonu reaksiyonu (Ionita, 2005).

Yontemde Onemli parametrelerden bir digeri de ‘reaksiyon siiresi’dir.
Reaksiyon siiresi antioksidan 6zellige sahip substrata baglidir. Dolasiyla sabit bir
reaksiyon siiresi olmadigi, her gida maddesi i¢in bu siirenin degisebilecegi
unutulmamal1 ve her ekstrakt i¢in bu siire titizlikle belirlenmelidir. Reaksiyon siiresi,
baslangic ami ile reaksiyonun tamamlandigi yani spektrofotometrede absorbans
degisiminin bittigi zaman araligidir. DPPH radikali tizerine, ilgili gida ekstrakti
eklendikten sonra spektrofotometrede absorbans degisimi izlenerek bu siire

belirlenebilmektedir (Cemeroglu, 2010).

DPPH yontemi, kolay, hizli, hassas, tekrarlanabilir ve UV-Vis
spektrofotometre diginda herhangi bir ekipman gerektirmeyen bir yontemdir. Ayrica,
analizde kullanilan radikal ¢6zeltisinin dnceden olusturulmasi gerekmemekte, radikal
ticari olarak hazir sekilde temin edilebilmektedir. Bu nedenlerle, DPPH yontemi
bir¢ok arastirma laboratuarinda, ¢esitli bilesiklerin ve gida orneklerinin antioksidan
kapasitesini belirlemek iizere yaygin olarak kullamlmaktadir. Bu avantajlarina
karsin, calisilan dalgaboyu (515-517 nm) bu yontemin en biiyiik dezavantajidir.
Ciinkii bu dalgaboyunda 6zellikle karotenoidler gibi bazi bilesenler analizi interfere

etmektedir. Dolayisiyla spektrofotometrede elde edilen deger, analizi interfere eden
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bu bilesenlerden kaynaklanabilmektedir. Bu tip ekstraktlarda DPPH yontemi ile elde
edilen sonugclarla diger bir antioksidan yontemi ile elde edilen sonuglar arasinda zayif
bir korelasyon olmaktadir (Prior ve ark., 2005; Sanchez-Moreno, 2002). Ionita
(2005), DPPH serbest kararli radikalinin aktif oksijen tiirleri icin iyi bir savar

olmadigin1 bildirmistir.

Bu yontemin uygulanmasinda, ¢esitli arastiricilar tarafindan farkli baslangi¢
radikal konsantrasyonlar1 ve farkli reaksiyon siireleri kullanilmaktadir. DPPH
yonteminin ilkesi, mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH radikalinin, test bilesigi ile
reaksiyonundan sonra indirgenmesi sonucu, renkte meydana gelen azalmanin
spektrofotometrede 515 nm dalgaboyunda 6lciilmesine dayanmaktadir (Cemeroglu,
2010). 1 mM DPPH radikal ¢ozeltisi hazirlanir. Ornegin, 100mL’lik bir ¢ozelti
hazirlamak i¢in 0.03943g DPPH tartilir, bir miktar metanol i¢cinde c¢oziindiiriilerek
kayipsiz sekilde 100 mL’lik bir 6l¢ii balonuna aktarilir ve metanol ile balon hacmine
tamamlanir. Boylece, 1| mM’lik 100 mL DPPH cozeltisi hazirlanmig olur. Bu ¢ozelti,
her giin taze olarak hazirlanmali ve giin icinde Ol¢iim yapilmadigr anlarda
aliminyum folyoya sarilt bir sekilde, karanlik bir ortamda ve +4°C’de muhafaza

edilmelidir (Cemeroglu, 2010).

DPPH; H donérleri ile olusan reaksiyon da ABTS™dan daha segicidir.
ABTS"den farkli olarak DPPH, B- halkalarinda sadece 1 OH grubu bulunduran
aromatik asitlerle ve hic OH grubu bulundurmayan flavonoidler ile reaksiyona

girmez ( Barut ve Kural, 2006).

DPPH + AH — DPPH-H + A’
DPPH" + R’ — DPPH-R
DPPH metodu genel olarak asagidaki prosediirii izler:

Metanol i¢indeki DPPH c¢ozeltisi drnek c¢ozeltisi ile karistirilir. Karigimin
reaksiyon ilerleyis absorbansi, 30 dakika boyunca 517 nm’de veya absorbans stabil

olana kadar izlenir. Reaksiyon sirasinda ¢ozelti rengi acilir (Prior ve ark., 2005).
Kalan DPPH yiizdesi;

90 DPPH ya1an= 100X[DPPH] ka1an/ [DPPH]= olarak hesaplanir.
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Yiizde DPPHyaian, antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir ve baslangig
DPPH konsantrasyonunu %50 oraninda diisiirmek icin gerekli konsantrasyonu ECsg
olarak tanimlanir. ECsp konsantrayonu ile kararli duruma ulagmak i¢in gerekli zaman

kinetik egriden hesaplanir (Prior ve ark., 2005).

DPPH testi dinamik ve statik sekilde yapilabilir. Dinamik sekilde, fenolik
iceren Ornek eklendiginde izlenen DPPH azalama hizinin 6lciilmesi esas alinmistir.
Statik sekilde ise Ornek analizi ile hapsedilen DPPH miktarinin belirlenmesi yer

almaktadir (Barut ve Kural, 2006).

DPPH metodunun avantaj ve dezavantajlar1 asagida ozetlenmistir (Prior ve

ark., 2005);

e Basit, tekrarlanabilir ve sadece UV spektrofotometreye gereksinim
duyar, bu sebeplerden dolayr antioksidan kapasitesi analizlerinde

yaygin sekilde kullanilmaktadir.

e 515 nm’de test bilesenlerinin spektrast DPPH’inkini asarsa

yorumlamasi karisiktir.

¢ Analizdeki reaksiyon DPPH hem oksidan hem de sustrat oldugundan

yarigmali reaksiyon degildir.

1.4. Galvinoksil Radikali

Dogal antioksidanlar1 belirlerken, toplam antioksidan giicii 6lgmek icin hizli
ve basit metot kullanmak ¢ok dnemlidir. Bu amagla simdiye kadar pek cok analiz
ortaya konmustur. Bu analizler, antioksidanlarin reaksiyona girdigi oksidatif tiirlerin
cesitlerine gore ii¢ kategoride siniflandirilabilir. Birinci kategoride antioksidanlar,
otoksidasyon reaksiyonunda araci tiirler olarak meydana gelen peroksiradikallerle
reaksiyona girer. Antioksidan aktivitesi organik cozelti veya miseller sistemdeki
otoksidasyona kars1 engelleyici etkisini 6lgme yoluyla goriintiilenir. ikinci kategoride
antioksidanlar metal belirteci indirgerler. Cogunlukla potasyum permanganat, demir
kloriir ve FCR kullamlir. Ugiincii kategoride antioksidanlar stabil radikallerle
reaksiyona girerler. Bu amacla DPPH, ABTS radikal katyonu ve DMPD radikal
katyonu kullanilir (Ochiai ve ark., 2003).
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Ochiai ve ark. (2003) yaptiklar1 calismada kararli radikal olarak galvinoksil
radikali kullanmiglardir. Elektron spin rezonans (ESR) spektroskopi analizi
galvinoksil savmaya dayali olarak antioksidan aktiviteyi belirleyebilir. Ancak bu
ESR, pahali bir cihaz1 ve basit olmayan deneysel prosediirii gerektirir. Yazarlar
galvinoksil radikali kullanilarak antioksidan aktiviteyi 6lcmek i¢in spektroskopik bir
metot gelistirilmistir. Flavonoidler gibi antioksidanlarin varlifinda dekolorize
olabilen galvinoksil radikali 432 nm’de stabil absorbans gostermistir. Deneysel
protokol ESR analizine kiyasla basit ve ucuzdur. Hidrofilik ve hidrofobik
antioksidanlar aym prosediir izlenerek analiz edilebilir. Hassasligi 1 uM’dan daha az
konsantrasyonlarda bile antioksidani belirleyebilecek kadar yeterince yiiksektir. Bu
analizde fenoller, hidroksisinamik asitler, kromanlar, flavonlar, flavononlar,
flavanoller, kumarinlar ve askorbik asit analiz edilmis ve hassaslik - yap1 bagintisi

tartisilmastir.

Galvinoksil oda sicakliginda ferromanyetik faz sergileyen stabil ve devamlh
bir radikal olmasindan dolayi en ¢ok iimit veren radikallerden biridir. Prensip olarak,
eslenmemis elektron iceren her atom veya molekiill radikal olarak ©Onceden
tamimlanmistir. Ancak yalnizca bazilar ¢evre kosullarda ve adsorpsiyon sirasinda

stabil ve devamli kararlidir (Niermann ve ark, 2006).

Organik radikallerin manyetik davraniglar1 hakkindaki ¢aligmalar 1957°de
galvinoksile (2,6-di-tert-butil-4-3,5-di-tert-butil-4-oksisiklohekza-2,5-dieniliden-
emetil-fenoksi) olan ilgi ile baslamistir. Molekiil ilk kez, kasifi “Coppinger-radical,”
diye adlandirdiktan sonra, agikca kendi ilk ismi olan Galvin ile diizenlenerek
giiniimiizdeki haliyle isimlendirilmistir. Galvinoksil kristali ile yapilan ¢aligmalar,
manyetik Ozelliklerinin sicakliga bagh olarak degistigini gostermistir (Niermann ve

ark., 2006). Sekil 1.6’da galvinoksilin kimyasal yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 1.5: Galvinoksilin kimyasal yapis1 (Niermann ve ark., 2006).
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Galvinoksil radikali iki p-benzokuinonemetid (DMBQM) pargalar1 olarak
diisiiniilebilir. ~ Galvinoksil radikali, ferromanyetiktir. Maddelerin manyetik
ozelliklerini belirleyen iki grup 6zellik vardir: bireysel molekiiler tiirlerin 6zellikleri
(elektronik yapi, kararlilik) ve kristal paketlemeye bagl spatial (uzamsal, uzaysal)
ihtiyaclar. Genis hacim kaplayan #-Bu (tersiyer biitil) gruplar1 galvinoksil radikalini,
molekiillerin rekombinasyonunu ve kovalent baglarin olusumunu engelleyerek stabil

halde tutarlar (Novak ve Kovac, 2005).

Shi ve Niki (1998) galvinoksil radikalini kullanarak gelistirdikleri bir teknik
ile yaptiklar1 stokiyometrik ve kinetik calismalarla Ginkgo biloba ile bazi
antioksidanlarin antioksidan aktivitesini karsilastirarak sunmustur. Stokiyometrik
calismalar bir molekiil tokoferoliin bir molekiil galvinoksil ile reaksiyona girdigini
gostermigstir. Bir molekiil galvinoksil, sirasiyla 4.0, 1.9 ve 3.1 molekiil kuarsetin,

kamferol ve propil gallat ile reaksiyona girmektedir.

Stokiyometrik ¢alismada, kararli bir fenoksi radikal olan galvinoksil etanolde
428 nm’de giiclii bir absorbsiyon pikine sahiptir. Bu hidrojen bagislayan serbest
radikal savarlar tarafindan indirgenebilir ve cesitli bilesiklerin antioksidatif
aktivitesini belirlemek i¢in kullanihr. Hidrojen bagislayan antioksidan ile

galvinoksilin reaksiyonu asagidaki esitlikteki gibidir:

G + XOH — GH + XO

Prensip olarak bir galvinoksil radikali bir aktif hidroksil grubu ile reaksiyona
girer. Boylece galvinoksil ile reaksiyona giren aktif fenolik hidrojenlerinin miktarini,
galvinoksil ~konsantrasyonunun hidrojen bagislayict serbest radikal savar
konsantrasyonundan daha ¢ok oldugu kosullarda reaksiyon ¢ozeltisinde galvinoksil

absorbansinin azalmasi ile belirleyebiliriz (Shi ve Niki, 1998).

Shi ve Niki (1998) denemelerinde kullanilacak galvinoksil konsantrasyonunu
en yiiksek 10 pM, saf bilesikler i¢in 0.1-2.0 uM olarak tayin etmislerdir. Reaksiyon
galvinoksil etanol ¢ozeltisinin hidrojen bagislayict bilesikle karigimu ile baglayip 20
dakika boyunca devam eder. Reaksiyon siiresi sonunda 428 nm’de elde edilen
absorbans diisiisti spektrofotometre ile elde edilir. Galvinoksilin etanol ¢dzeltisindeki

kinetik ¢aligmalar1 da 428 nm’de elde edilmistir (Shi ve Niki, 1998).
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Galvinoksil, antioksidanlarin reaksiyonlarini caligmak icin prob olarak
kullanilan kararli bir serbest radikaldir (Smith ve ark., 2000). Galvinoksil ile yapilan
testlerde, E vitamini ve askorbik asit ile kolay ve cabuk reaksiyona girmis ve
aragtirmacilar galvinoksil analizini yeni potansiyel antioksidanlari belirlerken
kiyaslamalarda kullanilmigtir (6rn: Shi ve Niki, 1998). Bu metot ile, test devam
ederken izole edilen bilesiklerin degradasyonu ile iligkilendirilen antioksidan aktivite

kaybinin 6l¢iimii alinabilir (Smith ve ark., 2000).

Organik radikaller organik reaksiyonlarda genellikle kararsiz gecis ortamlari
olarak bilinirler. Ancak, galvinoksil kristal radikalleri gibi baz1 organik radikaller ve
nitroksil, uygun atmosferde birka¢ aydan birkac yila kadar dayanabilecek kadar ¢cok
kararhidir (Kaneko ve ark., 2000).

Greene ve Adam (1963) galvinoksilin kararliligir iizerine caligmalarda
bulunmuslardir. Karanlik ortamda 10°M’lik galvinoksil ¢ozeltisinin, konsantrasyonu
indiiksiyon periyodu hizla diistiikten sonra optik yogunlugunda dakikalarca nerdeyse
higbir degisiklik gecirmedigini gozlemislerdir. Galvinoksil ¢o6zeltisi oksijenli
ortamda karistirildiginda, galvinoksil azalist orami (spektrofotometrik olarak
takibinde) oksijen alimi oram ile ¢cok yakin paralellik gdstermistir. Galvinoksil mol
basina oksijen tiiketimi 1.4 mol olmustur. Kosaki ve ark. (1969) yapuklari
calismada galvinoksil radikalinin termodinamik &zelliklerini incelemislerdir.
Galvinoksil radikalinin 1s1 kapasitesi ve fenol derivati1 dl¢iilmiis ve elde edilen sonug
anormal bir sekilde 1s1 kapasitesi, sadece manyetik hal degisimi 1s1sim karsilayan

81.5°K olarak bulunmustur.

Tsuchiya ve ark. (1985) 2.5mM galvinoksil ve 25mM askorbik asit igeren iki
metanol ¢ozeltisini oda sicakliginda karistirmis ve galvinoksil ani bir sekilde azalma
gostermistir. Diger yandan ise, sistein veya glutatyon ile karistirildiginda ise zamanla
kademeli olarak azalma gostermis ve ilk nokta iyi bir lineer hat vermistir. Sonugta,
galvinoksil radikali hidrojen atomu alarak indirgeyen ajanlar ile etkilesimde
olmustur. ESR cihaz1 kullanarak elde edilen degerlere gore galvinoksilin her
sistemde goreceli reaktivitenin askorbik asit>sistein>glutatyon seklinde azaldigini

gostermistir.

Bu yiiksek lisans tezinde, galvinoksil radikali bazli bir spektrofotometrik

antioksidan aktivite tayin yontemi modifiye edilmistir. Modifiye edilen ydntem
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tizerine etki eden solvent ve ortamdaki saf bilesen varligi gibi faktorler irdelenmistir.
Meyve sularinin antioksidan aktivitesi modifiye edilen yontem ile tespit edilmis ve
yaygin olarak kullanilan diger yontemler (ABTS, FRAP ve DPPH yontemleri) ile
toplam fenolik madde icerigi arasindaki korelasyon incelenmistir. Galvinoksil radikal

cozeltisinin muhafaza kosullarina bagh olarak stabilitesi belirlenmistir.
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2. MATERYAL- METOT

2. 1. Materyal

Analizlerde; Folin Ciocalteu reagent (Merck, Almanya), sodyum karbonat,
glasiyel asetik asit, HCl, FeCl;.6H,0, (Riedel-de Haen, Almanya), gallik asit,
TroloxTM, katesin, BHT, askorbik asit, galvinoksil, TPTZ, DPPH (Sigma-Aldrich,
Almanya), sodyum asetat (Kimetsan, Ankara Tiirkiye), kimyasallar1 kullanilmisgtir.

Coziicii olarak HPLC safliktaki etanol, metanol ve aseton kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan meyve sular1 ulusal subeleri olan bir marketten temin
edilmigtir. Meyve sularindan (%100 meyve suyu) cesit olarak nar, portakal, iiziim,

elma ve domates suyu secilmistir.

2. 2. Metot

2. 2. 1. Antioksidan bilesikler icin kalibrasyon egrisi olusturulmasi ve lineer

konsantrasyon arahigimin belirlenmesi

Galvinoksil radikalinin ¢alisma ¢6zeltisinin uygun konsantrasyon araliklar
belirlenmistir. GRAC yOntemi i¢in calisma cozeltisinde kullanilacak olan
konsantrasyonu belirlerken sirasiyla 4, 8 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarda (kiivet i¢i
son konsantrasyon) calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Calisma ¢ozeltisi, stok ¢ozelti
seyreltilerek hazirlanmis ve bu amacla stok ¢ozelti gradient etanol ile son absorbans
1.20£0.02 olacak sekilde seyreltilmistir. Calisma c¢ozeltileri ile uygun farklh Troloks
konsantrasyonlarinda kalibrasyon egrisi ¢izdirilmistir. Troloks kalibrasyon egrisi i¢in

spektrofotometre kiivetindeki son konsantrasyon 1.66 pM’dan diisiik olacak sekilde
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Troloks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Troloks kalibrasyon egrisinde en iyi sonucu veren
konsantrasyon galvinoksil ¢alisma ¢ozeltisinin konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
DPPH, FRAP ve ABTS yontemleri i¢in daha Onceden belirlenen ve kullanilan
Troloks konsantrasyonlarinda kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. GRAC ydnteminde ise
Bolim 2.2.5.1’de anlatildigr sekilde hazirlanan galvinoksil calisma cozeltisi
kullanmlarak farkli konsantrasyonlarda etanol igerisinde hazirlanan Troloks, gallik
asit, BHT, askorbik asit ve katesin gibi saf bilesikleri icin kalibrasyon egrileri elde
edilmigtir ve her bir saf bilesik icin kalibrasyon egrilerinin lineer bolgeleri
belirlenmistir. Lineer bolgeler tespit edildikten sonra calisma en az dort tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.

2. 2. 2. Sicaklik ve depolama siiresinin galvinoksil radikali stabilitesi iizerine

etkisi

Stabilite testine baslamadan Once analiz sirasinda calisma c¢ozeltisinin
absorbans kaybimi belirlemek i¢in 320-500 nm dalgaboyunda c¢ozeltinin farkli
konsantrasyonlardaki Troloks varliginda spektrum taramasi elde edilmistir.
Galvinoksil radikalinin stabilitesini belirlemek amaciyla stok ve ¢alisma ¢ozeltileri
farkli sicakliklarda ve siirelerde depolanmistir. Bunun i¢in ilk giin stok galvinoksil
cozeltisinden caligma cozeltisi hazirlanarak okuma yapilmistir. Calisma cozeltisi
+4°C ve -22°C’de amber siselerde 5 giin siireyle muhafaza edilmistir. Depolanan
calisma cozeltilerinin absorbans oOlglimleri spektrofotometrede 428 nm dalga
boyunda her giin aym saatte yapilmistir. Stabilite testi icin bu g¢aligma farkli
zamanlarda 3 kez tekrar edilmistir. Ik giin okunan absorbans 6lciimleri yiiz birim

kabul edilerek, goreceli absorbans diisiisleri hesaplanmistir.

2. 2. 3. Baz saf bilesiklerin galvinoksil radikali iizerine etkisi

Saf bilesiklerin galvinoksil radikali iizerine etkisini izlemek icin Troloks
standart kalibrasyon egrisi cizdirilmistir. Saf bilesiklerden; glisin %0.01, albiimin
90.003 ve 0.006, tirozin, arginin ve sistin %0.0005 ve 0.005, glukoz ve sakaroz %S5,
tire %0.0525 ve iirik asit %0.01’lik c¢ozeltileri hazirlanmistir. 3800 pL galvinoksil
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calisma ¢ozeltisi 200 uL 6rnek ilave edilerek spektrofotometrede 428 nm’de okuma

yapilmistir. Sonuglar standart sapma ile birlikte ifade edilmistir.

2. 2. 4. Galvinoksil radikali iizerine farklh solventlerin etkisi

Galvinoksil radikalinin farkli solventler ile calisildiginda sonuclarin
degiskenligini belirlemek amaciyla solvent olarak etanol, metanol, aseton ve su
kullanilmigtir. Ayr1 ayr1 10mM gallik asit ¢ozeltisi ile 10mM katesin cozeltisi
hazirlanmigtir ve bu iki ¢ozelti hacimce 1:1 oraminda karigtirilarak kullanilmistir.
Etanol, metanol, metanol-su (50:50 v/v), metanol-su (30:70 v/v), aseton-su (50:50
v/v) solventleri kullanilarak, Troloks kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Bu egriler
kullanilarak gallik asit-katesin karigiminin Troloks esdegeri cinsinden antioksidan

aktivitesi tayin edilmistir.

Ekstraksiyon solventi tiirliniin Troloks varliginda ve yoklugunda galvinoksil
radikali lizerine etkisinin arastirilmasi icin once galvinoksil caligma ¢ozeltisi 428 nm
dalga boyunda absorbans yaklasik 1.20+0.02 olacak sekilde hazirlanmistir. Daha
sonra ¢aligma ¢ozeltisinin icerisine belirli hacimde solvent ve/veya Troloks ¢ozeltisi
ilave edilerek (Tablo 2.1) 30 dakika boyunca 1 dakikalik periyotlarla spektrum

taramasi yapilmistir. Siire sonunda galvinoksilin yiizde kayb1 belirlenmistir.

Tablo 2.1: Solvent tiirii ve Troloks varliginin galvinoksil radikali iizerine etkisinin
belirlenmesi i¢in kullanilan deneysel tasarim.

Deney No  Solvent tiirli ~ Troloks varligi

1 Etanol -
2 Etanol Troloks
3 Metanol -
4 Metanol Troloks
5 Su Troloks
6 Aseton Troloks
7 Aseton -
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Her bir deneyde 3600 puL galvinoksil calisma ¢ozeltisi, 200 uL solvent ve 200
uL Troloks c¢ozeltisi (0.5uM) kullanilmistir. Troloks icermeyen denemelerde ise

etanol ilave edilmistir.

2. 2. 5. Antioksidan aktivite tayin yontemleri

2.2.5. 1. GRAC yontemi

Galvinoksil stok ¢ozeltisi etanol igerisinde konsantrasyonu 67mg/100mL
(1600 uM) olacak sekilde hazirlanmistir. Calisma c¢ozeltisi, stok ¢ozelti seyreltilerek
hazirlanmis ve bu amagcla stok ¢ozelti gradient etanol ile son absorbans 1.20+0.02
olacak sekilde seyreltilmistir. Kalibrasyon egrisi Troloks ile elde edilmistir. Troloks
kalibrasyon egrisi i¢in spektrofotometre kiivetindeki son konsantrasyon 1.66 uM’dan
diisiik olacak sekilde Troloks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Deneylerde 200 pL ornek veya
standart 3800 pL galvinoksil cahisma c¢ozeltisi ile karigtirilarak test tiiplerinde
karistirilmis ve reaksiyona karanlik bir ortamda 20 dakika devam edilmistir. Bu siire
sonunda renkli {iriiniin absorbansi spektrofotometrede (T80 UV/VIS Spectrometer,
PG Instruments Ltd., Ingiltere) 428 nm dalga boyunda okunmustur. Orneklere ait
absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisinin i¢ine diismesi icin drnekler gerektigince

kat seyreltilmistir.

2. 2. 5. 2. DPPH yontemi

DPPH stok c¢ozeltisi metanol igerisinde son konsantrasyonu 24mg/100mL
olacak sekilde hazirlanmig ve kullanim 6ncesinde -20°C’de depolanmistir. Caligma
cozeltisi, stok cozelti seyreltilerek hazirlanmis ve bu amacla stok ¢ozelti metanol ile
son absorbans 1.20+0.02 olacak sekilde seyreltilmistir. Kalibrasyon egrisi Troloks ile
elde edilmistir. Troloks kalibrasyon egrisi i¢cin spektrofotometre kiivetindeki son
konsantrasyon 50pM’dan diisiik olacak sekilde Troloks ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Deneylerde 150pL. ornek veya standart 2850ul. DPPH calisma c¢ozeltisi ile
karistirlarak test tiiplerinde karistirildi ve reaksiyona karanlik bir ortamda 60 dakika

devam edilmistir. Bu siire sonunda renkli iiriiniin absorbans1 515 nm dalga boyunda
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spektrofotometrede okunmustur. Orneklere ait absorbans degerlerinin kalibrasyon
egrisinin i¢ine diigmesi icin Ornekler gerektigince kat seyreltilmistir (Thaipong ve

ark. 2006).

2. 2.5. 3. FRAP yontemi

Asetat tamponu (300mM) hazirlamak i¢in 3.1g sodyum asetat.3H,O tartilarak
izerine 16mL glasiyal asetik asit ilave edilmistir. Karisim 1L 6l¢ii balonuna alind1 ve
hacim cizgisine kadar distile suyla tamamlanmistir. pH nin 3.6 olup olmadig1 kontrol
edildi ve cozelti 4°C sicaklikta buzdolabinda saklanmistir. Seyreltik HCI (40mM)
cozeltisi hazirlamak amaciyla 1.46mL derisik HCl (11M) alinip, 1L 6l¢ii balonuna
alind1 ve hacim ¢izgisine kadar distile suyla tamamlanmistir. Oda sicaklifinda
depolanmistir. TPTZ (10mM) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.031g TPTZ tartilir {izerine
10mL seyreltik HCl (40mM) konulur. Karisim 50°C’de su banyosunda c¢ozdiiriiliir.
Bu karisim deney giinii taze olarak hazirlanmigstir. Demir (III) kloriir ¢ozeltisi icin ise
(20mM), 0.054g FeCls.6H,O 10mL distile suda ¢ozdiiriildii. Bu karisim deney giinii
taze olarak hazirlanmistir. FRAP karisimi hazirlama amaciyla 25mL asetat tamponu
2.5mL TPTZ ve 2.5mL FeClsy ile karistirilmis ve kullanilmadan o6nce 37°C
sicakliktaki su banyosunda tutulmustur. Bu karisim deney giinii taze olarak
hazirlanmigtir. Troloks kalibrasyon egrisi i¢in spektrofotometre kiivetindeki son
konsantrasyon 50pM’dan diisiik olacak sekilde Troloks ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Deneylerde 150uL 6rnek veya standart 2850uL FRAP karisimiyla karistirilarak test
tiplerinde karigtirilmis ve reaksiyona karanlik bir ortamda 30 dakika devam
edilmigtir. Bu siire sonunda elde edilen renkli iriiniin (demir tripidriltriazin
kompleksi) absorbans1 593nm dalga boyunda okunmustur. Orneklere ait absorbans
degerlerinin kalibrasyon egrisinin i¢ine diismesi i¢cin Ornekler gerektigince kat

seyreltilmistir (Thaipong ve ark. 2006).

2.2.5.4. ABTS yontemi

Spesifik olarak, 7.4 mM’ ik ABTS amonyum suda ¢dziindiiriilmiis ve 2.6

mM’lik potasyum persiilfat ile hacmen 1:1 oramnda karistirilmistir. Karisim koyu
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mavi ¢ozelti olana kadar yaklagik 12-16 saat boyunca oda sicakliginda birakilmistir.
Bu ¢ozelti, absorbans 734 nm’de son absorbans 1.20 + 0.02 olacak sekilde metanol
ile seyreltilmistir. Kalibrasyon egrisi Troloks ile elde edilmistir. Deneylerde 150puL
ornek veya standart 2850uL ABTS karisimiyla karistirilarak test tiiplerinde
karistirild1 ve reaksiyona karanlik bir ortamda iki saat devam edilmistir. Sonuglar

TEAC olarak ifade edilmistir.

2. 2. 6. Toplam fenolik madde miktar:

Toplam fenolik madde tayininde Micro-adapted Folin Ciocalteu ydntemi
kullanilmigtir (Cemeroglu ve Ark., 2007). Folin Ciocalteu ajani, hacmen 1:10
oraninda distile su kullamlarak seyreltilmis ve analiz Oncesinde kahverengi cam
sisede depolanmistir. Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20) hazirlamak amaciyla 75g/L
olacak sekilde sodyum karbonat tartilmis ve 6lcii balonu distile suyla hacim ¢izgisine
tamamlanmigtir. Gallik asit kalibrasyon egrisi hazirlamak icin 500mg/L
konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmis ve lineer bolgede son konsantrasyon 5-
100mg/L olacak sekilde seyreltme yapilmistir. 2mL Ornek veya standart alinmis ve
izerine 10mL seyreltilmis FC ajani ilave edilmistir. Reaksiyon bagladiktan 1 dakika
sonra ve 8 dakika 6ncesinde 8mL %?20’lik sodyum karbonat ilave edilmis ve karigim
2 saat karanlik bir ortamda birakilmistir. Siire sonunda absorbanslar 760nm dalga
boyunda okunmustur. Degerlerin kalibrasyon egrisi icine diismesi icin Ornekler

geregince kat seyreltilmistir.

2. 2. 7. Ticari meyve sularimin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Analizlerde kullanilan %100 meyve sular1 berrak olmadigindan analiz
oncesinde 4°C’de 16000g’de 10 dakika santrifiijlenerek (Hettich Zentrifugen,
Universal 30RF, Almanya) berrak siipernatant (iist faz) kisim kullanilmigtir. Elde
edilen silipernatantlar seyreltme gerektiginde analiz yontemine uygun solventler
kullanilarak seyreltme iglemi yapilmistir. GRAC analizi bekleme siiresi sonunda bazi

meyve sularinda bulaniklik gbzlenmistir. Bulaniklik sonucu etkileyeceginden dolay1
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spektrofotometrede okuma yapmadan 6nce nar, portakal ve domates sular1 2200g’de

oda sicakliginda tekrar santrifiijleme yapilmistir.

2.3. istatistiksel Yontemler

Sonuglar Istatistiksel Analiz Sistemi yazilimmi kullanilarak analiz edilmistir
(SAS Institute, 1990). Degerler arasindaki onemli farkliliklar1 belirlemek icin (Tukey
coklu karsilastirma testi) kullanilmistir. Caligilan parametreler arasindaki Pearson

korelasyon katsayilarin1 (R) belirlemek i¢cin PROC CORR kullanilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Antioksidan Bilesikler icin Kalibrasyon Egrisi Olusturulmasi ve Lineer

Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi

Calismanin ilk asamasinda, kullanilacak galvinoksil radikal c¢ozeltisinin
uygun calisma konsantrasyonu belirlenmistir. Bu amacgla ¢alisilacak galvinoksil
radikal cozeltisinin konsantrasyonu literatiir bilgileri 1s18inda 4, 8 ve 10 uM
galvinoksil radikali secilmistir. Se¢ilen bu ii¢ galvinoksil radikal konsantrasyonunda
Troloks standart maddesi yardimu ile kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Bu egrileri
tanimlayan esitlikler ve bu esitliklerin regresyon katsayilart Sekil 3.1°de toplu halde
gosterilmistir. 4, 8 ve 10 uM galvinoksil radikali konsantrasyonlar1 ile elde edilen
egrilerin regresyon katsayilart (R*) sirasiyla 0.9716, 0.9773 ve 0.9998 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler 1s18inda, 10 pM  konsantrasyonundaki galvinoksil
radikal ¢ozeltisinin en uygun calisma ¢ozeltisi oldugu sonucuna vardmistir. 10 pM
konsantrasyonundaki Troloks igermeyen galvinoksil ¢ozeltisinin 428 nm’deki
absorbans degeri yaklasik 1.3 olarak belirlenmis ve ¢calismanin diger asamalarina bu

konsantrasyonla devam edilmistir.
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Sekil 3.1: Ug farkli galvinoksil radikali konsantrasyonlarinda cizilen Troloks kalibrasyon
egrileri (A: 4uM, B: 8uM, C 10uM).

Calisma c¢ozeltisinin uygun konsantrasyonu belirlenmesinden sonra, gallik
asit, askorbik asit ve katesin gibi saf bilesikler etanol icerisinde hazirlanmis ve bu
bilesikler i¢in kalibrasyon egrileri olusturulmasi agamasina gecilmistir. Ancak, bu saf
bilesiklerin her birinin Troloks standardinda oldugu gibi uygun lineer bdolgelerin
saptanmas1 gerekmistir. Bu amacla, bu bilesiklerden farkli konsantrasyonlar
galvinoksil calisma c¢ozeltisi ile reaksiyona sokularak, kalibrasyon egrilerinin bu

bilesiklere ait lineer bolgeleri tespit edilmistir.

Katesin icin lineer bolge belirlenirken ilk olarak 0- 100 uM konsantrasyon
araligindaki katesin cozeltileri galvinoksil radikal c¢ozeltisi ile reaksiyona sokulmus
ve 428 nm’deki absorbans degerlerindeki azalmalar grafige aktarilmistir. Sekil
3.2’den de anlasilacag: iizere saf katesin bilesigi icin lineer bolgenin 0-40 uM
konsantrasyonundaki indirgeme araligi oldugu saptanmistir. Katesin i¢in kalibrasyon

egrisi bu konsantrasyon aralig1 kullanilarak elde edilmistir.
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Sekil 3.2: Farkli konsantrasyonlarda katesin igin lineer bolgenin tespit edilmesinde
kullanilan kalibrasyon egrisi

Benzer sekilde diger saf bilesikler icin de lineer bolgeler belirlenmis ve bu
lineer bolgeler baz alinarak bu bilesiklere iliskin kalibrasyon egrileri elde edilmistir.
Kalibrasyon egrilerinin elde edildigi konsantrasyon araliklar1 Troloks icin 0-1.66 uM
(Sekil 3.3), katesin icin 0-40 uM (Sekil 3.4), gallik asit i¢in 0-25 uM (Sekil 3.5),
askorbik asit i¢cin 0-50 uM (Sekil 3.6) ve BHT icin 0-500 uM (Sekil 3.7) oldugu

saptanmistir.
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Sekil 3.3: Troloks kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.4: Katesin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.5: Gallik asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.6: Askorbik asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.7: BHT kalibrasyon egrisi

3. 2. Galvinoksil Radikal Cozeltisinin Stabilitesinin Belirlenmesi

Galvinoksil caligma c¢ozeltisinde belirlenen konsantrasyonlarda (Sekil 3.3)
Troloks radikali hazirlanmig ve analiz sirasinda calisma cozeltisinin zamana bagh
absorbans kaybim belirlemek i¢in 320-500 nm dalga boyunda c¢ozeltinin farkli
konsantrasyonlardaki Troloks varliginda spektrum taramasi elde edilmistir (Sekil 3.8
A-D). Calismaya 15 dakika devam edilmistir. Analiz reaksiyon siiresini belirlemede
kullanilmigtir. Zamana bagli olarak absorbans degerlerinde azalma sekillerde
goriilmektedir, ancak 428nm dalga boyunda absorbanslarin takip edilmesi halinde
Troloks konsantrasyonu arttikca, absorbans diisiisiiniin arttift daha net
goriilebilmektedir. E vitamininin suda c¢oziinen analogu olan Troloksun ortamda
fazla miktarda bulunmasi, galvinoksil radikalinin daha fazla hidrojen atomu alarak

renginin acilmasina neden olmaktadir.
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Sekil 3.8: Galvinoksil radikalinin farkli konsantrasyonlardaki zamana bagli Troloks
varligindaki spektrum taramalar1 (A: Bagslangig, B: 5. dakika, C: 10. dakika, D: 15. dakika)
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3.2.1. Reaksiyon siiresinin tespit edilmesi

Kalibrasyon egrisini elde etmede kullanilan farkli konsantrasyonlardaki
Troloks ¢ozeltisinin absorbans degerleri 428 nm dalga boyunda 20 dakika boyunca
her iki dakikada bir 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.9). Troloks ¢ozeltisinin absorbans degerleri
20 dakika sonunda plato seklinde olup reaksiyon siiresinin bittigine isaret etmektedir.

Bu nedenle, platoya ulagmak i¢in gerekli olan siire 20 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.9: Farkli konsantrasyonlardaki Troloksun galvinoksil radikaliyle reaksiyonu
strasinda karisimin zamana bagl absorbans kayb1

3.2.2. Depolama sicaklik ve siiresinin galvinoksil radikal c¢ozeltisi iizerine etkisi

Analiz siiresince kullanilacak olan galvinoksil radikali ¢alisma c¢ozeltisinin
stabilitesini belirlemek amaciyla hazirlanan ¢alisma ¢ozeltisinin farkli sicakliklarda
depolanarak bes giin siireyle her giin ayni zamanda absorbans degerleri elde
edilmistir. Ik giin okunan degerler 100 birim kabul edilerek bes giin boyunca elde
edilen absorbans kayiplarma gore Sekil 3.10°daki grafik elde edilmistir. Calisma
cozeltisinin +4°C’de depolanmasiyla, ilk ii¢ giin boyunca stabilitesinde %4 oraninda,
-22°C’de depolanmasiyla ise %2’lik bir azalma izlenmistir. -22°C’de muhafaza

edilen ¢calisma ¢ozeltisinin +4°C’ye gore daha stabil oldugu saptanmustir. Hazirlanan
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calisma cozeltileri ti¢ glinden fazla depolandigi takdirde absorbans degerlerinde
diisiisiin arttig1 gdzlenmistir. Analiz siiresince ilk giin hazirlanan ¢alisma ¢ozeltisinin

ilk ii¢ giin boyunca kullanilabilecegi uygun goriilmiistiir.

DPPH metodunda, hazirlanan 1 mM'lik DPPH ¢6zeltisi, her giin taze olarak
hazirlanmali ve giin i¢inde 6l¢iim yapilmadig anlarda aliiminyum folyoya sarili bir
sekilde, karanlik bir ortamda ve +4 C de muhafaza edilmelidir. ABTS metodu i¢in
hazirlanan 7mM'hik ABTS cozeltisi ise, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda en
az 12-16 saat bekletilerek ABTS" radikal cozeltisinin olusmasi saglanir. Bu sekilde
hazirlanan radikal c¢o6zeltisi 2-3 giin stabil kalmaktadir. Bu stok cozelti analiz
sirasinda absorbans yaklagik 1.1 olacak sekilde seyreltilerek, giinliikk kullanilir.
(Cemeroglu, 2010).

B +4°C 0-22°C

(2]
L

% Absorbans Kaybi g
£

1 2 3 4 5
Zaman (gin)

Sekil 3.10: Calisma ¢ozeltisinin zamana bagh goreceli kaybi

3. 3. Baz1 Saf Bilesiklerin Galvinoksil Radikali Uzerine Etkisi

Gida maddelerinin yapisinda karbonhidratlar, proteinler, pigmentler, organik
asitler gibi bircok bileseni es zamanhi olarak yapisinda bulundurdugu
unutulmamalidir. Bu nedenle bu bilesenlerin analizi interfere edip etmedigini

saptamak gerekmektedir. Bu amacla, glukoz, sakaroz, glisin, {ire ve albiimin gibi saf
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bilesiklerin galvinoksil radikali iizerine etkisi olup olmadigini belirlemek i¢in belirli
konsantrasyonlarda sulu c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlardaki
saf bilesiklerin Troloks esdegeri cinsinden antioksidan aktivitesi Troloks standart

kalibrasyon egrisi (Sekil 3.11) kullanilarak belirlenmistir.

0,9

087 y = 0,45245x + 0,02548, R? = 0,99438

A Absorbans A 42
o N o o o
w s [é,] [} ~
| | | | )
>

L
™

o

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
Troloks Konsantrasyonu

Sekil 3.11: Saf bilesikleri i¢in kullanilan Troloks kalibrasyon egrisi

Saf bilesiklerden glukoz ve sakaroz ¢ozeltisi %35, glisin %0.01, iire %0.0525,
albiimin %0.003 ve %0.006, tirozin, arginin ve sistinin %0.0005 ve %0.005, iirik asit
%0.01°lik konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Elde edilen Troloks kalibrasyon
egrisi lizerinde okuma yapilmis ve sonuclar standart sapmalari ile birlikte Tablo 3.1

elde edilmistir.

Albiimin, tirozin ve argininin diisiik konsantrasyonlar1 ile glukoz, sakaroz,
glisin ve iire ¢Ozeltilerinin her iki konsantrasyonuyla gerceklestirilen deneylerde
karigimlar1 absorbans degerleri Troloks kalibrasyon egrisi igerisinde yer almamistir.
Bu bilesikler icin bulunan degerlerin istatistiksel anlamda sifir olup olmadig ile ilgili
hipotez testi sonucunda ise, ortalama degerlerin sifirdan farkli olmadigr bulunmustur
(Tablo 3.1). Albiiminin %0.006, tirozin, arginin ve sistinin %0.005’lik
konsantrasyonlar1 ve iirik asit c¢ozeltileri az miktarda da olsa Troloks esdegeri
cinsinden galvinoksil radikali savma kapasitesine sahip olup, bulunan ortalamalar

istatistiksel anlamda sifirdan farkli oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.1: Baz1 saf bilesiklerin GRAC yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite

degerleri

GRAC
Bilesik
(UM Troloks Esdegeri)

Glukoz (%5) 0*
Sakaroz (%5) 0
Albiimin

%0.003 0

%0.006 0.1068 + 0.0392
Tirozin

%0.0005 0

%0.005 0.1232 +£ 0.0255
Arginin

%0.0005 0

9%0.005 0.1178 + 0.0563
Sistin

%0.0005 0.0723 £ 0.0190

%0.005 0.1206 + 0.0247
Glisin (%0.01) 0
Ure (%0.0525) 0
Urik asit (%0.01) 1.4727 £0.0114

* Istatistiksel analiz sonuglarina gore bu degerler sifirdan farkli bulunmamustir.

Perez-Jimenez ve Saura-Calixto (2006) glukoz, tirozin, arginin ve albumin

gibi saf bilesikleri, su ve asetonlu su (%50) olmak iizere iki ayr1 solventte

hazirlayarak hem bilesiklerin hem de hazirlandiklar1 solventin ORAC, ABTS, FRAP

ve DPPH yontemleriyle bulunan antioksidan aktivite degerleri lizerine etkisini

incelemistir. Yazarlar sonuclar arasinda acik bir farkliik gozlemistir. Sulu c¢ozeltiler

s0z konusu oldugunda, FRAP ve DPPH sonuglar1 arasinda benzerlikler goriiliirken,

sistein FRAP yonteminde, arginin ve sistein ise DPPH yonteminde pozitif sonug

vermistir. Calhisilan diger bilesiklerden glukoz, pektin, galakturonik asit, tirozin,

triptofan ve albiimin ise bu iki yOntemde herhangi bir antioksidan aktivite
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gostermemistir. ABTS yonteminde ise tiim amino asitler ve proteinler icin pozitif
sonu¢ gozlenmistir. Ad1 gecen bu calismada, amino asit ve protein igerigi yiiksek
olan gidalarda, bu gida bilesenlerinin calisilan antioksidan kapasite yontemleri ile
etkilesim halinde olabilecegi ve sonuclarin ciddi oranda etkilenebilecegi
bildirilmistir. Ozellikle tirozin ve triptofan, ¢ok diisiik konsantrasyonlarinda bile,
ORAC ve ABTS yontemlerinde yiiksek antioksidan aktivite degerleri gdstermistir.
Bu nedenle proteince zengin gidalarda ABTS ve ORAC yontemleri uygulanmadan
once belli aminoasitlerin konsantrasyonlarinin dikkate alinmasi gerektigini

bildirmislerdir.

Solvent olarak su yerine asetonlu su (%50) kullanildiginda sonuglar arasinda
pek bir fark gbézlenmemekle birlikte tirozin ve triptofanin varligt ORAC ve ABTS
yontemi sonuglar1 iizerine etkisi énemli bir oranda artmisti. FRAP ve DPPH
yonteminde ise herhangi bir etkinin olmadig1 goriilmiistiir (Perez-Jimenez ve Sauro-

Calixto, 2000).

Polifenoller ve saf bilesiklerle hazirlanan karigimlarin yalnizca bir kismi,
polifenol ¢ozeltisinin tek basina elde ettigi sonuglardan Onemli derecede farkli
sonuglar vermesine ragmen, bazilar1 -tirozin, triptofan ve albiimin- ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda test edildiginden sulu organik ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarinda
daha fazla miidahale olacagi (interfere) zannedilmektedir. Ornegin, bugday unu
%0.54 tirozin ve piring %0.21 triptofan icerirken, bu calismada tirozin ve triptofan

%0.0005 konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir (Perez-Jimenez ve Sauro-Calixto, 2006).

Gidalarin 1s1l islem siiresince olusan Maillard reaksiyonu iiriinlerinin toplam
antioksidan kapasitesi ORACpg yontemi kullanilarak belirlenebilir. Yilmaz ve
Toledo (2005), suda ¢oziinebilir glukoz-histidin karisimina 1s1l islem uygulanmasiyla
olusan Maillard reaksiyonu iiriinlerinin antioksidan aktivitesini ORACpg ile
belirleyen bir ¢calisma yapmislardir. Glukoz ve histidinden olusan model sisteme 1s1l
islem uygulanarak ORACpg yontemi ile ¢aligilmig, calismada Maillard reaksiyonu
iiriinlerinin, in vitro kosullarda antioksidatif aktivitenin indikatorii olarak, peroksil
radikal savma aktivitesine sahip oldugunu gostermislerdir (Yilmaz ve Toledo, 2005).
Bu c¢aligmada histidin tek basina peroksil radikal savma aktivitesi gostermis,
ORACpg degerleri ise 0.50 ile 0.63 umol Troloks/mg His arasinda bulunmustur.
Buna ragmen, ne 1sitma siiresi ne de sicaklik histidinin ORACpg degerlerini 6nemli

derecede etkilememistir (P>0.05). Glukoz da tek basmna degerlendirilmis ama
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ORACpg yonteminde antioksidan aktivitesi bulunmamistir (Yilmaz ve Toledo,
2005). ORAC yontemi florometrik bir yontem olup, radikal olarak AAPH
kullanilmaktadir. Sekerlerin serbest radikal savma kabiliyetleri kullanilan
antioksidan aktivite belirleme yontemi ile dogrudan iligkilidir. Bitki bilim {izerinde
yapilan ¢aligmalarda (Van den Ende ve Valluru, 2009) ayn1 molar konsantrasyondaki
sekerlerin serbest radikal savma kapasitelerinin, yapilarinda bulundurduklar1 toplam
hidroksil gruplariyla baglantili oldugunu ve sekiz OH grubu bulunduran sakarozun,
bes OH grubu igeren glukoz ve fruktozdan daha iyi radikal savma kapasitesine sahip
olabilecegini belirtmislerdir. Simdiye kadar, sakaroz antioksidan bir bilesik olarak
tanimlanmamistir. Bunun sebeplerinden biri de simdiye kadar yapilan ¢aligmalarin
tamamen Arabidopsis (bir bitki cesidi) iizerine odaklanmis olmasidir. Bu goriis
makalesinde, dzellikle yiiksek ¢oziiniirliiklii seker konsantrasyonuna sahip dokularda,
sukrozil oligosakkaritlerin (SOS) fenolik bilesiklerle sinerjist etkilesimin, redoks
sistemin bir parcast olabilecegini, reaktif oksijen tiirlerini (quenching)

sondiirebilecegini ve stres toleransini saglayabilecegi hipotezini 6ne siirmiislerdir.

Pazdzioch-Czochra ve Widenska (2002) hidrojen peroksit savma aktivitesini
spektroflorimetrik bir yontemle tayin etmeye ¢alismislar ve yontemi tayin ederken
Troloks ile ¢esitli fenolik bilesikler kullanmislardir. Troloksu 1 birim kabul ederek
BHA’nin antioksidan aktivitesini 1.82 mmol Troloks esdegeri/L olarak tespit
etmislerdir. Peinado ve ark. (2010) lizim sirasinda fenolikler iizerine yaptiklari
calismada sekerlerin polifenoller i¢in koruyucu fonksiyonu oldugunu ve bununla
ilgili daha ¢ok ¢aligma yapilmasi gerektigini bildirmislerdir. Morelli ve ark. (2003)
karbonhidratlarin antioksidan aktiviteleri iizerine calismiglar ve degisik metodlarla
(elektron paramanyetik resonans bulma ve DPPH gibi) 6l¢iim yapmislardir. Sonug
olarak calisilan disakkaritlerin monosakkaritlerden daha aktif ve hidroksi radikalden

daha az zarara ugradigin gormiislerdir.

Albiimin, tiol gruplar1 ile ana ekstracellular bir antioksidan molekiilii oldugu
bilinmektedir. Plazma proteinidir ve cesitli biyolojik fonksiyonlar1 vardir. Albiiminin
antioksidan mekanizmasi1 kesin olarak bilinmemekle birlikte. Tiim gozlemler,
albuminin HeLa hiicrelerine (HeLa hiicreleri diinya c¢apinda, kanser arastirmasi
yapan bir¢ok laboratuarda kiiltiirlerde kullanilan 6zel hiicrelerdir, hiicre kiiltiirleri
kendini yenileyebildigi i¢in kanser gibi tiirlii arastirmalarda yaygin olarak kullanilir)

kars1 koruyucu etkisinin, tiol gruplar1 azaldiginda etkisini yitirdigini gdstermistir. Bu
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antioksidan etkinin kullanilan sisteme ve hedef olarak calisilan serbest radikale bagl
oldugunu onaylar niteliktedir. Albiimin yapis1 degisimi, ya proteinde antioksidan
aminoasit pozisyonlarinin modifikasyonuna ya da disiilfit baglarinin formasyonu ile

antioksidan 6zelliklerinin degisimi ile sonuclanabilir (Faure ve ark., 2005).

Hiicresel model kullanilarak yapilan bir ¢aligmada albiiminin reaktif oksijen
tiirlerine kars1 antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kouo ve ark., 1999).
Stocker ve arkadaglar1 (1987) albiimine bagh bilirubinin peroksil radikallere karsi
davranigini incelemis ve 1 mol alb-bilirubinin 2 mol peroksil radikalini savabildigi ve
az miktarda bilirubin plazmasinin, albiimine bagli yag asitlerinin oksidasyonunu

engellemede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Roche ve arkadaglarimin (2008) yaptiklar1 derlemede, kan plazmasindaki
albiimin en verimli protein oldugu ve antioksidan aktivite g0Osterdigini
bildirmislerdir. Molekiil multiple baglama bolgeleri ve serbest radikal-hapsetme
ozellikleri sayesinde bu aktiviteyi gostermektedir. Islevi redoks durumundaki

degisiklikler, albiiminin yapis1 ve faydali antioksidan ozellikleri ile degisebilir.

L-tirozin ve L-DOPA’nin (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) antioksidan ve
antiradikal ozelliklerinin karsilagtirildigr bir ¢alismada (Giilgin, 2007) antioksidan
ozellikleri DPPH, ABTS gibi degisik yontemler kullanilarak arastirilmastir.
Calismanin sonuglarina gore L-tirozin ve L-DOPA antilipit peroksidasyonu,
indirgeme giicii, ABTS, DPPH ve siiperoksit anyon radikal siipiirme, hidrojen
peroksit siipiirme ve metal selatlama gibi degisik in vitro kosullarda etkili
antioksidanlar olarak bulunmustur (Giil¢in, 2007). Harisa ve arkadaglari (2009)
sarimsagin iltihabi bagirsak hastaligina karsi antioksidan etkisi ile ilgili yaptiklar1
calismada L-arginin ilavesinin sarimsagin antioksidan etkisini artirabilecegi

sonucuna varmislardir.

Glukoz, sakaroz, glisin ve iirenin antioksidan aktivite analiz sonuglarini
etkileyecek sonuclar1 olmadig goriilmiistiir. Alblimin, tirozin ve argininin diisiik
dozlarda herhangi bir etkisi olmazken yiiksek konsantrasyonlarda sonucu etkiledigi
goriilmiigtiir. Analiz edilecek gidanin icerigindeki yiizdelere gore sonuglar
hesaplanirken dikkate alinmalidir. Metabolizmadan antioksidan atimi ile ilgili
calismalar yapilirsa idrarda {rik asitin sonuglar1 etkiledigi g6z Oniinde

bulundurulmalidir.
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3. 4. Galvinoksil Radikali Uzerine Farkl Solventlerin Etkisi

Solvent etkisi antioksidan bilesiklerin kimyasal davraniglarinda onemli bir
parametredir. Degisik polaritelerdeki ekstraksiyon solventlerinin se¢ciminin, HAT ve
ET esash antioksidan reaksiyonlarinin performansina 6nemli derecede etkisi olabilir

(Perez-Jimenez ve Saura-Calixto, 2006).

Barclay ve arkadaslar1 (1999) antioksidan olarak katesollerin (bu nedenle
flavonoidlerin ¢ogu da) aktivitesini kontrol etmek icin ana faktoriin, (ilk) peroksil
radikalinin inaktivasyonundan sonra olusan aroksil radikalin intramolekiiler (molekiil

icinde meydana gelen) H-bag ile stabilizasyonu oldugunu ileri siirmiislerdir.

Solvent tipi ve polaritesi, antioksidan kapasite Ol¢timlerinde onemli rol
oynayan tekli elektron transferini (TET) ve hidrojen atomu transferini (HAT)
etkilemektedir (Perez-Jimenez ve Saura-Calixto, 2006). Bu sebeple calismanin bu
asamasinda Perez-Jimenez ve Saura-Calixto’dan (2006) yola ¢ikarak GRAC metodu

icin farkli solventlerle ¢alisilmistir.

Literatiirde DPPH ve FRAP gibi metotlarda, gida ekstraktlarinda antioksidan
kapasiteyi belirlemek icin, etanol (Yu ve ark., 2002), cesitli oranlarda etanol/su,
cesitli oranlarda aseton/su (Yilmaz ve Toledo, 2006) ve cesitli oranlarda metanol/su
(Y1lmaz ve Toledo, 2006) gibi farkli ekstraksiyon solventleri ile caligilmistir. Yilmaz
ve Toledo (2006) etanol, metanol ve asetonun cesitli oranlarda sulu karigimlari ile
izim c¢ekirdeklerinden fenolik bilesikleri ekstrakte edip, bu ekstraktlarin toplam
fenolik igerigini belirlemislerdir. Ekstraksiyon solventi olarak kullanilan bu
cozeltilerden sulu cozeltilerin saf halde olmalarindan daha iyi sonuclar elde
edildigini (etanol %50-70, metanol %50-60, aseton %75, optimum oranlar)

bildirmislerdir.

GRAC yoOntemi icin ekstraksiyon solventinin etkisini izlemek i¢in hazirlanan
orneklerin absorbans degerleri 30 dakika boyunca 428 nm dalga boyunda takip
edilmistir. Elde edilen grafikte (Sekil 3.12) ilk okunan deger 100 birim olarak kabul

edilip reaksiyon siirecince goreceli absorbans yiizde cinsinden ifade edilmistir.

52



90 7

857 | =#=Etanol blank
—&-200mL 0,5mM Troloks
=2 Metanol Blank

200mL Metanol+200mL 0,5mM Troloks
== Aseton Blank
—@—200mL Aseton+200mL 0,5mM Troloks
==+=200mL H20 +200mL 0,5mM Troloks

% Kayip

80 7

75 7

70 . . T T ! :
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)

Sekil 3.12: Farkli solventlerde 0.5 mM Troloks varliginda solvent etkisi

Sekil 3.12°de goriildiigii gibi ekstraksiyon solventi olarak aseton
kullanildiginda reaksiyon siiresi sonuna kadar analiz karisiminda zamana bagl
%5’lik ciddi bir azalma olarak sonucu etkiledigi, diger solventlerde ise en fazla

%?2’lik bir azalma oldugu goriilmiistiir.

Farkli solventlerin galvinoksil radikali iizerine etkisini gérmek icin literatiir
bilgileri 15181nda (Perez-Jimenez ve Saura-Calixto, 2006) ayr1 ayr1 10 mM gallik asit
cozeltisi ile 10 mM katesin ¢ozeltisi hazirlanip, bu iki ¢6zelti hacmen 1:1 oramnda
karistirilarak kullanilmistir. Solvent olarak etanol (Sekil 3.13), metanol (Sekil 3.14),
metanol-su (50:50 v/v) (Sekil 3.15), metanol-su (30:70 v/v) (Sekil 3.16), aseton-su
(50:50 v/v) (Sekil 3.17) kullanilarak, her biri icin ayr1 Troloks kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

Bu egriler kullanilarak gallik asit-katesin karistminin Troloks esdegeri
cinsinden antioksidan aktivitesi tayin edilmistir (Tablo 3.2). Reaksiyonun
gerceklestigi ortamin polaritesinin reaksiyonu etkiledigi goriilmiistiir. Kullanilan
solventin farkliligt GRAC yonteminde elde edilen sonuclari etkilemistir. Jimenez ve
Calixto’nun (2006) dort antioksidan kapasite yontemini (ORAC, ABTS, FRAP,
DPPH) kiyasladig1 ¢caligmada solventin analizi etkiledigini ancak bu etkinin hepsinde

aynm sekilde olmadigini bildirmislerdir. Bu calismada dort antioksidan aktivite tayin
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yonteminde metanol, metanol-su (50:50 ve 30:70), aseton-su (50:50) gibi farkl: alt1
sekilde ekstraksiyon solventi kullanarak sonucu etkileyip etkilemedigini
tartigmislardir. Solvent etkisinin en yiiksek oldugu yontem ORAC, en diisiik oldugu
yontemin ise DPPH oldugunu, ABTS yonteminde daha polar olan solventin daha iyi
sonu¢ elde ettigini bildirmislerdir. Antioksidan kapasiteyi kiyaslama yaparken
yontemin icerdigi c¢ozeltilerin hazirlandigi solventlerle ekstraksiyonun yapildigi
solventlerin ayn1 olmas1 gerektigini, bunun aksi takdirde sonuclarin ¢ok degisiklik
gostereceginden dolay1 direkt kiyaslamanin anlamsiz olacagi kanaatine varmislardir.
Sonu¢ olarak her antioksidan kapasite yontemi ig¢in, ekstraksiyonda kullanilan
solventle aymi kalibrasyon egrisine sahip olmasiyla baglantihdir, standart solvente

bagli olarak farkli davranabilir.

Bu bilgiler 1s1831nda GRAC yonteminde solvent etkisini belirlerken, kullanilan
solvent ile ekstraksiyonunki ayn1 kullanilmistir. Galvinoksil radikalinin solventten ne
kadar etkilendigi ve gallik asit-katesin karisiminin Troloks esdegeri cinsinden elde

edilen sonuclar1 degerlendirilmistir.

Tablo 3.2: GRAC yonteminde gallik asit-katesin karigtminin farkli solventlerde
Troloks esdegeri cinsinden sonuglari

GRAC
Solvent
(umol Troloks/g)

Etanol 1405.5+923*
Metanol 868.3+77.9°
Metanol — su (50:50) 779.1 £ 86.9°
Metanol — su (30:70) 686.4 +25.8¢
Aseton — su (50:50) 569.8 +51.3°

* Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel acidan onemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

GRAC yonteminde karisima ait Troloks esdegeri cinsinden en yiiksek deger
solvent olarak etanol kullanildiginda elde edilmistir. Gallik asit ve Kkatesin

karisgiminin Troloks esdegeri cinsinden en diisilk degeri ise aseton-su (50:50)

54



karigiminda tespit edilmistir (Tablo 3.2). Metanoliin saf veya su ile karistirilarak
kullanmildig1 durumlarda da aralarinda istatistiksel agcidan énemli derecede fark olup,
metanol oram azaldik¢a okunan deger de azalmistir. Bu farkliligin sebebi olarak

ortamin polaritesinin etkili oldugu sdylenebilir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Solventlerin polarite indeksi (Snyder skalas1)

Solvent Polarite indeksi
Etanol 52
Metanol 6.6
Metanol — su (50:50) 7.8
Metanol — su (30:70) 8.3
Aseton — su (50:50) 7.2

Solventin polaritesi arttikga hazirlanan karisimin antioksidan degeri
diismiistiir. Istisna aseton olmustur. Literatiirde aseton-su karisimi icin en iyi
ekstraksiyon cozeltisi oraninin %75’in en iyisi olmakla birlikte %50’den fazla olan

oranlarin uygun oldugu olarak bildirilmistir (Yi1lmaz ve Toledo, 2006).

Negi ve Jayaprakasha (2008) tarafindan, nar kabugunda yapilan ¢aligmada da
ekstraksiyon solventi olarak aseton, metanol, etanol ve su kullanilmis ve en yiiksek
antioksidan aktivite degerinin MeOH ile ekstraksiyon sonunda bulundugu bunu
asetonla elde edilen ekstraktlarin takip ettigi belirtilmistir. Yasoubi ve ark. (2007)
tarafindan nar kabugunda yiiriitiilen caligmada ise en yiiksek fenolik madde miktar1
ve antioksidan aktivite degeri aseton ile elde edilen ekstraktlarda saptanmistir. Bunu
strastyla, metanol, etanol, su ve etilasetatin takip ettigi belirtilmistir. Goriildiigii gibi,
farkli calismalarda en yiiksek fenolik madde ve antioksidan aktivitenin belirlendigi
ekstraksiyon solventleri farklilik géstermektedir. Bunun baslica nedeninin, kullanilan
narin  ¢esidine baglh olarak kabugun fenolik kompozisyonunun farklilik
gostermesinden kaynaklandigr diistiniilmektedir. Nar kabugunda bulunan fenolik
bilesenlerin polaritesi hangi solventin polaritesine daha yakinsa onda c¢oziinecek ve
dolayisiyla o ekstraktta daha fazla fenolik madde miktari tayin edilecek ve buna bagl

olarak da daha yiiksek antioksidan aktivite belirlenecektir (Tagi, 2010).
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Tablo 3.4: GRAC i¢in farkli solventler igerisinde hazirlanan Troloks kalibrasyon egrisi i¢in
egim, kesim noktasi ve R” degerleri

Solvent Denklem* R?

Etanol y=0.3620x + 0.0101 0.9849
Metanol y=0.4464x — 0.0004 0.9943
Metanol/Su (50:50)  y=0.3529x + 0.0336 0.9597
Metanol/Su (30:70)  y=0.3961x + 0.0113 0.9603
Aseton/Su (50:50) y=0.3832x + 0.0175 0.9623

* y absorbans, x konsantrasyonu ifade etmektedir.

Elde edilen grafiklere (Sekil 3.13-17) gore etanol ve metanol kullanilarak
hazirlanan galvinoksil radikali ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin, diger

solventlerle hazirlananlara gére daha lineer oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.13: Solvent olarak etanol kullamldiginda elde edilen Troloks kalibrasyon
egrisi
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Sekil 3.14: Solvent olarak metanol kullanildiginda elde edilen Troloks kalibrasyon
egrisi
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Sekil 3.15: Solvent olarak metanol-su (50:50 v/v) karisimi kullanildiginda elde
edilen Troloks kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.16: Solvent olarak metanol-su (30:70 v/v) karisimi kullanildiginda elde
edilen Troloks kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.17: Solvent olarak aseton-su (50:50 v/v) karisimi kullanildiginda elde edilen
Troloks kalibrasyon egrisi
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3. 5. Ticari Meyve Sularmin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Ayni ticari markanin nar, iziim, portakal, elma ve domates sular1 secilerek,
yaygin olarak kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinden FRAP, DPPH ve
ABTS yontemleri GRAC ile birlikte analiz edildi. Ticari meyve sularmin farkli

yontemlerle antioksidan aktivite degerleri Tablo 3.5’te goriilmektedir.

Galvinoksil radikali kullanilarak modifiye edilen yontem i¢in uygun ¢aligma
kosullar1 belirlendikten sonra meyve sularinda analizler yapilmistir ve analiz
sonuclar1 diger antioksidan aktivite tayin yontemleri ile kiyaslanmistir. GRAC
yonteminin sonuglarma gore tiim Orneklerin antioksidan aktivite degerleri
istatistiksel agidan Onemli bulunmus (P<0.05) ve en yiiksek deger nar suyunda
bulunmustur. Bu yontemle elde edilen meyve sularma ait antioksidan aktivite
degerleri kiiciikten biiylige dogru su sekilde siralanmaktadir:

elma>domates>iiziim>portakal>nar.

Tablo 3.5: Meyve sularinin dort farkli antioksidan aktivite tayin yontemi ile karsilagtiritlmasi

) GRAC* DPPH FRAP ABTS
Ornek

(umol Troloks Esdegeri/mL)
Nar 243,14 + 4,73 4154,16 + 105,68° 3632,86 +83,01°  4125,48 +127,02°
Uziim 56,60 + 1,05¢ 701,09 + 19,06° 717,42 +17,42° 996,98 + 72,89°
Portakal 194,12 + 4,43° 64,88 + 15,75° 186,34 + 6,06° 241,65 + 32,59°
Elma 1,49 +0,30° 15,21 £0,52¢ 20,75 + 1,007 40,96 + 1,39¢
Domates 13,04 +0,50° 59,26 + 1,88° 54,85 +1,55¢ 109,39 +5,08¢

*Aynt siitun icerisinde farkli harfler ortalamalarin istatistiksel acidan 6nemli oldugunu gostermektedir
(P<0.05).

DPPH, FRAP ve ABTS yontemlerinde nar ve iiziim suyunda Troloks
esdegeri cinsinden en yiiksek degerler elde edildi. Troloks esdegeri cinsinden
degerler kiyaslandiginda meyve sularina ait antioksidan aktivite degerleri kiigiikten

biiyiige dogru su sekilde siralanmaktadir:

elma>domates> portakal > liziim >nar.
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Tim sonuglar, umol Troloks esdegeri/mL cinsinden elde edilmistir.
Literatiirde yapilan diger calismalarda birimler farkli hesaplandigindan elde edilen

sonuclarla birebir kiyaslamak miimkiin degildir.

Literatiirden elde edilen bilgilere gore FRAP yontemi ile yapilan
calismalarda; portakal pulpunda yaklagik olarak 1.9 mmol/100 g (Guo ve ark., 2003),
elma suyunda 6774 umol TEAC/L (Schilling ve ark., 2007) ve 9.5 ile 13.8 g AA/kg
(Garcia ve ark., 2009) arasinda degisen sonuclar elde etmislerdir. Yedi farkh ticari
nar suyunda yapilan bir ¢calismada ise (Tezcan ve ark., 2009) 18 - 122 mmol/L Fe*?
arasinda degerler elde etmislerdir. Guo ve arkadaglar1 (2008) nar suyunun elma
suyundan daha iyi bir antioksidan oldugunu iddia eden ¢aligmalarinda nar suyunun
5.4 mmol/L, elma suyunun 3.1 mmol/L antioksidan aktivite degeri oldugunu tespit
etmisleridir. Domateste 1.2-3.7 mM FRAP/g taze agirhik (Ilahy ve ark., 2011)
arasinda degisen sonuglar elde etmisler. Wootton-Beard ve arkadaslar1 (2011) sebze
sularinda yaptiklar1 ¢alismada 2251 ile 2463 pumol/L arasinda FRAP degerler elde

etmigler.

DPPH yo6ntemi ile yapilan calismalarda; elma suyunda 11.1-15.9 g AA/kg
(Garcia ve ark., 2009), ve 10601 pmol TEAC/L (Schilling ve ark., 2007)
bulunmustur. Yapilan baska bir ¢alismada Iran'daki sekiz farkli nar suyu cesitlerinde
Mousavinejad ve ark., (2009) 18.6-42.8 mM Troloks esdegeri cinsinden antioksidan

aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

ABTS yontemi ile yapilan calismalarda, Cam ve arkadaglar1 (2009), sekiz
farkli gesit nar suyunda 221.2 ile 418.3 TEAC mg/100mL arasinda degisen sonuglar
elde ederken, Apaydin (2008), nar suyu konsantresi depolama siirecindeki
degisimleri inceledigi calisgmada 17.49 (mM Troloks/mL nar suyu) sonuglarim elde
etmislerdir. Schilling ve arkadaslar1 (2007), elma suyunda 8419 pmol TEAC/L

degerlerini elde etmigler.

Uziimlerde bulunan polifenoller baghca iki grup altinda toplanir. Flavonoidler
ve flavonoid olmayan bilesikler. Uziimde en yaygin olan flavonoidler; flavonoller
(kuarsetin, kampferol, mirisetin), flavan-3-ol’ler (katesin, epikatesin, tanenler) ve
antosiyaninlerdir. Flavonoid olmayan bilesikler ise hidroksisinamik asit ve gallik asit
tiirevleri ile trans-resveratrol’diir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2006). Sanchez-

Moreno (1999) iiziimlerde genellikle bulunan polifenoller: kafeik asit, ferulik asit,
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gallik asit, kuarsetin, rutin, tannik asit ve resveratrol. Golliicke (2009), ESI-MS ile
tizim suyundan elde edilen bilesenler; peonidin-3-O-glukozit, dimmer heksoz,

malvidin, kafeoiltartarik asit, peonidin.

Taze, olgun, kirmizi bir domatesin 20-30mg/100g askorbik asit (C Vitamini),
4-10mg/100g likopen icerdigi tespit edilmistir Domatesin dogal yapisinda
antioksidan bilesik olarak tokoferol, askorbik asit, likopen ve B-karoten gibi
maddeler bulunmaktadir (Maslarova, 2001). Domates, igerdigi yiliksek oranda
likopen ve fenolik maddeler nedeniyle dikkat cekmektedir (Demiray, 2009). Miiler
(2011) domates suyu likopen, portakal suyu karoten, bilesenlerin antioksidan

aktivitelerini karsilastirmais.

Portakal suyunda baslica organik asit (Kelebek ve ark., 2009) sitrik asit olarak
bulunmus, portakal ¢esitlerinde flavanon baslica flavonoidlerdendir. Portakal suyu ve
sarabinda, en cok narirutin, hesperidin, apigenin, sonra daha az miktarlarda naringin
neohesperidin ve didimin olmak iizere alt1 flavanon tespit edilmistir. Ferulik asit,

portakal suyunda en baskin hidroksisinnamik asitlerdendir.

Elma suyunda en ¢ok bulunan fenolik bilesikler, klorogenik asit, kafeik asit,
p-kumarik asit, ferulik asit, katesin, epikatesin, prosiyanidinler (B1, B2, trimer C1),

rutin ve floridzindir (Karaman ve ark., 2010).

3. 6. Toplam Fenolik Madde Miktari

Ayni ticari markanin nar, iziim, portakal, elma ve domates sular1 secilerek,
toplam fenolik madde icerikleri de analiz edildi. Ticari meyve sularinin toplam

fenolik madde igerikleri Tablo 3.6’da goriilmektedir.

61



Tablo 3.6: Farkli meyve sularinda toplam fenolik madde sonuglari

Toplam fenolik madde miktar:

Ornek (mg Gallik Asit Esdegeri/L.)
Nar 5663.22 + 159.185"
Uziim 194321 + 52.524°
Portakal 489.81 + 15.894¢
Elma 121.61 +0.998°
Domates 280.97 + 4.354¢

* Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel acidan Onemli
oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Meyve sularinda toplam fenolik madde igerikleri DPPH, FRAP ve ABTS
analizleri ile benzer sekilde sirasiyla nar > {izim > portakal >domates > elma

seklindedir.

Tezcan ve ark. (2009), yedi farkl ticari nar suyunda yaptiklar1 cahsmada 144
ile 10086 mg GAE/L arasinda degisen yedi farkli deger, yapilan bagka bir ¢calismada
ise Iran'daki sekiz farkli nar suyu cesidinde 2380 ile 9300 mg/L (Mousavinejad ve
ark., 2009) arasinda degisen toplam fenol icerigi tespit etmislerdir. Nar suyunun elma
suyundan daha iyi bir antioksidan oldugunu agiklayan calismada nar suyunun 112.3
(mg%) elma suyunun 22 (mg%) toplam fenol igerigine sahip oldugunu
bildirmislerdir (Guo ve ark., 2008). Nar suyu konsantresinde 1505 mg gallik asit/ L
(Apaydin, 2008), elma suyunda 5.5 ile 10.9 g gallik asit/kg (Garcia ve ark., 2009), ve
domateste 168 ile 215 (mg GAE/kg taze agirlik) (Ilahy ve ark. 2011) arasinda toplam

fenolik madde igerigi sonuglar1 elde edilmis.

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan tanimlanmig bulunan Folin-Ciocalteu
yontemine gore yapimistir. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda
Folin-Ciocalteu ayiracini indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir
redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin ayiraci ile muamele edildikten sonra
olusan mavi renk, spektrofotometrede 720nm dalga boyunda sahide kars1
okunmustur. Ornekte dlgiilen absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan

fenolik bilesik miktari, gallik asit ile hazirlanmis olan standart kurvenin
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denkleminden hesaplanmistir. Ornekteki toplam fenolik bilesik miktar1 ‘mg gallik
asit/ L’ cinsinden ifade edilmistir (Tagi, 2010).

Meyve sularinda dort farkli antioksidan aktivite ve toplam fenol igerigi
arasindaki Pearson korelasyon sonuglar1 Tablo 3.7’ deki gibidir. Korelasyon sonuclari
FRAP, DPPH, ABTS ve toplam fenol igerigi benzer cikarken, GRAC metodunun
bunlara kiyasla daha az benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bunun olasi sebebinin
GRAC metodunun hidrojen bagislama 0Ozelligi temeline baghh olmasi, diger
metotlarin ise elektron transferi esasli analizler olmasiyla alakali oldugu

diistiniilmektedir.

Tablo 3.7: Meyve suyu orneklerinde toplam fenolik madde igerigi, FRAP, DPPH, ABTS ve
GRAC degerleri arasindaki iliski (Pearson korelasyon katsayilari)

Toplam fenol FRAP DPPH ABTS GRAC
icerigi
000 0.991 0.986 0.995 0.703
Toplam fenol ' (<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
icerigi 25
25 24 25 25
0.999 0.999 0.724
1.000
FRAP ’s (<.0001) (<.0001) (<.0001)
24 25 25
0.996 0.751
1.000
DPPH 0 (<.0001) (<.0001)
24 24
0.716
1.000
ABTS (<.0001)
25
25
1.000
GRAC
25

63



4. SONUC

Bu calisma ile, galvinoksil radikali kullanilarak modifiye edilen metodun
calisma kosullar1 optimize edilmis ve antioksidan aktivite tayininde kullanilan
ABTS, DPPH ve FRAP gibi yontemlerle iliskisi irdelenmistir. Caligmanin ilk
asamasinda, kullanilacak galvinoksil radikal c¢Ozeltisinin  uygun ¢alisma
konsantrasyonu 10 uM olarak belirlenmistir. Calisgma c¢ozeltisinin uygun
konsantrasyonu belirlenmesinden sonra, gallik asit, askorbik asit ve katesin gibi saf
bilesikler etanol igerisinde hazirlanmis ve her birinin Troloks standardinda oldugu
gibi uygun lineer bolgeleri saptanarak bu bilesikler icin kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Lineer bolgeler Troloks i¢cin 0-1.66 puM, katesin i¢in 0-40 uM,
gallik asit i¢cin 0-25 uM, askorbik asit i¢in 0-50 uM ve BHT icin 0-500 pM olarak
saptanmistir. Analiz sirasinda ¢alisma ¢ozeltisinin zamana bagli absorbans kaybini
belirlemek i¢in 320-500 nm dalga boyunda cozeltinin farkli konsantrasyonlardaki
Troloks varliginda spektrum taramasi elde edilerek analiz reaksiyon siiresini 20
dakika olarak belirlenmistir. Galvinoksil radikali calisma cozeltisinin -22°C’de
depolanmasiyla +4°C’ye gore daha stabil oldugu ise saptanmistir. Analiz siiresince
ilk giin hazirlanan calisma ¢o6zeltisinin gerektigi sartlarda ilk {ic giin boyunca
kullanilabilecegi uygun goriilmiistiir. Glukoz, sakaroz, glisin, lire ve albiimin gibi saf
bilesiklerin galvinoksil radikali {izerine etkisi olup olmadigimi arastirildiginda,
albiimin, tirozin ve argininin diisitk konsantrasyonlar1 ile glukoz, sakaroz, glisin ve
tire cozeltilerinin ise her iki konsantrasyonuyla gerceklestirilen deneylerde
karigimlar1 absorbans degerleri Troloks kalibrasyon egrisi igerisinde yer almamistir.
Bu bilesikler icin bulunan degerlerin istatistiksel anlamda sifir olup olmadig ile ilgili
hipotez testi sonucunda ise, ortalama degerlerin sifirdan farkli olmadigi bulunmustur.

Albiiminin %0.006, tirozin, arginin ve sistinin %0.005’lik konsantrasyonlar1 ve iirik
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asit ¢ozeltileri az miktarda da olsa Troloks esdegeri cinsinden galvinoksil radikali
savma kapasitesine sahip olup, analiz edilecek materyalin bu bilesenleri ihtiva ettigi

oranin sonuglar agisindan dnemli oldugu goriilmiistiir.

Modifiye edilen metodun gerceklesecegi en uygun solventi belirlemek i¢in
etanol, metanol, aseton ve su ile calisilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrilerine gore
solvent olarak etanoliin daha uygun oldugu goriilmiistiir. Ekstraksiyon solventinin
metoda etkisi ise asetonun kayda deger bir sekilde etkiledigi etanol ve digerleri i¢in

ise makul oldugu goriilmiistiir.

Modifiye edilen galvinoksil radikali bazli metodu diger yaygin olarak
kullanilan metotlarla kiyaslamak amaciyla meyve sularinin antioksidan aktiviteleri
dort farkli yontemle belirlenmistir. FRAP, DPPH, ABTS ve toplam fenol icerigi
benzer cikarken, GRAC metodunun bunlara kiyasla daha az benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Ancak bunun olas1 sebebinin GRAC metodunun hidrojen bagislama
ozelligi temeline bagh olmasi, diger metotlarin ise elektron transferi esaslt analizler
olmasiyla alakali oldugu diisiiniilmektedir. GRAC metodunun avantajlar1 olarak;
kullanilacak ¢ozeltinin hazirlamsinin kolay, analiz siiresinin kisa olmasi, sonuclarin
anlagilir olmasi, tekrarlanabilirliginin kolay olmasi sayilabilir. Shi ve Niki’nin (1998)
kulland1g1 yontem, bilesiklerin molii basma bagislanan hidrojen molekiilii sayisini
O0lcmek {iizerine kuruludur. Bu tez calismasinda, sonuglar antioksidan aktivite
tayininde yaygin olarak kullanilan Troloks gibi saf bilesikler iizerinden verilmekte ve

sonuglarin anlagilabilmesi ile karsilagtirilabilmesini kolaylagtirmaktadir.
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