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ONSOZ
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MOR HAVUC, KONSANTRESI, SALGAM SUYU, NAR SUYU VE NAR
EKSIiSI URUNLERINDE ANTIOKSIDAN AKTIVITESI TAYINi VE
FENOLIK MADDE PROFILININ BELIRLENMESI

OZET

Meyve ve sebzeler besleyici olan ve besleyici olmayan kompleks karigimlardan
olusur. Igerdikleri yiiksek fenolik icerige bagli olarak meyve ve sebze tiiketimi ile
kanser ve cesitli kronik hastaliklarin olusumunun azaldigi goriilmiistiir. Fenolik
bilesiklerin ~ bu  yararli  etkileri  serbest radikalleri  yakalamalarindan
kaynaklanmaktadir. Son yillarda diyetle alinan antioksidan fenoliklere kars1 artan bir
ilgi goriilmektedir.

Bu calismada yiiksek fenolik icerikleri ile ilgili olarak, taze olarak sikilmis nar suyu,
ticari nar suyu, nar eksisi, mor havug, mor havug suyu konsantresi ve salgam suyu
gidalar ele alinmustir. {1k olarak fenolik madde icerikleri ve antioksidan aktiviteleri
cesitli metotlar ile tespit edildikten sonra fenolik madde profilleri HPLC metodu ile
belirlenmistir.

Calismada incelenen nar suyu bilinen en iyi dogal antioksidanlardan biridir.
Antioksidan 0Ozelligine olan ilginin artmasi ile son zamanlarda nar suyu oldukca
onem kazanmustir. Literatiirde mevcut ¢aligmalara bakildiginda nar suyunun fenolik
maddelerden olan hidrolize tanenler ve antosiyaninler acisindan olduk¢a zengin
oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada ise taze sikilmis nar suyu, ticari nar suyu
ornekleri, ticari nar eksisi 6rnegi antioksidan aktivite ve fenolik maddeler acisindan
birbirleri ile karsilastirilmistir.

Calismada incelenen mor havucun ise fenolik asitler ve antosiyaninler icerdigi
bilinmekle birlikte literatirde mor havug ile ilgili mevcut ¢alismalar oldukca
sinirhidir. Bu ¢aligmanin mor havucun ve salgam suyunun antioksidan aktivitesi ve
fenolik madde profili ile ilgili olan boslugu doldurmak adina faydali olacagi
diistinilmiistir.

Toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu metodu
kullanilmigtir. Ayrica flavonoid miktari, kolorimetrik flavonoid analizi ile ve
toplam antosiyanin miktar1 pH-diferansiyel metodu ile belirlenmistir. Antioksidan
aktivitesinin belirlenmesinde ise ¢esitli metodlardan yararlanilmistir. DPPH radikal
yakalama metodu, ABTS radikal katyonu yakalama metodu, Rediiktif potansiyel
metodu, Linoleik asit emiilsiyon sistemi metodu ve Metal selatlama aktivitesi
metodlar1 kullanilmistir. Orneklerin fenolik madde profilleri ise HPLC ydntemi ile
belirlenmistir.

Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 1,052-15,5 mg GA/g araliginda
bulunmustur. En yiiksek fenolik madde miktari, mor havu¢ suyu konsantresinde
goriiliirken en diisiik fenolik madde miktar1 salgam suyunda goriilmiistiir. Toplam
flavonoid madde miktar1 ise 0,05-1,5 mg EK/g araliginda bulunmustur. En yiiksek
flavonoid miktar1 mor havug¢ suyu konsantresinde goriiliirken, en diisiik miktar ise
nar eksisinde goriilmiistiir. Toplam antosiyanin madde miktar1 ise 0,022-7,5 mg



Ant/g araliginda bulunmustur. En yiiksek antosiyanin madde miktart mor havug
suyu konsantresinde goriiliirken en diisiik miktar nar eksisi 6rneginde goriilmiistiir.

Toplam fenolik, flavonoid ve antosiyanin miktarlar1 belirlenen 6rneklerin bir sonraki
asamada farkli metodlar uygulanarak antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 olduk¢a yiliksek olan mor havu¢ suyu konsantresinin
antioksidan aktivitesi de Olclilen tiim metodlarda oldukca yiiksek goézlenmistir.
Bunun yan1 sira fenolik madde miktar1 olduke¢a yiliksek olan taze sikilmis nar suyu
Oornegi de antioksidan aktivitesi Ol¢lim metodlarina gore oldukga iyi aktivite
gostermistir. Ayrica taze sikilmis nar suyu Orneginin ticari nar suyuna gore daha
yiiksek aktivite gosterdigi gézlenmistir. Bu durumun nedeni olarak ise ticari nar
suyuna uygulanan 1s1l islemler sonucu fenolik maddelerdeki kayiplar ve hammadde
farklilig1 6ne siirtilebilir.

Son agsamada ise drneklerin fenolik madde igerikleri HPLC metodu ile kalitatif ve
kantitatif olarak belirlenmistir. Klorojenik asit, mor havu¢ suyu konsantresinde ve
salgam suyunda baskin fenolik maddelerden birisi olarak gozlenirken, 3,4 dihidroksi
benzoik asit ise mor havu¢ ve mor havu¢ suyu konsantresinde baskin fenolik
maddelerden birisi olarak gdziikkmektedir. Taze sikilmig nar suyu, ticari nar suyu ve
nar eksisi 0rnekleri ise onemli miktarda (-)- gallokatesin, (+)- katesin ve kafeik asit
icermektedir.

xi



ANTIOXIDANT ACTIVITIES AND PHENOLIC SUBSTANCE PROFILE OF
PURPLE CARROT, ITS CONCENTRATE, SHALGAM BEVERAGE,
POMEGRANATE JUICE AND SOUR POMEGRANATE CONCENTRATE
PRODUCTS

SUMMARY

Fruits and vegetables provide a complex mixture of nutrients and nonnutrients.
Consumption of fruits and vegetables with the high phenolic content is associated
with a decreased of cancer and other chronic diseases. Phenolic compounds may
produce their beneficial effect by scavenging free radicals. In the past few years there
has been an increasing interest in determining relevant dieatry sources of antioxidant
phenolics.

In this study, freshly squeezed pomegranate juice, commercial pomegranate juice,
sour pomegranate concentrate, purple carrot, purple carrot juice concentrate and
shalgam beverage were dealt with their high phenolic content. Firstly, the phenolic
contents and antioxidant activity potential were determined by different methods.
Then, their phenolic substance profiles were determined by HPLC method.

Pomegranate juice is one of the best known natural antioxidant. By increasing
interest its antioxidant property it has been attached more importance. According to
studies in the literature, pomegranate juice is a rich source of hydrolyzable tannins
and anthocyanins. In this study, freshly squeezed pomegranate juice, commercial
pomegranate juice, commercial sour pomegranate concentrate were compared with
their phenolic substances and antioxidant activity.

Although, it is well known that purple carrot contains phenolic acids and
anthocyanins, there are limited studies on literature about purple carrot. It was
thought that, this study will be useful to reveal antioxidant activity potential and
phenolic profile of purple carrot and shalgam beverage.

For determination of total phenolic content Folin-Ciocalteu method is used.
Furthermore, total flavonoid amount was determined by colorimetric flavonoid
analysis and total anthocyanin amount was determined by pH-differantial method.
For antioxidant activities determinations different methods were used. For evaluating
antioxidant activities; DPPH radical scavenging activity assay, ABTS radical cation
decolorisation assay, Reductive potential, Antioxidant activity in linoleic acid
emulsion system and Metal chelating activity methods were performed. For
determining phenolic profiles of samples, HPLC method was used.

The phenolic contents of sample found between 1,052-15,5 mg GA/g. Highest
phenolic content observed in purple carrot juice concentrate and lowest phenolic
content observed in shalgam beverage. Total flavonoid content found between 0,05-
1.5 mg EC/g. Highest flavonoid content observed in purple carrot juice concentrate
and lowest flavonoid content observed in sour pomegranate concentrate. Total

Xii



anthocyanin content found between 0,022-7,5 mg Ant/g. Highest anthocyanin
content observed in purple carrot juice concentrate and lowest anthocyanin content
observed in sour pomegranate concentrate.

In the next step, antioxidant activities were evaluated with different methods. Purple
carrot juice concentrate which have the highest phenolic content, also found highest
antioxidant activity for the all methods used. Beside this, freshly squeezed
pomegranate juice which had the highest amount of phenolic substances showed
good antioxidant activity. Freshly squeezed pomegranate juice also, showed better
antioxidant activity than commercial pomegranate juice. This may be explained by
loss of phenolic subtances by heat treatment and differences between raw material.

In the last step, the phenolic contents of samples were determined by HPLC method.
Phenolic substances were defined quantitatively and qualitatively by HPLC.
Chlorogenic acid found as one of the dominant phenolic in purple carrot juice
concentrate and shalgam beverage. 3,4 dihydroxy benzoic acid found as one the
dominat phenolic in purple carrot and purple carrot juice concentrate. Freshly
squeezed pomegranate juice, commercial pomegranate juice and sour pomegranate
juice contain important amount of (-)- gallocatechin, (+)- catechin, caffeic acid.
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1.GIRiS

Meyve ve sebzeler hiicre oksidasyonuna karsi koruyucu etkisi olan ve gidalarda
oksidatif bozulmayi oOnleyen ya da geciktiren bilesikler olan antioksidanlarca
zengindir. Bu dogal maddeler serbest radikalleri toplayarak antioksidan o6zellik
gostermekte ve insan sagligi lizerine yararli etkilerde bulunmaktadir. Diyetsel bir
antioksidan reaktif oksijen ve nitrojen tilirlerinin etkisini gidererek radikal zincir
reaksiyonlarin1 durdurur yada reaktif oksidanlarm olusumunu engeller (Otles ve

Cagindi, 2005; Huang ve dig., 2005).

Antioksidan 6zellik tagimasi ile ilgili olarak en iyi bilinen maddelerden biri fenolik
maddelerdir (Madhavi, 1996). Klinik denemeler ve epidemiyolojik caligsmalar,
meyve ve sebze tiikketimi ile kardiovaskiiler hastaliklar, kanser, yaslanmaya baglh
rahatsizliklar gibi ¢esitli hastaliklarin goriilmesinde ters bir korelasyon oldugunu

gostermektedir (Huang ve dig., 2005).

Besinsel fonksiyonlar1 olmamasina ragmen, saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1
gidalardaki fenolik maddeler ilgi ¢ekmektedir. Meyve ve sebzelerdeki antioksidatif
etkiye sahip olan maddeler; polifenoller, flavonoidler, lif, linoleik asidin konjuge
izomerleri, gallat, epigallokatesin, soya proteini, isoflovononlar, A, B, C, E
vitaminleri, tokoferoller, Ca, Se, klorofil, siilfitler, katesik, iirik asit ve proteaz
inhibitorleridir. Fenolik bilesiklerin  antioksidan etkileri serbest radikalleri
baglamalari, metallerle selat olusturmalari, bazi enzimleri inaktive etmeleriyle

aciklanmaktadir (Otles ve Cagindi, 2005; Yang ve Tsao, 2003).

Ulkemizde olduk¢a &nemli iiretim kapasitesine sahip olan mor havug¢ ve nar gibi
bitkisel gidalar ve bunlardan elde edilen baz ticari liriinler fenolik madde igerigi ve

antioksidan aktivite acisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Orta Asya orijinli bir bitki olan mor havug, iilkemizde Cukurova yoresinde
kullanim1 yaygin olan salgam suyunun hammaddesidir. Bilimsel olarak da

kanitlanmis faydalarinin en 6nemli kaynagi mor havuca rengini veren fenolik



maddelerden  antosiyanin pigmentlerinin antioksidan o6zelliginden gelmektedir

(Kirca ve dig., 2005).

Nar ise Tiirkiye, Iran, Amerika, Ortadogu, Akdeniz ve Arap iilkelerinde yetisen
giiney dogu asya orijinli bir meyvedir. Yenilebilir kismi1 6nemli miktarlarda, asit,
seker, polisakkarit, vitamin ve polifenol icermektedir. Nar suyunun potansiyel
antioksidatif 6zellikte oldugu rapor edilmistir (Maskan, 2004). Florida’da yapilan
kardiyoloji konferansinda narda bol miktarda, C vitamini demir ve potasyum oldugu
ve 1 bardak nar suyunun antioksidan 6zelliginin 10 bardak yesil ¢ay ile ayn1 seviyede
oldugu rapor edilmistir. Ayrica nar suyunun antioksidan 6zelliginin narda bulunan
polifenol, tanen ve antosiyanin gibi fenolik maddelerden ve igerdigi C vitamininden
kaynaklandig1 belirtilmistir. Antioksidan miktarinin  kirmiz1 sarap, kizileik ve
portakal suyuna gore li¢ kat daha fazla oldugu ve bir bardak nar suyunun, iki kadeh
kirmizi sarap, 10 bardak yesil cay ve dort bardak kizilcik suyu ile ayni seviyede
oldugu belirtilmistir (Anon 1, 2006).

Bu ¢alismanin amact mor havug, mor havug suyu konsantresi, salgam suyu, nar
suyu ve nar eksisi gibi fenolik maddelerce zengin olan bu geleneksel gidalarimiz da

antioksidan aktivitesinin ve fenolik madde profilin belirlenmesidir.

Calisma temel olarak iki boliimden olugmaktadir ilk kisim toplam olarak fenolik
maddelerin miktar tayini ve farkli metotlar uygulanarak antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi ikinci kisim ise yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ydntemi
ile orneklerin icerdigi fenolik maddeleri tek tek tanimlamaya ¢alismak ve bunlari

kalitatif ve kantitatif olarak incelenmekten olusmaktadir.

Calisma; giris boliimiinii takiben, antioksidanlar, fenolik maddeler, kullanilan
hammadde ve analiz yontemlerini kapsayan literatiir bilgisi, kullanilan malzeme ve
yontemler, bulgular ve tartisma, sonuglar, kaynaklar listesi ve son olarak ekler

seklinde hazirlanmustir.



2. LITERATUR BILGISI

2.1. Antioksidanlar

Geleneksel tanim olarak antioksidan oksidasyona kars1 koyan, oksijen yada
peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlari engelleyen maddedir. Bu maddelerin ¢ogu
cesitli tUriinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Daha biyolojik olarak ise
antioksidan madde, havanin oksijeni ile bozulan {iriinlere ilave edilerek bu bozulmay1
engelleyen veya geciktiren sentetik veya dogal madde olarak tanimlanmaktadir. Gida
endistrisinde antioksidanlar genis bir alana sahiptir. Oksijen ve nitrojen gibi reaktif
tiirlerin  insanlardaki normal fizyolojik fonksiyonlar1 {iizerindeki ters etkilerini
olduk¢a onemli sekilde azaltan diyetsel antioksidanlardan, yaglarin bozunmasini
engelleyen maddeler igceren antioksidanlara kadar genis bir kullanima sahiptirler

(Huang ve dig., 2005).

Temel antioksidan kaynaklar1 dorde ayrilmistir (Prior ve dig., 2005).

1- Enzimler; Siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz

2- Biiyiik molekiiller; Albumin, Ferritin ve diger proteinler

3- Kiiciik molekiiller; Askorbik asit, urik asit, tokoferol, karetonoidler,
polifenoller (Epigallokatesin, epigallokatesingallat, epikatesin, katesin, kafeik
asit, klorojenik asit, gallik asit, ferulik asit, kumarik asit vb)

4- Bazi hormonlar; Ostrojen, melatonin vb

Antioksidanlarin Oykiisii serbest radikallerle baslamaktadir. Serbest radikaller ve
reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler “oksidan’’ veya

“prooksidan’’ olarak tanimlanmaktadir (Ozyurt, 2005).

Serbest radikaller ve oksidanlar ise s0yle tanimlanmaktadir; dig orbitallerinde bir ya
da daha fazla eslesmemis elektron bulunan, kisa Omiirlii, reaktif atom veya

molekiillerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir



elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya molekiile bir elektron

ilavesiyle olusurlar (Karafakoglu, 2004).

Radikaller elektrik yiikii olarak; pozitif, negatif ya da nodtr olabilirler. Bir serbest
radikaldeki eslenmemis elektron, herhangi bir kimyasal bag icinde bir bagka
elektronla spin paylasmadigindan, radikaller, ekstra elektronlar1 bagka atomlara
lokalize oluncaya yada elektron alincaya dek oldukga reaktiftir. Asir1 reaktif bu
maddeler diger atom ve molekiillerle elektron aligverisine girerek, onlarin kimyasal
yapilarmi degistirip kararsiz (reaktif) bir atom haline getirme egilimindedirler
(Karafakoglu, 2004). Oksijenden tiireyen bazi reaktif oksijen tiirleri ise O"
(Stiperoksit) radikali, H,O, (Hidrojen peroksit), HO  (Hidroksil) radikali, HOCI
(Hipokloréz asit), Singlet O, (0,™), R* (Alkil radikali), ROO" (Peroksil radikali),
RCOO' (Organik peroksit radikali), seklinde siralanabilmektedir (Huang ve dig.,
2005; 2005; Prior ve dig., 2005; Naczk ve Shahidi, 2004).

Hiicre i¢i ortamda olugan serbest radikaller, onemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etki
ederler. Proteinler ve DNA; hiicrede zarar goren 6nemli hedeflerden bazilar1 gibi
goziikmektedir. Biyolojik sistemlerde, serbest radikalin saldiracagi diger bir hedef de

hiicre membranindaki lipitlerdir (Naczk ve Shahidi, 2004).
2.1.1. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenlerdir.
Boylelikle, birincil radikalleri radikal olmayan kimyasal tiirlere g¢evirerek, okside
olmus antioksidan radikallere doniisiirler. Antioksidanlarin molekiil yapisi sadece
hidrojen atomu verme acgisindan degil, ayn1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli
hale getirip lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi agisindan da oldukca
uygundur (Madhavi, 1996). Antioksidan etki mekanizmasi basitce asagida
gosterildigi gibidir.

Baslama: ROO.+ AH — ROOH + A.

Gelisme: ROO.+ A. — ROOA

Sonlanma: A.+A. — A-A
Sistemdeki etkin mekanizma antioksidan yapisi, 6zellikleri ile ¢oziiniirliik partisyon
katsayist ve sistemde kullanilan ¢ézgen gibi etkenlerle belirlenir. Bag disosiyasyon
enerjisi (BDE) ve iyonizasyon potansiyeli (IP) mekanizmayr ve antioksidan

etkinligini belirleyen en 6nemli iki faktordiir (Prior ve dig., 2005).



Her bir oksidan ve antioksidan farkli kimyasal ve fiziksel karaktere sahiptir. Her bir
antioksidan reaksiyon sistemine bagli olarak ¢oklu mekanizmalar ile yada farkh
bir tekli mekanizma ile rol alir. Ayrica antioksidanlar, farkli radikal yada oksidan
kaynagma kars1 farkli karsilik verirler. Ornegin; Karotenoidler, fenoller ile
kiyaslandiginda peroksil radikallerine karsi iyi radikal yakalayicis1 degildirler. Ote
yandan singlet oksijene karsi fenolik ve diger antioksidanlar neredeyse etkisiz

kalirken karotenoidler iyi bir radikal giderici etkiye sahiptir (Prior ve dig., 2005).

Antioksidanlar iki tiptedir;
1- Birincil veya zincir kirict antioksidanlar

2- Ikincil veya dnleyici

Eser miktarlarda bulunan birincil antioksidanlar, peroksil radikalleri ile reaksiyona
girerek bunlarin doymamig lipit molekiilleri ile reaksiyona girmesini engeller ve
boylelikle daha kararl iiriinlere doniismesini saglar. Ikincil antioksidanlar ise ¢esitli
mekanizmalar ile zincir baglatici reaksiyonlari geciktirir. Lipit otooksidasyon oranini
azaltan ikincil antioksidanlarin etkisi metal iyonlarim1 baglama, oksijen yakalama,
UV absorblama ve singlet oksijeni inaktif hale getirme seklindedir. Etkili
olabilmeleri i¢in, genellikle metal iyonlari, indirgenme ajanlari, tokoferoller, veya
diger fenolikler gibi ikincil bir komponentin varligina ihtiya¢ duyarlar (Madhavi,
1996). Ikincil oksidanlar antioksidan sinerjistleridir. Bu antioksidanlarin sinerjistik
etkileri ortamda bulunan diger birincil antioksidanlara baglidir. Ortamda primer
antioksidanlar bulunmadigr durumda antioksidan aktiviteleri ¢ok diisiiktiir veya
antioksidan aktivite gdstermezler. Ornegin askorbik asit, ortamda fenolik maddelerin

bulunmasi ile sinerjistik etki gosterir (Hudson, 1990).

Antioksidan aktivitesi fiziksel faktorler, substrat faktorleri, gida maddesinin
fizikokimyasal durumu gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisklik gosterir. Fiziksel
faktorler; oksijen, sicaklik ve konsantrasyondur. Yiiksek oksijen basinci, oksijenle
temas ylizeyinin genigligi, 1sitma ve 1simnlama gibi durumlar zincir reaksiyonunun
baslama ve yayilma basamaklarini hizlandirdigindan antioksidan aktivite azalacaktir.
Farkli sicakliklarda ise antioksidan aktivitesi degisiklik gdosterir. Antioksidan
aktivitesi konsantrasyonun yiikselmesi ile artar. Oksidasyonun yeterli bir derecede
engellenebilmesi icin konsantrasyon belli bir kritik degerin {izerinde olmalidir

(Pokorny ve dig., 2001).



2.1.2. Antioksidan Tiirleri

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Cogu sentetik
antioksidan fenolik yapidadir. Antioksidan aktivitesi arasindaki farklilik kimyasal
yapi1 ile alakalidir. Ticari olarak mevcut olan ve giinlimiizde kullanilan sentetik
antioksidanlar butillendirilmis hidroksianisol (BHA), butillendirilmis hidroksitoluen
(BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) dir. Dogal
antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen yada
gidanin iglenmesi sirasinda agiga ¢ikan bilesenlerdir. En 6nemli dogal antioksidanlar,
tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler, polifenoller ve
selenyumdur. Son zamanlarda gida kimyas1 ve koruyucu tibbin bitki kaynakli dogal
antioksidanlara karsi ilgisi artmaktadir. Bunu nedeni sentetik antioksidanlarin (BHA,

BHT, gibi) kanserojen olduklarinin diistintilmesidir (Madhavi, 1996).
2.1.3. Antioksidan Aktivitesi Ol¢iim Yontemleri

Antioksidanlarla ilgili yayimlanan bilimsel makalelere bakildig1 zaman antioksidan
kapasitesini tarif etmek i¢in farkli arastirmacilar tarafindan bir ¢ok farkli terim
kullanildig1 goriiliir. Toplam antioksidan kapasitesini i¢eren bu terimler, etkinlik, gii¢
parametre, potansiyel ve aktivite gibi terimlerdir. Kimyasal aktivite spesifik
reaksiyon kosullarindaki basing, sicaklik, reaksiyon ortami gibi etkenlere baglidir.
Bu nedenle antioksidan aktivitesi o reaksiyon kosullarindaki ol¢timi yansitir.
Yukarida belirtilen diger terimler ise spesifik reaksiyondan daha bagimsizdir (Huang
ve dig., 2005). Antioksidan aktivitesi ise bir bilesenin oksidatif degredasyonu
(6rnegin; lipit peroksidasyonunu) 6nleme kabiliyeti olarak tanimlanir (Roginsky ve

Lissi, 2005).

Gilintimiizde antioksidan aktivitesi 6lgiimleri i¢in birgok farkli yontem mevcuttur. Bu
yontemler genellikle serbest radikalleri icermektedir. Reaktan olarak kullanilan
serbest radikalin 0zelligine bagli olarak farkli sonuglar elde edilebilmektedir

(Prakash, 2001).

Gida bilesimlerinin karmagik yapisindan dolay1 her bir antioksidan bileseni ayirmak

ve Ozel olarak bu bilesenle ¢alismak hem yeterince etkili degildir hem de oldukca



masrafli bir yontemdir. Tiim bu nedenlerden &tiirii, hizli ve uygun bir antioksidan

tayin yontemi bulma c¢aligmalar1 olduk¢a 6nem kazanmistir (Huang ve dig., 2005).

Antioksidan aktivitesi analizleri i¢in literatiirde mevcut calismalara bakildiginda
kullanilan radikal kaynagina, reaksiyon mekanizmasina vb ozelliklere gore cesitli

gruplandirmalar goriilmektedir.

Baslica antioksidan aktivitesi analizleri, kimyasal reaksiyon mekanizmasina gore

kabaca iki kategoriye ayrilabilir.

1-Hidrojen Atom Transferine Dayanan Metot (HAT): Antioksidan kapasitesi (AOK),
Serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile etkisiz hale gelmesinin
Olctlilmesi ile tayin edilir

2- Singlet Elektron Transferine Dayanan Metot (SET): Potansiyel antioksidanlarin
elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal iceren bilesiklerin

indirgenmesine dayanan metotdur (Prior ve dig., 2005).

2.1.3.1. ORAC: Oksijen Radikali Absorplama Aktivitesi (Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

Bu metot Cutler ve Cao tarafindan gelistirilmistir (Huang ve dig., 2005). ORAC
yonteminde oksidasyon sonucu olusan peroksil radikallerinin, antioksidan madde
tarafindan inhibe edilmesi Olgiiliir. Klasik radikal zincir kirma reaksiyonlarindan
olusur. Hidrojen atomu antioksidan madde tarafindan radikale transfer edilir. Bu
yontemde AOK soyle Olctliir: Peroksil radikalleri floresans bir madde (prob) ile
reaksiyon vererek floresans oOzellikte olmayan bir {iriin olusturur.  Floresans
spektrofotometre ile miktar tayini yaplir. Antioksidan kapasitesi zamanla bu olusan

iirtiniin oraninda ve miktarindaki azalma ile belirlenir (Prior ve dig., 2005).

ROO . + Prob — ROOH + okside olmus prob (floresans siddetini kaybetmis)

ROO .+ AH— ROOH + A.

ROO.+ A.— ROOA

ORAC yonteminde antioksidan kapasitesi blank ve 6rnek arasindaki floresans siddeti
farkindan (net alandan) yararlanarak hesaplanmaktadir. Sekil 2.1°de antioksidan

aktivitesinin nasil hesaplandigi gosterilmistir.
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Sekil 2.1: ORAC yontemi ile antioksidan aktivitenin hesaplanmasi

ORAC metodu gida ve fizyolojik sistemlerde peroksil radikalinin kontroliinii saglar.
Metot ¢ozgen ve radikal kaynagi degistirilerek hidrofilik ve hidrofobik sistemlere
uyarlanabilir. Ancak analiz siiresinin uzun olmasi (yaklasik 1saat) metot seciminde

siirlayict etkenlerden biridir (Prior ve dig., 2005).

2.1.3.2. TRAP: Toplam Radikal Kapam Antioksidan Parametresi (Total
Radical Trapping Antioxidant Parameter)

Bu metot antioksidan maddenin, AAPH veya ABAP bileseninden olusan peroksil
radikalleri ile prob madde arasindaki reaksiyona engel olmasina dayanir. Reaksiyon
gozlemlenerek bilesenin antioksidan kabiliyeti belirlenir. Oksijen kaynagi olarak
farkli metotlar kullanilabilir. R-phycoerythin floresans1 veya ABTS absorbansi
reaksiyon prob maddesi olarak kullanilir (Prior ve dig., 2005).

R-PE ve AAPH arasindaki reaksiyonun ilerlemesi florometrik olarak 495 ve 575 nm

de izlenir (Huango ve dig., 2005).

Antioksidan aktivitesi; zamanla antioksidanlarin tiikkenmesi yani okside olmus prob
maddenin goriilme siiresinin uzamasi veya reaksiyon ylizdesinin azalmasi ile
belirlenir. TRAP genellikle Troloksa tekabiil eden siire ile karsilastirilarak verilir.
TRAP metodu glutathione, askorbik asit, tokoferol, beta karoten gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar1 6l¢tiiglinden ¢ogunlukla serum ve plazmada in vivo olarak

antioksidan kapasitesini 6l¢gmek amaci ile kullanilir (Prior ve dig., 2005).



2.1.3.3. TOCS: Toplam Oksidan Yakalama Aktivitesi (Total Oxidant
Scavenging Capacity)

Bu metot hidroksil- peroksil ve peroksinitril radikallerine karsi antioksidan
reaksiyonunun absorbans Ol¢iimiine dayanir. Keto-&-methiobiitrik asit (KMBA)
substrat1 okside olarak etilen olusturur. Olusan etilen ise GC “head space” analizi ile
belirlenir. Antioksidan kapasitesi ise; antioksidan maddenin etilen olusumunu inhibe
etmesi ile Olgiiliir. Burada kontrol reaksiyonuna karsit goreceli olarak antioksidan

maddenin etilen olusumunu inhibe etmesine bakilir (Prior ve dig., 2005).

2.1.34. CL: Kemiluminesans (Chemiluminescence)

Bu metot radikal oksidanlarin isaretleyici bilesenlerle reaksiyon vererek uyarilmis
duruma gegmesi ve boylelikle kemiluminesans 15181 yaymasina dayanir. Baglatici
radikallerle reaksiyona giren herhangi bir molekiil 151k olusumunu engeller.
Antioksidan kapasite 151k emisyonunun zamanla azalmasina dayanilarak olgiiliir.
kemiluminesans ¢ok diisiik emisyon siddeti ile karakterize edilir. Isaretleyici olarak

ise en yaygin olarak kullanilan bilesik luminoldiir (Prior ve dig., 2005).

2.1.3.5. Krosin veya Beta Karoten Agartma Metodu (Crocin or B-karotene
Bleaching Methot)

Beta karoten renk kaybi, linoleik asitin 1s1 etkisi ile otooksidasyonu sonucu olusan
hidroperoksitlerin meydana getirdigi bir serbest radikal reaksiyonudur. Bu yontemde,
linoleik asit, p karoten ve antioksidan iceren bir sistem olusturulur. Is1 veya 1s1k
etkisi ile oksidasyon yada otooksidasyona ugrayan karotenoidlerin renginde agarma
gozlenir. Oksidasyon sonucunda peroksil radikali olusur. Bu sistemdeki P karotenin
oksidatif yikimi sonucu olusan renk kaybi kolorimetrik olarak 470 nm de Ol¢iiliir.
Karotenodilerdeki bu renk acilmasi antioksidan maddenin hidrojeninin, radikali

yakalamasi ile azalabilir yada onlenebilir (Prior ve dig., 2005; Hudson, 1990).

Cogunlukla hedef olarak p-karoten kullanilmasina karsin 470 nm de [B-karoten
dekolarizasyonu bir ¢ok asamadan gectiginden sonuglarin yorumlanmasi komplike
olabilir. Buna karsin Krosin dogruca reaksiyona girer ve sadece radikal oksidasyonu
ile dekolarize olur. Bu nedenle reaktant olarak B-karoten’e tercih edilebilir (Prior ve

dig., 2005).

Krosin’in = serbest radikal olusturucu AAPH tarafindan rengi agilir. Antioksidan

madde ise serbest radikal ile reaksiyona girerek bu renk degisimini engeller.



Reaksiyonun ilerleyisi UV-Vis spektrofotometre ile 443 nm de izlenir (Huang ve

dig., 2005).

Krosin-H (portakal rengi) + ROO . — Krosin(agarmis)+ROOH
Krosin-H (portakal rengi)+ROO . + AH— Krosin . + ROOH+A.

2.1.3.6. LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Oksidasyonu (Low Density
Lipoprotein Oksidasyonu)

Antioksidan 6l¢limii icin LDL nin ex vivo (canli disinda) oksidasyonunu 6lgmeye
dayanan, bu metot lionelik asit veya LDL otooksidasyonunu Cu(Il) veya azo bir
baslatic1 ile suni olarak azaltilmasini Olcer (Huang ve dig., 2005). Ayni zamanda
LDL oksidasyonu uygulamalar1 ile fizyolojik sistemlerdeki antioksidan kapasitesi
hakkinda deger bigilebilir. Bu metotda goriilen oksidatif reaksiyonlar canlida

goriilen oksidatif reaksiyonlarla iligkilidir (Prior ve dig., 2005).

Otooksidasyon 234 nm de UV absorbansi ile izlenir (Linoleik asit oksidasyonu ile
olusan konjuge dien peroksitler 234 nm de maksimum absorbansa sahiptir) (Huang

ve dig., 2005).

2.1.3.7. FRAP: Demir (IIT) indirgeyici Antioksidan Aktivite (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

Bu metotda Fe(IIl) tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksinin antioksidanlar varliginda
renkli Fe(Il) selatina indirgenmesinden yararlanmaktadir (Sekil 2.2) (Apak, 2005).
Reaksiyon bilesenleri 0-7 V redoks potansiyelde dedekte edilir. 0.7 V= ( Fe+3-TPTZ
redoks potansiyeli) (Prior ve dig., 2005).

— N =N N"‘“ .' M N
Fﬂ{_\l'l xFe.LIJ
\ ./J'Ct;\

C“ﬁ ;,Jj% J* el

Sekil 2.2: Fe(Ill)- TPTZ + indirgen antioksidan—> Fe(Il) — TPTZ (595 nm de

siddetli mavi renk)
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Reaksiyon siiresi kisadir (yaklasik olarak 4 dk) ancak bazi polifenoller daha yavas
reaksiyon verebilirler. FRAP sadece ferrik iyonlar1 indirgeyebilen maddeleri 6lger.

(Prior ve dig., 2005).

2.1.3.8. CUPRAC: Bakur(II) indirgeyici Antioksidan Aktivitesi

FRAP metodunda kullanilan demir yerine burada bakir metali kullanilir. Bu metot
antioksidan maddenin Cu(Il)’yi Cu (I)’e indirgemesine dayanir (Sekil 2.3) (Prior ve
dig., 2005).

Sekil 2.3: Cu(Il)’ nin antioksidan madde ile Cu (I)’ e indirgemesi

Bathocuprione ve Neocuproine Cu(l) ile 2:1 oraninda birleserek renkli bir
kompleks olusturur. Bathocuprione (2,9-dimetyl-4,7-diphenyl-1,10 phenanthroline)
ve Cu (I) ile 490 nm de gozlenen bir kromofor olusturur. Neocuproine (2,9-
dimethyl-1,10 phenanthrolin) de 450 nm de gozlenen bir kromofor absorbans
ol¢iiltir (Prior ve dig., 2005). Metodun en 6nemli avantajlarindan biri fizyolojik pH
lara yakin olan pH=7 ortaminda yiiriitilmesi dolayis1 ile fizyolojik kosullari

yansitma olasiliginin daha fazla olmasidir (Apak, 2005).

2.1.3.9. TEAC veya ABTS Metodu

TEAC analizi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan 1993 te rapor edilmistir.
Daha sonralari ise bu metot gelistirilmistir (Huang ve dig., 2005).

Bu metotta ABTS [2,2’-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] peroksil veya
diger oksidanlara okside olur ve ABTS'+ radikal katyonu olusur. Olusan ABTS
radikal katyonu olduk¢a siddetli bir renge sahiptir. Antioksidan kapasite, test
bileseninin ABTS+ radikal katyonu ile direkt olarak olarak reaksiyona girmesi ile
renk siddetindeki azalma olgiilerek belirlenir (Prior ve dig., 2005). 1 mM deneysel

Ornegin absorbansta yaptig1 degisim kadar degisim yapan Troloks konsantrasyonu
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TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite) degeri olarak tanimlanmaktadir
(Huang ve dig., 2005).

Sekil 2.4: ABTS’ nin kimyasal yapis1

ABTS+ radikal katyonundaki azalma denklem 2.1°de verilmistir (Wettasinghe ve
dig., 2002).

% ABTS+ azalmasi1 = [(AbSpaglangic-AbSson)/ AbSpaglangic] X 100 (2.1

ABTS '+ radikal katyonu 415, 645, 734, 815 nm de maksimum absorpsiyona
sahiptir. Bunlardan 415 ve 734 nm bir ¢ok arastirmaci tarafindan ABTS + radikal
katyonu ve antioksidan arasindaki reaksiyonu spektrofotometrik olarak gézlemlemek
icin se¢ilmistir (Prior ve dig., 2005). TEAC yontemi kullanilmasi basit ve kolay ve
hizli oldugundan bir ¢ok labaratuarda AOK tayininde siklikla tercih edilen bir
yontemdir (Huang ve dig., 2005).

2.1.3.10. DPPH Metodu

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal yakalama yonteminde, kararli ve
sentetik bir radikal olan DPPH kullanilir ve antioksidanin bu serbest radikali

yakalama yetenegi ol¢iilerek antioksidan aktivite tanimlanir (Pokorny ve dig., 2001)

e
MNO3 I
@' -
[a ¥ N—
&,
NO;

Sekil 2.5: DPPH radikalinin kimyasal yapist

Antioksidan-DPPH radikali reaksiyon mekanizmasi asagida oldugu gibidir.

DPPH * + Antioksidan-H — DPPH-H + A
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DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir. Antioksidandan bir proton alarak renksiz a,a-
difenil-B-pikrilhidrazil molekiiline doniisiir. Antioksidan madde tarafindan
indirgenmesi sonucu rengi agilir. En yaygin olarak kullanilan dekolarizasyon test
metodu 515-517 nm de DPPH’in antioksidan madde ile reaksiyonunun absorbansinin

Ol¢iilmesidir (Pokorny ve dig., 2001; Huang ve dig., 2005).

DPPH analizinde genellikle belirli miktarda DPPH c¢ozeltisi ve 6rnek c¢ozeltisi
karistirildiktan 30 dk yada absorbans sabit oluncaya kadar gecen siire sonra 515 nm
de absorbans okunur. Indirgenme reaksiyonu boyunca ¢dzeltinin rengi solmaya

devam eder (Huang ve dig., 2005).
Kalan DPPH’in hesaplanmasi1 denklem 2.2°de verilmistir.

%DPPH kalan=100 X [DPPH']/ [DPPH ] t, (2.2)

Kalan DPPH’ antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir ve baslangic DPPH’
konsantrasyonunun yartya indigi durumdaki antioksidan konsantrasyonu ECso olarak
verilir DPPH metodu basit ve hizli oldugundan antioksidan aktivitesi belirlemede

siklikla kullanilir (Prior ve dig., 2005).

2.1.3.11. indirgeme Potansiyeli Metodu

Serbest radikalleri yakalama aktivitesi esasina dayanan diger yontemlerden biri olan
indirgeme potansiyeli metodunda yiiksek absorbans, yiiksek indirgeme potansiyelini
gosterir. Bu metotda antioksidan maddenin  indirgeme giiciine bagli olarak
antioksidan aktivite belirlenir. Potasyum ferrisiyanid [K;Fe(CN)s] maddesindeki
Fe(Ill) iyonlarmin  antioksidan reaksiyon sistemi icersinde Fe(II) iyonlarina
indirgenmesi 700 nm de Ol¢iilerek antioksidan aktivite belirlenir. Yiiksek absorbans
degeri yiliksek indirgeme potansiyelini gosterir. Sonuglar askorbik asit esdegeri

olarak verilir (Mathew ve Abraham, 2006 ).
2.1.3.12. Linoleik Asit Emiilsiyonu veya Demir-Tiyosiyanat Metodu

Oksijenin alkil radikallerle reaksiyonu sonucu olusan peroksil radikalinin olduk¢a iyi
bir oksidasyon ajani oldugu bilinmektedir. Bu radikal diisiik rediiksiyon potansiyeli
sayesinde hidrojeni diger molekiillerden ¢eker ve reaksiyon genellikle lipit
peroksidasyonunun ilerleme safthasinda goriiliir. Hiicre membranlart ise lipit

peroksidasyonunun direkt hedefidir. Linoleik asit emiilsiyonuna karsi antioksidan
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ozelligi gosteren maddeler lipit peroksidasyonunu belirli oranlarda inhibe

edebilmektedirler (Siddhuraju ve Becker, 20006).

Bu metot ile linoleik asitin antioksidan madde varliginda ve antioksidan madde
olmadig1 durumda okside olma derecesi belirlenerek antioksidan aktivitesi 6lgiiliir.
Linoleik asit ve antioksidan madde igeren bir sistem olusturulur ve antioksidan
maddenin lipit peroksidasyonunu inhibe etme derecesi (LPI) antioksidan

aktivitesinin bir gdostergesi olarak kabul edilir.

Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ylizdesi denklem 2.3’de verilmistir (Mathew ve

Abraham, 2000).
%LPI= 100 -[ AbSsmek / AbSkontrol) X 100] (2.3)
2.1.3.13. Metal Selatlama Aktivitesi

Yasamamiz i¢in temel elementlerden biri olan demir, ayn1 zamanda lipit, protein ve
diger bilesenlerle istenmeyen oksidatif reaksiyonlara neden olabilmektedir. Ayrica
demir fenton reaksiyonlar1 sonucunda serbest radikal olusturma kabiliyetindedir. Bu
nedenle Fenton reaksiyonlariondaki Fe™ konsantrasyonunun azalmast ile oksidatif
hasara kars1 koruyucu etki goriilmektedir (Rival ve dig., 2001). Gegis metalleri
icerisinde Fe™ iyonlarmin yiiksek reaktivitesinden dolay: lipit oksidasyonuna yol

acan en Oonemli pro-oksidan oldugu bilinmektedir (Giilgin, 2005).
Fenton reaksiyonu: F e+ H,0, — Fe” + HO " + HO

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirler ve boylece fenton reaksiyonlari sonucu olusan hidroksil ve
peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bu nedenle metal selatlama 6zelligi

antioksidan aktiviteyi belirlemede 6nemli rol oynamaktadir (Arora ve dig., 1998).

Bir bagka deyisle, metal selatlama aktivitesi, ortamda bulunan Fe** iyonlarinin
inhibisyonuna dayanir. Aktivite kendini selat ajanlarinin demir iyonlarini selatlamasi
sonucu kirmizi renkteki azalmayla gosterir. Metal selatlama aktivitesi lipit
peroksidasyonundaki katalize olmus gecis metallerini indirgedigi i¢in Onem
tagimaktadir. Selatlama ajanlar1 redoks potansiyelini indirgeyerek metal iyonlarinin

oksidasyonunu stabilize edebilirler. Bu nedenle selatlama ajanlar1 ikincil
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antioksidanlardir. Yiizde selatlama aktivitesi denklem 2.4’de verilmistir (Mathew ve

Abraham, 2006).
% Selatlama Aktivitesi= [1- AbSgmek / AbSkontror] X100 2.4)

2.1.3.14. Folin Ciocalteu (FC) Metodu: Toplam Fenol Metodu

Gidalarin igeriginde bulunan toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi,
antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan
onemlidir. FC metodu dogal iirlinlerde toplam fenolik madde o6l¢iimii igin
kullanilmaktadir. Ancak aym1 zamanda temel mekanizma oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlaria dayandigi i¢in diger bir AOK metotlarindan biri olarak kullanilabilir.
Genellikle toplam fenol icerigi ve antioksidan aktivitesi arasinda oldukga iyi bir

lineer korelasyon goriiliir (Huang ve dig., 2005; Prior ve dig., 2005).

FC reaktant1 ile fenolik maddelerin okside olmasi sonucu 745-765 nm de

gozlenebilen renkli bir iiriin olusur (Prior ve dig., 2005).

Fenolik olmayan maddeler tarafindan da indirgenebilen FC reaktanti sadece
fenoliklere kars1 spesifik degildir. Fenolik bilesenler FCR ile bazi sartlar altinda
reaksiyon verirler sodyum karbonat ile pH yaklasik 10’ a ayarlanir. Fenolik
protonlarin disosiyasyonu ile fenolat anyonu olusur ve buda FCR yi indirgeyebilme
Ozelligine sahiptir. Fenolat anyonu ve FCR reaksiyonundan olusan mavi renkli

bilesen fenolik maddenin yapisindan bagimsizdir (Huang ve dig., 2005).

Bu metot basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metotdur. Ancak reaksiyon asidik pH
ta yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en 6nemli dezavantaji, ortamda
bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik
bir metot olarak kabul edilmemektedir. Ayrica metodun diger bir dezavantaji da
analiz sirasinda ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime

ugramasidir (Huang ve dig., 2005).

Fenol referans standarti1 olarak gallik asit kullanilir. Fakat baz1 kaynaklarda farkli

standartlara da rastlanmistir (Prior ve dig., 2005).

Burada bahsedilen yontemlerden farkli olarak hidrojen peroksit yakalama, hidroksil
radikali yakalama, siiper oksit anyon yakalama gibi yontemlerde mevcuttur (Prior ve

dig., 2005).
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Standart bir analizin eksikliginden dolay1, farkli aragtirma gruplar tarafindan rapor

edilen sonuglar1 karsilastirmak zordur. En 6nemli problem gidalardaki ve biyolojik

orneklerdeki antioksidan aktiviteyi giivenilir sekilde Olcen analiz metotlarinin

validasyon eksikligidir (Huang ve dig., 2005; Prior ve dig., 2005).

Antioksidan aktivitesi 6l¢iim metodlarin1 standartlastirmak anlamli karsilastirmalar

yapabilmek acisindan oldukca onemlidir.

Standartlastirilmis bir metot;

1-

Tablo 2.1: Literatiirde mevcut bazi antioksidan kapasitesi
cesitli

Potansiyel uygulamalardaki kimyasal olaylar1 6nlemelidir.

Biyolojik olarak alakali bir radikal kaynag1 icermelidir.

Basit olmalidir.

Metot belirli bir son nokta ve kimyasal mekanizmaya sahip olmalidir.
Enstriimanlar kolaylikla temin edilebilmelidir.

Tekrarlanabilirlik iyi olmalidir.

farkli  radikal

Metot kaynagi kullanilarak lipofilik ve hidrofilik

antioksidanlara uyarlanabilmelidir (Prior ve dig., 2005).

Olglim yOntemlerinin
ozelliklerine gore smiflandirilmasi (Huang ve dig., 2005; Roginsky ve Lissi,

2005; Prior ve dig., 2005).

Yontem Radikal Biyolojik Reaksiyon Olciim prensibi Gerekli cihaz
kaynagi ilgisi mekanizmasi
ORAC Peroksil Direkt HAT Peroksil radikalleri Floresans
(ROO") floresans bir madde ile spektrofotometre
reaksiyona girerek floresans
olmayan bir madde olusturur.
Antioksidan maddenin peroksil LC-MS
radikalini inhibe etmesi sonucu
bu maddedeki azalma miktar1
floresans siddetine bakilarak
olgiiliir
TRAP Peroksil Direkt HAT Peroksil radikalinin antioksidan | Floresans
(ROO) madde tarafindan inhibe spektrofotometre
edilmesi optik olarak
yada floresans siddetine
bakilarak dl¢iiliir
TOCS Hidroksil, | Direkt HAT KMBA substrati radikal madde | GC Head space
peroksil, ile etilen olustur. Antioksidan
peroksinit madde radikal ile reaksiyona
ril girerek etilen olusumunda
degisiklige yol acar. Etilen
inhibasyonu &l¢iiliir
CL Peroksil Direkt HAT Radikal maddenin isaretleyici CL dedektor
(ROO") bilesenlerle verdigi CL
emisyon siddetinin antioksidan
madde tarafindan azaltilmasi
Olgiilir

16




PCL

Stiper
oksit (0,7)

Direkt

Belirtilmemis

Siiperoksit radikali
fotokimyasal olarak olusturulur
ve CL ile kombine edildikten
sonra antioksidan madde
tarafindan CL emisyon
siddetinin azaltilmasi ol¢iiliir

Photo
sensitizer CL
dedektor

Beta karoten
veya Krosin
agartma

Peroksil
(ROO)

Direkt

HAT

Radikal madde ile  karoten
reaksiyonu sonucunda renk
acilmasi gozlenir. Antioksidan
madde radikal ile reaksiyona
girerek bu renk agilmasini
engeller ve 470 nm de B
karoten veya 443 nm de krosin
absorbsiyonundaki degisim
Oleiiliir

UV-Vis
spektrofotometre

LDL
oksidasyonu

Peroksil
(ROO)

Direkt

HAT

Lipit peroksidasyonu sonucu
olusan konjuge dien yada
peroksitler 234 nm de dl¢iiliir

UV-Vis
spektofotometre

FRAP

Dolayli

SET

0.7 V redoks potansiyelde
Ferrik TPTZ nin indirgenmesi
ile reaksiyon bilesenleri 6l¢iiliir
Ingirgenme sonucu olusan
renkli {iriin spektrofotometrik
olarak olgiiliir.Polifenoller 593
nm de Ol¢iiliir

UV-Vis
spektrofotometre

CUPRAC

Dolayli

SET

Cu (II) nin antioksidan madde
ile indirgenmesi sonucu olusan
Cu(D)in bathocuproine veya
neocuproine ile olusturdugu
kromoforun absorbsiyonu
Olgiilir.

Bathocuproine-Cu kompleksi
490 nm de Neocuproine-Cu
kompleksi 450 nm de Slgiiliir

UV-Vis
spektrofotometre

TEAC veya
ABTS

ABTS+

Dolayli

SET&HAT

Antioksidan madde ile
reaksiyonu sonucu ABTS+
radikalinin renk siddetinin
azalmasi 415,645, 734, 815 nm
lerin birinde Olgiliir.

UV-Vis
spektrofotometre

DPPH

DPPH’

Dolayl

SET&HAT

Antioksidan maddenin DPPH
radikalini indirgemesi ile
DPPH renk siddetindeki
azalma 515-517 nm de olgiliir.

ESR yada
UV-Vis
Spektofotometre

H,0, yakalama

H202

Direkt

Belirtilmemis

Antioksidan madde tarafindan
hidrojen peroksit (H,O,)
oksidasyonunun engellenmesi
olgiliir

UV-Vis
spektrofotometre

HO'yakalama

HO

Direkt

Belirtilmemis

H,0, nin fenton reaksiyonlari
sonucunda olusturdugu
hidroksil (HO")radikalilin
antioksidan madde tarafindan
yakalanmasi 6lgiiliir

UV-Vis
spektrofotometre

0O, yakalama

0,

Direkt

Belirtilmemis

Siiperoksit (O,™) radikalinin
enzimatik antioksidanlar
tarafindan yakalanmasi dl¢iiliir

UV-Vis
spektrofotometre
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2.2. Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler bitkinin normal gelisimi sirasinda sentez edilen ikincil
metabolitlerdir. Fenolik maddeler; genellikle bir veya birden fazla hidroksil grup
iceren bir aromatik halkaya sahip, farkli yap1 ve fonksiyonlardaki metabolitlerdir
(Naczk ve Shahidi, 2004; Robards ve dig., 1999). Gidalarda bulunan fenolik
bilesikler en siklikla meyvelerde gdziikmekle birlikte meyvenin ¢esidine bagli olarak
farkliliklar s6z konusudur. Ayrica ayni meyve tiiriinde; biiylime mevsimi, cins,
cevresel ve iklimsel kosullar, bitki hastaliklari, toprak cesidi, cografik bolge,
olgunluk gibi etkenler fenolik bilesik icerigini etkilemektedir (Sellapan ve dig.,
2002).

Gidalarda bulunan fenolik maddeler; renk, acilik, burukluk, tat, koku ve iiriiniin
oksidatif stabilitesine etki edebilmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004). Besinsel
fonksiyonu olmamasina ragmen gidalardaki fenoliklerin saglik tiizerine olumlu
etkileri vardir. Flavonoidler ve diger bitki polifenolleri yiiksek redoks potansiyelleri
ile Onemli antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri serbest
radikalleri baglamalari, metallerle selat olusturmalari, bazi enzimleri inaktive

etmeleriyle aciklanmaktadir (Yang ve Tsao, 2003).

Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu flavonoidlerdir.
Flavonoidlerin disinda bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri (benzoik ve
sinnamik asitler), kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve

ligninleri icermektedir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Fenolik maddeler, bitkilerde homojen olarak dagilmamaktadir. Suda ¢oziinmeyen
fenolikler hiicre duvarinin bileseni iken, suda ¢oziinenler bitki hiicresinin i¢inde yer
alirlar. Bitkisel dokuda bitkinin dis tabakasi i¢ tabakadan daha fazla fenolik madde
icermektedir. Lignin ve hidroksi sinnamik asitler gibi hiicre duvarinda bulunanlar,
cesitli hiicresel bilesenlerle baglantilidir. Bu maddeler; hiicre duvarinin mekanik

giiciine katkida bulunur ve bitki gelisiminde diizenleyici rol oynarlar (Naczk ve

Shahidi, 2004).
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Tablo 2.2: Bazi meyve ve sebzelerin baslica fenolik madde igerikleri

Meyve Fenolik madde Kaynak

Turunggiller | Sinamik asit, kumarin, hesperidin, naringin, (Ortuno ve dig., 1997; Naidu
neohesperitin, eriositrin ve dig., 2000)

Elma Kafeik asit, p-kumarik asit, kuersetin, (Naidu ve dig., 2000; Salces
klorojenik asit, dihidrokalkonlar, floretin, ve dig., 2001; Uzelac ve dig.,
epikatesin 2005; Karadeniz, 1994)

Armut p-kumarik asit, kuersetin, l6koantosiyanidin, (Schieber, ve dig., 2001;
proantosiyanidin, klorojenik asit, epikatesin Tanndven, 1997)

Bogiirtlen Elajik asit, gallik asit, kafeik asit, ferulik asit, (Sellappan ve dig., 2002)
p-kumarik asit, siyanidin-3-glikozit

Uziim Mirisetin, kuersetin, kaempferol, isohamretinin | (Lee ve dig., 2004; Naidu ve
siyanidin, delphinidin, petunudin, malvidin, dig., 2000; Espada ve dig;
rutin 2004).

Cilek Elajik asit, Siyanidin-3-glikozit, pelargonidin- | (Seram ve dig., 2004;
3-glikozit, hidroksisinnamik asit, Hakinken ve Torronen, 2000)
hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, kuersetin,
kaempferol

Kiraz Neoklorojenik asit, hidroksisinnamik asit, (Gongalves ve dig., 2004)
hidroksibenzoik asit, p- kumarilkuinik asit,
klorojenik asit

Erik hidroksisinnamik asit, neoklorojenik asit, (Kim ve dig., 2003)
klorojenik asit, rutinozit glikozitleri

Nar Elajik asit, delphinidin, pelargonidin, (Amakura ve dig.,2000;
siyanidin, hidrolize taninler, punicalagin, (Noda ve dig., 2002; Gil ve
katesin, epikatesin, gallokatesin dig.,2000; de Pascual-Teresa

ve dig., 2000)

Havug Hidroksisinnamik asit tiirevleri, P- (Babic ve dig., 1993;
hidroksibenzoik asit, sirinjik asit, kafeik asit, Alasalvar et al., 2001)
isoklorojenik asit, klorojenik asit,

Domates Kuersetin (Dewanto ve dig., 2002;

Stewart ve dig., 2004)

2.2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler; sinamik ve benozik asitler olmak iizere iki gruptan olugmaktadir.

Fenol karbon asitleri ile de anilan fenolik asitlerden sinamik asitlerin yapist C6-C3

iskeletine dayanmaktadir. Meyvelerde en fazla goriilen sinamik asitler, kafeik asit,

kumarik asit ve ferulik asittir. Sinamik asitler meyvelerde esterlesmis halde de

bulunabilmektedir. Kafeik asitin kuinik asit ile yaptig1 ester olan klorojenik asit en

yaygin goriilen sinamik asit tiirevidir (Belitz ve dig 2002; Naczk ve Shahidi, 2004).

Benzoik asitler ise C6-C1 iskeletine dayali bilesiklerdir. Meyvelerde benzoik asit

tiirevleri genellikle ester halinde bulunur. En 6nemli benzoik asit tiirevleri, salisilik

asit (2-hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit),
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protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit), vanilik asit (3-metoksi-4-
hidroksibenzoik asit), gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit) dir. Sekil 2.6’da
benzoik asit ve sinnamik asit iskelet yapisi gosteren fenolik maddelerin temel

kimyasal yapis1 gosterilmistir (Belitz ve dig; Naczk ve Shaidi, 2004).

O OH o OH
R, =
R R
5 3 RZ Ra
Rs R,
Benzoik asit Sinnamik asit

Sekil 2.6: Fenolik asitlerin temel kimyasal yapist

Lifli materyaller zengin bir flavon ve fenolik asit kaynagidir. kumarik asit ve ferulik
asit gibi baz1 yaygin fenolikler diisiik antioksidan aktivitesi gostermelerine ragmen
kafeik asit ve klorojenik asit gibi molekiillerinde daha fazla fenolik hidroksil
tastyan maddelerde antioksidan aktivitesi daha ytiksektir. Gallik asit ve esterleri ise

bilinen en iyi gii¢lii antioksidanlardandir (Hudson, 1990).

2.2.2. Flavonoidler

Flavon ismi Latince flavus (sar1) kelimesinden gelmektedir. Bitkilerden elde edilen
ve genellikle sar1 renkli olan bu bilesikler “flavonoid” olarak isimlendirilmistir.
Glniimiize kadar yapilan caligmalarin sonucunda bitkilerden 4000’den fazla
flavonoid izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Hepsi antioksidan aktivite
gostermekte ve bunlardan yaklasik 50 tanesi gidalarda bulunmaktadir. Cogu
flavonoid polifenolik bitki pigmentidir ve meyve ve sebzelere kirmizi, turuncu, sari,
mavi ve mor renk verirler. Bilinen flavonoidlerden yesil ¢ayda bulunan EGCG
(epigallokatesin gallat) en umut vaad edici antikansorejen maddelerden biridir

(Naczk ve Shahidi, 2004).
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2.2.2.1. Flavonoidlerin Yapi Ozellikleri ve Simiflandiriimasi

Genellikle tiim flavonoidler; ti¢ fenolik halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna
gore degisen 2-fenilkromonun tiirevleridirler. Kimyasal yapilar1 (C6-C3-C6) iskelet
yapisina dayanir (Sekil 2.7). (Madhavi, 1996; Shahidi, 1997).

3I
2 ﬁ“‘x 4
g 1 “/ B ).
—~ -

p2

-?____._.__,-"' {}MHE.-'"'H‘
L Al C
NP

5 4

Sekil 2.7: Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapisi

C halkasindaki siibsitiiye gruplara ve B halkasinin pozisyonuna bagli olarak
flavonoidler ¢esitli alt gruplara smiflandirilmistir Dogal olarak meydana gelen
flavonoidler, kimyasal yapilarina gore alt1 gruba ayrilabilirler; flavanon, flavonlar,

izoflavonoidler, flavanlar (flavanoller), antosiyaninler ve flavonoller (Sekil 2.8)

(Madhavi, 1996; Peterson ve Dwyer, 1998).
O C B
L
B -

O O
Isoflavon Flavanon
+
O B O B O B
: l | U ’
OH O OH
O
Flavonol Flavanol Anlosiyanin

Sekil 2.8: Flavonoid alt gruplarinin temel yapisi

Pratt ve Hudson bu bilesenlerin genel mekanizmalarini incelemis ve yap1 ve
antioksidan aktivitesi arasindaki iliskiyi gozlemislerdir. Flavonoidlerin antioksidan

aktivitesi genellikle {i¢ tiirlii olmaktadir. Flavonoidler ya birincil antioksidan olarak,
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ya da selatlayict olarak ya da siiperoksit anyon yakalayicis1 olarak serbest
radikallerin etkisini giderirler. B halkasindaki 3’-4’-5" pozisyonlarindaki hidroksil
gruplarin varligi tek hidroksil igeren gruplara kiyasla antioksidan aktiviteyi
arttirmaktadir. Ayn1 zamanda C halkasindaki 3- hidroksil gruplar1 ve 2-3 ¢ift baglar
antioksidan 6zellik iizerinde etki yapmaktadir (Madhavi, 1996).

Flavonoidlerin yap: ¢esitliligi, difenilpropan iskeletinin (C6-C3-C6) farkli yapilarda
diizenlenme 06zelliginin yam sira, her sinif i¢inde, molekiiliin aromatik halkalarina
baglanan siibsitiient sayisi, 6zelligi ve baglanma pozisyonlarina gore ortaya ¢ikar.
Hidroksil gruplari, flavonoid yapilarinda bulunan en yaygin siibstitiientlerdir. Dogal
flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubunun bulundugu bilinmektedir.
Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplari, reaktif o6zelliklerinden dolay1
kolaylikla alkillenir veya glikozillenirler. Bu nedenle, flavonoidlerin metoksi ve

glikozil tlirevlerine bitkilerde sikga rastlanir (Cikrik¢i, 2005).

2.2.2.2. Antosiyaninler

Antosiyaninler {iziim, c¢ilek, kiraz, visne gibi meyvelere rengini veren (kirmizi, mor,
pembe, mavi) ayrica cesitli ¢icekler ve bitki kdklerinde de bulunan, en iyi dogal

renklendiricilerdir. (Calimli, 2003; Villers ve dig; 2004).

Antosiyaninlerin yapisinda hetorosiklik bir halka olan pirilyum katyonu
bulunmaktadir. Pirilyum ise yapisinda pozitif yiiklii bir oksijen bulunan bir
oksonyum iyonudur. Antosiyaninler bu eksik elektrondan otiiri oldukca aktif
niteliktedir. Antosiyaninler kimyasal olarak 2-fenilbenzopirilin’in polihidroksi ve
polimetoksi tiirevlerinden olusan glikozitlerdir. Bu yapi, seker gruplarinin (mono-di-
tri sakkaritler), seker olmayan (aglikon) maddelerle birlesmesi ile olugmaktadir.
Antosiyaninlerin seker olmayan kismi, fenolik maddelerden antosiyanidinler (C6-
C3-C6) olarak adlandirilmaktadir. Her bir antosiyanidinin farkli seker yada asitlerle,
farkl1 pozisyonlarda baglanmasi ile ¢ok sayida antosiyanin olusabilmektedir. (Jamet

ve Ebeling, 2002; Calimli, 2003).

Dephinidin, siyanidin, pelargonidin, malvidin, peonidin ve petunidin bilinen en
yaygin antosiyanidin tiirleridir. Sekil 2.9°da 6 temel antosiyaninin kimyasal yapisi

gosterilmistir (Naczk ve Shahidi, 2004).
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Pelargonidin H OH H
Siyanidin OH OH H
Delphinidin OH OH OH
Peonidin OMe OH H
Petunidin OMe OH OH
Malvidin OMe OMe OMe

Sekil 2.9: Alt1 temel antosiyaninin kimyasal yapisi

Dogada antosiyaninler antosiyanidinlerin glikozitleri halinde bulunmaktadirlar ve bu
glikozit yaprya bagl aromatik veya alifatik asitler bulunabilir. P-kumarik asit, kafeik
asit, ferulik, sinapik asit, gallik veya p-hidroksibenzoik asitler gibi asitler ile
acillenme antosiyaninlerin stabilitesi agisindan olduk¢a ©Onemli etkiye sahiptir

(Tiirker ve dig., 2004).

Antosiyanin flavonoidleri, pigment olarak rengin olusumunda oOnemli -etkiye
sahiptirler. Bu bilesenler, taze yapraklarda ultaviyole 1sinlarinin neden oldugu zarara
karst koruyucu etki gostermekte, patojenlere direnci artirmaktadirlar. Ayrica
antosiyaninler antioksidan enzim inhibitérii olarak da rol oynayabilmektedirler.
Buna ilaveten flavonoidler fotosentez ve enerji transfer bilesenleri olarak da

fonksiyon gosterebilir ve bitkinin gelisiminde etkili olabilirler (Naidu ve dig., 2000).

Antosiyaninlerin renkleri molekiiler yapilarina ve bulunduklart ortamin pH
derecesine gore degisim gdstermektedir. Ornegin hidroksil gruplarimin sayisi arttik¢a
renk pembeden maviye doniisiir. Metoksil gruplar ise bu doniisiimii tersine cevirir.
Asidik sulu ¢6zeltide kirmizi renge sahip olan bu renk maddeleri pH > 4,5 oldugunda

tamamen renksizlesir. Bu maddelerin renklendirici olarak kullaniminda gidanin ve
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triintin pH < 3,5 degerinde olmas1 gerekmektedir. Antosiyaninler diisiik pH da

kararhidirlar ve etkin bir kirmizi renk olustururlar (Calimli, 2003).

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen fakorler; pH, sicaklik, 151k, kopigmentler,
metalik iyonlar, oksijen, askorbik asit, seker, degredasyon diirlinleri seklinde
siralanabilir. Bu faktorlerin yani sira agillenme gibi antosiyanin yapisini etkileyen

durumlar da stabiliteyi etkilemektedir (Tiirker ve dig., 2004).

En 6nemli antosiyanin kaynaklari, iizim suyu ve sarap yapiminda atik olarak ele
gegen posalar, bazi liziim cesitleri, kusburnu,(0.6-0.8 mg/g meyve ) miirver agaci
meyvesi (2-10 mg/g meyve) kiraz (43,6 mg/100 g) ve visne (35-82 mg/100 g meyve)
seklinde belirtilmistir (Calimli, 2003).

Genel olarak antosiyaninler dogal renklendirici olarak kullamlmaktadirlar. Uziimden
elde edilen antosiyanin ticari amagli mor ve kirmizi renklendiriciler olarak alkolsiiz
icecekler, meyve suruplari, konserve meyveler, sarap, alkollii igecekler, tath ve

yogurtlarda kullanilmaktadir (Calimli, 2003).

Antosiyaninlerin ¢dziicii yontemiyle ekstraksiyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda,
kus burnu ve iiziim suyu ya da sarap iiretiminde atik olan posalardan antosiyaninlerin
elde edilmesinde asit-alkol ekstraksiyonu uygulanmigtir. Bu amagla genelde etanol-
0.1 N HCI kullanilirken, kusburnu posasinda metanol- %0,03 HCI ile ekstraksiyon
yapilmistir (Calimli, 2003).

Tablo 2.3: Bazi fenolik maddelerin kimyasal yapis1

Fenolik madde Kimyasal yapisi
[a]

COH
on © H
. . \H\ O
(-)- Epigallokatesin gallat | . oH
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o e OH
|
5" 0H
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e

(-)- Gallokatesin
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(-)- Epikatesin
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2.2.2.3. Flavonoidlerin Antioksidan AKktivitesi

Flavonoidlerin yapist; fizyolojik aktivitelerine dair bir¢ok hipotezin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Flavonoidler igerdikleri hidroksil yapilarina gore gii¢lii zincir kiran
antioksidanlar olarak hareket edebilmektedirler. Kimyasal olarak flavonoidlerin
gliclii antioksidan ozellikleri ii¢ Ozellikten kaynaklanir; hidrojen vererek redoks
reaksiyonlaria girebilirler. Flavonoidlerin yapisinda bulunan, B halkasindaki (Sekil
2.7) oksijen atomunun bulundugu yerden acilarak kolayca okside olabilmekte
(aromatik halka yapilarindaki hidroksil gruplar1 sayesinde) ve bu sayede serbest
radikalleri yok edebilmektedir. Flavonoidler, aromatik heterosiklik ve ¢oklu
doymamis baglardan olusan yapilariyla dayanikli bir kimyasal yapi olustururlar.
Metal selatlama kapasitesine sahip yapisal gruplari vasitastyla OH ve O gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyebilirler (Cam ve Hisil, 2003; Naczk ve

Shahidi, 2004).

Antioksidan aktivitesi belirlemede hidroksilasyon derecesi ve pozisyonu en onemli
parametrelerdir.  Genellikle kabul goéren goriise gére B halkasinin
ortohidroksilasyonu 6nemli 6l¢iide goze carpacak sekilde flavonoidlerin antioksidan

aktivitesine katkida bulunur (Hudson, 1990).

Meta konfigiirasyonunda antioksidan aktivitesi olmadigi durumda ise B halkasinin
para yapisi antioksidan aktivitesine daha ¢ok katkida bulunmaktadir. Ancak para ve
meta hidroksilasyonu dogada siklikla rastlanan bir durum degildir. Biitiin
flavonoidler 3,4’ dihidroksi konfigiirasyonlarinda antioksidan aktivitesine sahiptirler.
Bunlardan iki tanesi (Robinetin ve mirisetin) 5° pozisyonunda ekstra hidroksil
grubuna sahiptir. Bu durumda antioksidan aktivite fisetin ve kuersetin gibi 5’
pozisyonunda hidroksil grup tasimayanlara kiyasla daha ytiksektir. Naringenin ve
hesperitin adl1 iki flavonon B halkasinda sadece tek bir hidroksil grubuna sahiptir. Bu
nedenle digerlerine gore daha diisilk antioksidan aktiviteye sahiptir. Kisaca, B
halkasindaki hidroksilasyon durumu antioksidan aktiviteyi belirlemede goz Oniinde

bulundurulmasi gereken baslica etkenlerden biridir (Hudson, 1990).

2.2.2.4. Flavonoidlerin Gidalarda Dagilimi

Flavonoidler gidalarda genellikle glikozit halinde bulunurlar, suda ¢6ziiniir ve
dayaniklidirlar. Gidalarda bulunan flavonoidler; genellikle renk, tat, yaglarin

oksidasyondan korunmasi, vitaminlerin par¢alanmasinin ve enzim inaktivasyonunun
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onlenmesinden sorumlu bilesenlerdir. Ancak lipitlerdeki olduk¢a diisiik
coziinlirliikleri genellikle dezavantajdir (Justesen ve dig., 1998; Peterson ve Dwyer,

1998; Hudson, 1990).

Dogal iirlinlerde, Ozellikle bitkisel kaynakli bir ¢ok gidada iki veya li¢ bilesenin
etkilesimi ile bu bilesenlerin ayr1 ayr1 toplamindan (sinerjistik etki) daha fazla
koruyucu etkiye sahip bir antioksidan aktivitesi elde edilir. Ornegin tokoferoller
(birincil antioksidanlar), fosfolipitler (proton donor), askorbik asit (oksijen
yakalayici), flavonoidler (birincil antioksidan ve metal selat) daha giiglii bir koruma

saglamak amaci ile bir araya getirilir (Hudson, 1990).

2.3. Kullanilan Hammaddeye Iliskin Literatiir Bilgisi
2.3.1 Mor havug

Mor havug (Daucus Carota) 6zellikle Cukurova yoresinde kullanimi yaygin olan
salgam suyunun hammaddesidir. Bilimsel olarak da kanitlannmis faydalarinin en
onemli kaynagi mor havuca rengini veren antosiyanin pigmentinin antioksidan

ozelliginden gelmektedir.

Mor havug antosiyanin pigmentleri agisindan olduk¢a zengindir. Mazza ve Miniati
(1993) taze mor havugta antosiyanin igerigininin 1750 mg/kg kadar olabilecegini
rapor etmislerdir. Mor havug olduke¢a yiiksek miktarlarda agillenmis antosiyaninler
igerir. Mor havug ekstraktinda dort temel antosiyanin tanimlanmis ve bunlarin %
41’1 agillenmis formda oldugu belirtilmistir. Mor havugta antosiyanin olmayan
fenolikler daha diisiik miktarda bulunur. Mor havucta fenolik asitlerden p-kumarik,
kafeik asit ve ferulik asit bulunur. Ayrica ii¢ gesit hidroksibenzoik asit tiirevide
goriilmiistiir. kok kisminda 657 mg/kg ve konsantresinde 5815 mg/kg olmak iizere
klorojenik asit (5-O-kafeoilquinik asit) en baskin fenolik bilesendir (Kammerer ve

dig., 2004).

Mor havug antosiyaninleri asidik pH da oldukg¢a parlak kirmizi renktedir. Bu nedenle
mor havug suyu meyve sulari, nektar, marmelat, konserve, sekerleme gibi {iriinleri
renklendirmede tercih edilir. Mor havug¢ suyu gidalara renklendirici ingrediyent
olarak eklenmektedir. Yiiksek miktarlarda nutrasetik komponentler icerdiginden mor
havug ile renklendirilmis gidalar saglik agisindan olumlu yararlar saglamaktadir

(Kirca ve dig., 2005).
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2.3.2. Mor Havu¢ Suyu Konsantresi

Mor havug ve preperatlar1 (Oz, konsantre, toz vs.) pH degeri 5.5 den kiigiik
gidalarda kullanildiginda kiraz rengi ile bordo arasinda ¢ok hos ve parlak kirmizi
tonlar elde edilmektedir. Daha yiiksek pH degerlerinde ise leylak rengi ile mavi

tonlarinda goz alici renkler elde edilmektedir.

Konsantre olarak yiyecek igecek sektoriinde dogal renklendirici ve katki maddesi
olarak kullanilabilir. Konsantre mor havu¢ kullaniminin avantajlar1  soyle

siralanabilir;

-Diger  antosiyaninlere = gore daha  yiiksek  performans  gosterir
- Kirmizi rengini daha yiliksek pH degerlerinde de muhafaza eder.

-Is1 ve 151k karsisinda daha az hassasiyet gosterir (Anon 2, 2006).

Havug besleme
Havug ylkrima durulama
Secme, ayllklama, ogilitme
Mayse 151tnl1a minimum 70 °C
Maylse tanki
Présleme
Ham meyvel suyu balans tanklar1
Pastoriizasyon (90-100 °C)
Sogitma (45-55 °C)
Enzimasyllon (Pektolitik enzim)
Tanibur filtre
Evaplorasyon
Konsantre solgutma maksimum 20°C
D(l)lum
!
Etiketleme, kapakalama, ¢cemberleme, paletleme

!
Soguk depolama (0-4°C )

Sekil 2.10: Mor havug suyu konsantresi tiretimi
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Bu calismada kullanilan mor havu¢ suyu konsantresinin 1 kilogrami yaklasik
olarak 9 kg mor havuctan elde edilmistir. Sekil 2.10°da mor havug suyu konsantresi

tiretimi akis semas1 gosterilmistir (Asparuk, 2006).

2.3.3. Salgam Suyu

Salgam suyu mor havugtan laktik asit fermantasyonu ile elde edilen morumsu
kirmizi renkte eksimsi bir icecektir. Salgam suyu Icel ve Hatay illeri ile bunlara
bagl ilgelerde iiretilmekle beraber, en yaygin oldugu yoére Adana ve yakin
cevreleridir. Ancak, son yillarda Ankara ve Istanbul gibi biiyiik illerimizin
marketlerinde de rastlanmaktadir. istah acic1 6zelligi ve sindirim sistemi {izerinde
yaptig1 olumlu etki nedeniyle de 6nem tagimaktadir. Adimi iiretiminde kullanilan
salgam yumrusundan, rengini ise mor havuctan alan salgam suyunun iiretiminde bazi
yorelerde bu hammaddelere ek olarak kirmizi pancar da kullanilmaktadir. Bu
fermente iirlinlin morumsu kirmizi rengi mor havugta bol miktarda bulunan ve bir
¢ok meyve ve sebzenin kirmizi, mavi, ve mor renginden sorumlu olan antosiyanin
pigmentlerinden kaynaklanmaktadir (Ozler, 1995; Erginkaya ve Hammes, 1992;
Tiirker ve dig; 2004).

Salgam suyu iiretiminde laktik asit bakterileri ile direkt olarak fermente edilen mor
havuca tuz, kirmiz1 biber ve salgam turpu ilave edilir. Bu karisima laktik asit
bakterileri ile 6n fermantasyona ugramis bulgur unu karigtirilir. (Tirker ve dig.,

2004).

Salgam suyu iiretiminde fermantasyon iki asamada gergeklestirilmektedir. ik asama
bulgur unu, eksi hamur, tuz ve su karisimindan olusan hamurun fermantasyonu,
ikinci asama ise hamurun bez torbalar i¢ine alinarak, salamura ilavesinden sonra mor
havug ve salgam ile birlikte gerceklestirilen fermantasyondur (Ozler, 1995). Sekil

2.11°de klasik yontem ile salgam suyu iiretimi gosterilmektedir.
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Hamur fermantasyonu
1
Ekmeklik hamur 28-30 °C de 1-8 saat fermentasyon
I
Bulgur unu, tuz, su ilavesi ile yogurarak hamur haline getirme
1
Elde edilen hamurun 25-30 °C de 3-5 giin fermentasyonu
1
Mor havug, kirmizi pancar ve salgamin hazirlanmasi
I
Yikama
1
Kabuk soyma
1
Dilimleme
I
Fermentasyon
1
Mor havug ve salgamin fermentasyon kaplarina yerlestirilmesi
I
Maya ilavesi
1
% 1 tuz iceren salamura i¢inde 24 saat 6n fermentasyon
I
Su ilavesi ve 20-25 °C de 3-7 giin fermentsayon ile toplam asitlik gelisimi
1
Filtrasyon
I
Siseleme
1
65 °C de 30 dk pastorizasyon

!
Depolama

Sekil 2.11: Klasik yontem ile salgam suyu iiretimi (Ozler, 1995; Erginkaya ve

Hammes, 1992).

Salgam suyu tiretimi starter kiiltlir kullanimi ile de gerceklestirilebilmektedir. Mor

havug ve salgamlarin {izerine hazirlanan starter kiiltiir ilave edilir ve 24 saat kapali

bidonda bekletilir. Bu asamadan sonraki islemler klasik yontem ile salgam suyu

iiretiminde oldugu gibi devam ettirilir (Ozler, 1995).

Bilim adamlan tarafindan gelecegin besini olarak degerlendirilen fermente bitkisel

iriinlere, 6zellikle fermantasyon sonucunda meydana gelen laktik asitten dolay1 artan
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bir ilgi gosterilmektedir. Laktik asidin muhafaza edici 06zelliginin oldugu, bu
ozelliginden dolay1 da uzun zaman meyve ve sebzelerin muhafaza edilmelerinde ve
dayanikli hale getirilmelerinde laktik asit fermantasyonundan yararlanildigi

bilinmektedir (Ozler, 1995).

2.3.4. Nar

Nar (Punica granatum) Tiirkiye, iran, Amerika, Ortadogu, Akdeniz ve Arap
ilkelerinde yetisen gliney dogu asya orijinli bir meyvedir. Yenilebilir kism1 6nemli
miktarlarda, asit, seker, polisakkarit, vitamin ve polifenol igermektedir. Nar suyunun

potansiyel antioksidatif 6zellikte oldugu rapor edilmistir (Maskan, 2004).

Nar taze olarak tiiketilebildigi gibi aym1 zamanda, nar suyu, surup, recel ve sarap
seklinde islenebilir. Meyvenin kimyasal yapis1 yetistigi bolge, ekim kosullari, iklim,
olgunluk ve depolama gibi faktdrlerden etkilenmektedir. Bu kosullara bagli olarak
organik asitler, fenolik bilesenler, seker, suda ¢Ozlinen vitamin ve mineral
kompozisyonu agisindan énemli varyasyonlar oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir. Icerdigi organik asitler ve fenolik bilesenler saglik iizerine olumlu etki
gostermelerinin yani sira duyusal 6zelliklere de katkida bulunurlar (Poyrazoglu ve

dig., 2002).

Nar suyu onemli 6l¢iide fenolik madde igerir. Delphinidin, siyanidin, pelargonidin
3-glikozit ve 3,5-diglikozit antosiyaninleri basta olmak iizere gallil tipi tanenler,
elajik asit ve tiirevleri antioksidan aktiviteye Onemli Ol¢iide katki saglayan

bilesenlerdir (Miguel ve dig., 2004).

Nar suyunun igerdigi bu fenolik maddelerle ilgili yapilan bir ¢alismada ise narda
bulunan fenolik maddelerden tanenler, antosiyaninler, elajik asit ve tiirevleri ayr1 ayri
hesaplanmistir. Tanenler 1978 mg/l antosiyaninler 384 mg/l elajik asit 121 mg/ 1
olarak rapor edilmistir (Aviram ve dig; 2005).

Narin pembeden mora kadar uzanan renk tonlarimmi veren maddeler, antosiyanin
grubu maddelerdir. Narda en fazla bulunan antosiyaninlerden birisi pelargonidindir.
Cogu antosiyaninlerin rengi, pH derecesine bagli olarak adeta bir indikatoér gibi
degisir. Meyvenin islenmesi sirasinda kolaylikla parcalanip, 6nemli renk kayiplari
ortaya c¢ikmaktadir. Nar suyundaki antosiyanin rengi pH degerinin artmasi veya
azalmasi ile degismektedir. pH degerindeki 0,1 birim artis renk yogunlugunda %5
azalmaya sebep olmaktadir (Vardin, 2000).
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Nar suyu kendine 6zgii buruk bir lezzet tasir. Bu buruk lezzet ¢esitli polifenolik
maddelerden ve 6zellikle tanenlerden kaynaklanir. Bu maddeler ayni zamanda nar
suyunun bulaniklik nedenidir. Fenolik bilesikler zamana bagl olarak kondenzasyon
ve polimerizasyon egilimi goOstermekte ve sonucta suda coziinmeyen nitelikte

bilesikler olusmaktadir (Vardin, 2000).

Ulkemizin giiney illerinde eksi nar suyu kaynatilip koyulastirilarak “nardek” veya

“nar eksisi” adiyla ¢orba salata ve 6zel yemeklerde kullanilmaktadir (Vardin, 2000).

Nar eksisi tiretiminde geleneksel metotlar kullanilmaktadir. Nar suyu seker ve diger
katki maddeleri kullanilmaksizin kaynatilarak konsantre edilir (Kaya ve Sozer,

2005).

2.4. Analiz Yontemleri

2.4.1. Flavonoidlerin Ekstraksiyon Yontemleri

Antioksidan bilesiklerinin yiiksek verimle eldesinde ¢Ozgen se¢imi en Onemli
faktorlerden birisidir. Fenolik bilesikler hidrofiliktir ve alkolde yiiksek ¢oziintirliige
sahiptirler. Fenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigii; kullanilan ¢6zgenin polaritesine, fenolik
bilesiklerin polimerizasyon derecesine ve fenolik bilesiklerin yapisina baglhdir.
Biitiin fenolik maddelerin hepsini veya belirli bir sinif fenoliklerin hepsini ekstrakte
edecek bir tek c¢ozgen sistemi yoktur. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
genellikle metanol, etanol, aseton, su, etil asetat veya bunlarin kombinasyonlari
kullanilir (Naczk ve Shahidi, 2004; Wrolstad ve Grete, 2002).

Genellikle fenolik madde iceren bir ¢ok bilesenin metanol ve etanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesinin diger c¢ozgen sistemlerine gore daha yiliksek oldugu

goriilmiistiir (Oreopoulou, 2003).

Antosiyanin bilesenleri polar molekiillerdir ve polar ¢oziiciilerde daha iyi ¢oziiniirler.
Antosiyaninler bazik veya notr kosullarda stabil degildir. Bu nedenle

antosiyaninlerin ekstraksiyonunda asidik ortam kullanilir (Dao ve Takeoka, 2002).

Ayrica kosullara bagh olarak fenolik maddeleri eksrakte ettikten sonra saflagtirma
islemi de uygulanabilmektedir. Vakum altinda konsantre edildikten sonra petrol eteri,
etil asetat ve dietileter ile ekstrakte edilerek lipitler ve istenmeyen polifenoller

uzaklagtirilabilir. Ayrica fenolikleri saflastirmak igin sivi-kati veya sivi-sivi faz
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prosediirii de uygulanabilmektedir. Siv1 - kat1 faz prosediiriinde amberlit pargaciklar
yardimi ile seker yada bazi istenmeyen polar bilesenler fenolik maddelerden ayirilir.
Sivi-sivi faz prosediiriiniin temeli ise birbiri icerisinde karismayan iki sivi ile ayirim
yontemine dayanir. Fazlardan birisi hareketli digeri ise hareketsiz faz olarak
kullanilir ve bdylelikle farkli iki faz yardimi ile istenmeyen maddelerin ayrimi
saglanir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Bunlardan baska, dogal antioksidan maddelerin ekstraksiyonunda yeni bir prosediir
olan siiperkritik karbondioksit yontemi kullanilarak diisiik sicaklikta ekstraksiyon
saglanabilmektedir. Ornegin, baz1 bitkisel gidalar 30 MPa ve 40°C’de siiperkritik
karbondioksit ile ekstrakte edildiginde antioksidan aktivitesinin ayni bitkinin aseton
ekstraktindan daha yiiksek yada ayni oldugu goriilmiistiir. Ancak genellikle siiper
kritik karbondioksit ile ekstraksiyon veriminin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. 31
MPa ve 60°C de yesil cayin siiperkritik karbondioksit ekstraksiyondan elde edilen
katesin veriminin etanol, yada sokselet cihazindaki sulu ekstraksiyondan daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Sulu etanol ¢dzgeninin yardimer ¢dzgen olarak ilave
edilmesinin ise ekstrakte edilen katesin verimini arttirdigi goriilmiistiir (Oreopoulou,

2003).

2.4.2. Spektrofotometrik Yontemler

Fenolik maddelerin miktarin1 belirlemek icin bir c¢ok ydntem gelistirilmistir.
Gidalarda bulunan toplam fenolik madde miktar1 genellikle Folin Ciocalteau
yontemiyle gergeklestirilir. Bu yontemlerin segiciligi disiiktiir fenolik olmayan
bilesiklerde ekstrakta bulundugu igin spektrofotometrik yontemler kromatografik
yontemlere gore fenolik bilesikleri daha fazla 6l¢ebilmektedir (Escarpa ve Gonzales,
2001). Folin Ciocalteau metodunun yani sira Prussian blue testi, vanilin testi, folin-

denis testi gibi metotlar nadir de olsa kullanilabilmektedir (Prakash, 2001).

UV goriiniir spesktroskopik teknikler basit fenollerin 6zellikle flavonoidlerin

analizinde ve antioksidan aktivitesi 6l¢lim metotlarinda siklikla kullanilir (Naczk ve
Shahidi, 2004).
2.4.3. Kromatografik Yontemler

Fenolik asitlerin, izoflavonlarin, fenolik aldehitlerin ve kondense tanen
monomerlerinin analizinde ¢esitli gaz kromatografisi (GC) teknikleri kullanilabilir.

Gaz kromatografisi ile analiz Oncesinde; ekstrattan lipit eliminasyonu, tanenlerin
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enzimatik hidrolizi yada asit depolimerizasyonu gibi 6n islemler uygulananmalidir.
Kromatografik analizden Once, fenolik maddeler genellikle metilasyon ve
trifloroasetilasyon ile daha ugucu tiirevlerine doniistiiriildiikten sonra analizlenirler

(Naczk ve Shahidi, 2004).

HPLC teknikleri ise fenolik maddelerin ayrilmasi i¢in en sik kullanilan metottur.
Ters fazli kolon kullannrmi HPLC ile ayrilmayr daha duyarli hale getirmistir.
Gidalarda bulunan fenolik maddeler genellikle UV goriiniir dalga boyunda UV-Vis
dedektorleri ile dl¢lilmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Polifenolik maddelerin tanimlanmasinda kolonda alikonulma siiresi temel alinir.
HPLC’de bilesiklerin kimyasal yapisi alikonma siiresi iizerine etkilidir,
hidroksillenmis ve glikozitlenmis fenoliklerin alikonma siireleri kisa iken,
metillenmis veya agillenmis fenoliklerin alikonma siireleri ise uzundur (Dao ve

Takeoka,2002).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzeme

3.1.1. Analizlenen Gidalar

Calismada analizde kullanilmak iizere hammadde olarak Konya-Eregli yoresinden
temin edilen mor havug, TARGID gidadan temin edilen mor havu¢ suyu
konsantresi, DOGANAY marka salgam suyu, taze olarak marketten alinmis nar,

DIMES marka nar suyu ve ARIFOGLU marka nar eksisi kullanilmustir.

3.1.2. Kullanilan Ekipman ve Kimyasallar

Calismada sartorius TE2145 marka hassas terazi, Universal 32R marka santrifiij,
Shimadzu UV-1700 spektrofotometre, Grant-SS40-D marka calkalayici, su banyosu,
Azakli ultrasonoik banyo, Hevdolph MR3001 marka 1siticili manyetik karistirici,
Biohit proline marka otomatik pipet, IKA MSI marka vorteks, kullanilmigtir. Yiiksek
performanslt sivi kromatografisi olarak ise (Kolon: Supelcosil C18, 5 um, (25 x 4,6
mm) waters 2695 separation module ve 2996 photodiode array dedektor

kullanilmustir.

Deneylerde kullanilan kimyasallar ise; Etanol, Metanol, Asetonitril, Asetik asit,
demir(Ill)kloriir, Triloloroasetikasit, Potasyum hekzasiyanoferrat,  tween 20,
Amonyum tiyosiyanat Riedel firmasindan, Folin Ciocalteau reaktanti, Linoleik asit
Sigma firmasindan, Sodyum karbonat, Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-
2-karboksilik asit), DPPH, ABTS, Gallik asit, Beta karoten, Ferrozine Fluka
firmasindan, L- askorbik asit, Demir (II) klorlir Aldrich firmasindan, Potasyum
kloriir ve Sodyum asetat trihidrat Merck firmasindan, HPLC i¢in gerekli standartlar
ise Gallik asit ve Ferulik asit Fluka, Rutin (kuersetin-3-rutinosid), Luteolin,
Kafeik asit, Klorejenik asit, Kumarik asit, Elajik asit, (-) —Epikatesin, (-) —
Gallokatesin, (-)- Epigallokatesin gallat, (-) Epigallokatesin, Sirinjik asit, (+)-

Katesin, Sigma, Kuersetin (Aldrich) Firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Yontem

Calisma kapsaminda gergeklestirilen deneylerde ama¢ olan mor havug, mor havug
suyu konsantresi, salgam suyu, taze sikilmig nar suyu, ticari nar suyu ve ticari nar
eksisi gibi fenolik maddelerce zengin olan bu geleneksel Tiirk {irlinlerinde toplam
fenolik madde igeriginin Folin-Ciocalteu yontemiyle, toplam flavonoid analizinin
kolorimetrik flavonoid analizi yontemi ile, toplam antosiyanin iceriginin ise pH-
diferansiyel metodu ile toplam antioksidan aktivitesinin ise DPPH radikal yakalama
metodu, ABTS radikal katyonu yakalama metodu, metal selatlama, indirgeme
potansiyeli ve linoleik asit emiilsiyon metodu ile belirlenmesidir. Calismanin diger
bir amaci ise bu iirtinlerin igerdigi fenolik maddelerin HPLC metodu ile kalitatif ve

kantitatif olarak tanimlamaya ¢alismaktir.

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Mor havug Ornegi bigakla kiiglik parcalara ayrildiktan sonra blender ile birkag
dakika parcalanmis ve homojen hale getirildikten sonra -18°C de dondurularak
muhafaza edilmistir. Daha sonra uygun kosullarda ¢oziindiiriilerek ekstraksiyon
islemine tabi tutulmustur. Mor havu¢ suyu konsantresi ise ekstraksiyon isleminden
once buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmistir. Analiz Oncesi taze olarak alinan ve
-18 °C de dondurularak muhafaza edilen salgam suyu ve ticari nar suyu 6rnegi ise

uygun kosullarda ¢oziindiiriildiikten sonra her hangi bir isleme tabi tutulmadan belirli

miktarlarda Olgililerek ekstraksiyon iglemine tabi tutulmustur. Taze nar suyu ise
elektirikli sikacak ile narin suyu ¢ikarildiktan sonra ekstraksiyon islemine tabi

tutulmustur.
3.2.2. Ekstraksiyon

Antioksidan aktivitesi belirlemek amaci ile Orneklerin igerigindeki fenolik
bilesiklerin eldesinde etanol ¢ozgeni se¢ilmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar
incelendiginde  antosiyaninlerce  zengin  gidalarin  ekstrakte  edilmesinde
asitlendirilmis etanol ¢o6zgeninin siklikla tercih edildigi goriilmiistiir. Etanol
cozgeninin daha az kanserojen oldugu bilindiginden metanol ¢dzgenine tercih

edilmistir.
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Ornekler antosiyanin agirlikli fenolik madde icerdiginden antosiyaninlerin hidrolize
edilmesi amaci ile ¢dzgen uygun miktarda asit kullanilarak asidik hale getirilmigtir
((%95 etanol:1.5 N HCI (85:15)). Ornekler bu asidik ¢ozgen ile yatay calkalayici ile
orta hizda 30 dk siireyle karistirilarak ekstrakte edilmistir. (Lazcano ve dig., 2001).
50 ml ¢ozgen alinarak 6rneklerin bu ¢dzgen igerisindeki baslangi¢ konsantrasyonu
mor havug, mor havug suyu konsantresi, nar eksisi, salgam suyu, taze nar suyu, ticari
nar suyu i¢in sirasiyla 200 mg 6rnek/ml son ¢ozelti, 20 mg 6rnek/ml son ¢dzelti, 200
mg Ornek/ml son ¢ozelti, 0,2 ml 6rnek/ml son ¢ozelti, 0,2 ml 6rnek/ml son ¢ozelti,
0,2 ml 6rnek/ml son ¢ozelti olacak sekilde hazirlanmigtir. Folin-Ciocalteu yontemi
ve toplam flavonoid analizi ve metal selatlama yontemlerinde ise drnekler %95 lik
etanol ¢ozgeni asit ile karistirilmadan hazirlanmistir. Tiim ekstraktlar Whatman No.4
filtre kagidi  kullanilarak filtre edilmistir. Daha sonra ekstrakte edilmis bu
orneklerden toplam fenolik madde analizi ve antioksidan aktivitesi analizleri i¢in

seyreltilmis alt 6rnekler hazirlanmustir.

3.2.3. Kompozisyon Analizi

Toplam Kuru Madde Tayini: Orneklerin nem miktarlarim1  hesaplanmasi  AOAC
925.45 B atmosferik kurutma kosullarinda kuru madde analizine gore 3 tekrarh

olarak gergeklestirilmistir (AOAC , 2000).

Suda Coziiniir Kuru Madde Tayini: Suda ¢dziinlir kuru madde analizi i¢in AOAC
932.12 meyve ve meyve liriinlerinde refraktometrik yontem uygulanarak orneklerin
% briks degerleri hesaplanmistir (AOAC, 2000) Orneklerin asitligi ise pH-metre ile

Olgtilmiistiir.

3.2.4. Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde analizi yaygin bir metot olan Folin-Ciocalteu yontemine gore
yapilmistir. Deneyde Singleton ve Rossi (1965) nin uyguladigi Folin-Ciocalteu
metoduna gore fenolik madde tayini yapilmistir. Bu yonteme gére uygun oranlarda
seyreltilmis 300 pl ekstrakt ¢ozeltisi ve 1,5 ml 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat
seyreltilmis olarak) karistirilmistir. %7.5 (w/v) lik  sodyum karbonat ¢dzeltisinden
1,2 ml eklendikten sonra tiipler vortekste karistirilmistir ve 25 °C de karanlikta 90
dk bekletildikten sonra UV-Vis spektrofotometrede 765 nm de absorbans

Olciilmiistiir. Toplam fenol icerigi gallik asit kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
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gallik asit esdegeri olarak verilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve

sonuclarin ortalamasi alinmistir.

3.2.5. Toplam Flavonoid Analizi

Toplam flavonoid konsantrasyonu Zhinsen ve dig., (1999)’nin uyguladigi metoda
gore gore kolorimetrik olarak UV spekrofotometre ile hesaplanmistir. Uygun
konsantrasyondaki analiz 6rneginden deney tiipiine 1 ml alinarak {iizerine 4 ml
distile su ilave edilmistir. Sifirinc1 dk da 0,3 ml %5 NaNO, 5.dk da %10 AICl; ve
6. dk da2 ml 1 M NaOH ve sonrasinda 2.4 ml distile su eklenerek toplam hacim 10
ml ye tamamlanmistir. Karisimin absorbansi 510 nm de 6lgiilmiis standart flavonoid
olarak (+)- epikatesin kullanilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmis ve

sonuclarin ortalamasi alinmistir.

3.2.6. Toplam Antosiyanin Analizi (pH Diferansiyel Metodu)

Antosiyaninlerin kantitatif analizi karakteristik davraniglarin1 gosterdikleri asidik
ortamda Olgiiliir. Asidik ortamda renkli oksonyum iyonu ile renksiz psedobase formu
denge halindedir. Antosiyaninlerin kantitatif analizi i¢in bir cok metot gelistirilmistir.
Bu calismada Fuleki ve Francis (1968)’in gelistirdikleri pH-diferansiyel metot
olarak adlandirilan kolorimetrik bir yontem kullanilmistir. Bu metoda gore;
antosiyaninler (%95 etanol:1.5 N HCI (85:15) ¢6zgeni ile ekstrakte edilir. Daha sonra
1 ml ekstrakt pH =1 olan tampon ¢6zelti (0.2 M KCIl: 0.2 M HCl= 25:67; v/v) ile
absorbans degeri 0.6 ile 0.8 arasinda olacak sekilde seyreltilir. Daha sonra ayni
miktar ekstrakt pH s= 4.5 olan tampon ¢ozelti (1M sodyum asetat: 1 M HCI:Su=
100:60:90; v/v/v) ile seyreltilir ve seyreltilen 6rnekler karanlikta 2 saat bekletildikten
sonra 6rnegin maksimum dalga boyunda absorbanslari okunur. pH 4.5 ve pH 1.5
arasindaki absorbans farki ortalama Ornegin icerdigi yada temel bir antosiyanin
molar ekstinksiyon katsayisina boliinerek toplam antosiyanin miktar1 belirlenir.
Antosiyanin miktar1 denklem 3.1°den yararlanilarak hesaplanmistir. Deneyler 3

tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Konsantrasyon (mg Ant/L) = (Abs 510 nm x10° x MW x DF) / (€. L) (3.1)

€: Siyanidin-3-glikozitin molar absorbsivitesi = 29.600

(ADS 510 mm): (Apr1- Apras)

D.F: Seyreltme faktorii

L: Kiivet uzunlugu=1 cm

MW: Siyanidin-3-glikozitin molekiil agirhigi =445.2
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3.2.7. Antioksidan Aktivitesi Tayin Yontemleri

Orneklerin  antioksidan aktivitesi belirlenmesi amaciyla 5 farkli ydntem
kullamlmistir. Bu yéntemler DPPH radikali yakalama aktivitesi, ABTS * radikal
katyon yakalama aktivitesi, metal selatlama aktivitesi, linoleik asit emiilsiyonu

indirgeme potansiyeli kapasitesi metotlarindan olusmaktadir.
3.2.7.1. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesi

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi hidrojen baglama kabiliyeti yada baska bir
deyisle DPPH radikalini yakalama kabiliyetine dayanilarak 6l¢lilmiistiir. Analiz, Yu
ve dig., (2002)’nin uyguladigt metoda gore yapilmistir. Bu yonteme gore, belli bir
konsantrasyon araligindaki uygun oranda seyreltilmis Ornek ekstratlarindan ve
standart madde Trolokstan 0,1 ml alinmis ve fizerine 3,9 ml DPPH  ectanol
solusyonu (10* M) ilave edildikten sonra vortekste karistirilip, reaksiyon stabil
duruma gelinceye dek oda sicakliginda, karanlikta 2 saat bekletilmistir. Reaksiyon
sonucunda olusan rengin absorbansi, spektrofotometrede 517 nm de Ol¢iilmiistiir.
DPPH (y=10591x-0,0292 R*= 0,9946) ve Troloks kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (y=-
9569,3x+95,196 R2=0,9901). Orneklerinin  ECso degerleri DPPH kalibrasyon
grafiginden yararlanilarak hesaplanmis ve Orneklerin  antioksidan aktiviteleri,
Troloksa esdeger olarak hesaplanmistir. Yapilan tiim deneyler 3 tekrarli olarak

gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.2.7.2. ABTS *" Radikal Katyon Yakalama Aktivitesi

Ekstraktlarin antioksidan kapasitesi, ABTS ** radikal katyon yakalama kabiliyetine
dayanilarak ol¢iilmiistiir. Bu metotta ABTS, peroksil veya diger oksidanlara okside

olur ve ABTS + radikali olusur.

Analiz Wettasinghe ve dig, (2002); Mathew ve Abraham (2006)’nin uyguladigi
yontemler temel alinarak uygulanmistir. Bu metoda gére ABTS'+ radikal katyonu,
ABTS c¢ozeltisinin  persiilfat ile oksidasyonu sonucunda olusturulmustur. 7 mmol
ABTS suda ¢ozlilmiis ve 2.45 mmol potasyum persiilfat ile muamele edilmistir.
Karisim daha sonra oda sicakliginda 16 saat koyu mavi renk olusana kadar
bekletilmistir. Koyu mavi renkli bu ¢ozelti, tampon ¢ozelti (pH 7.4) ile absorbans
734 nm de 0.7 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra bu seyreltilmis ¢ozeltiden 4

ml (ABTS+ ¢ozeltisi ) alinarak 40ul uygun oranlarda seyreltilmis 6rnek ekstrakt
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ile karistirthilmis ve 4. ve 10. dk larda absorbans spektrofotometrede 734 nm de
Ol¢iilmiistiir. ABTS+ radikal katyonundaki azalma yilizde olarak hesaplanmis ve
sonuglar TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite) olarak verilmistir. Yapilan
tiim deneyler 3 tekrarli olarak gercgeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

ABTS'+ radikal katyonundaki % azalma denklem 3.1’e gore hesaplanmistir.

3.2.7.3. Metal Selatlama Aktivitesi Metodu

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirler ve boylece fenton reaksiyonlari sonucu olusan hidroksil ve
peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bu deneyde 6rneklerin Fe™ selatlama
etkisi incelemistir. Bu amacla FeCl, ¢ozeltisi kullanilmistir. Fe™ iyonu ve ferrozinin
olusturdugu kompleksin 562 nm de mor renk olusturmasina dayanilarak selatlama

aktivitesi belirlenmistir.

Orneklerin metal selatlama aktivitesi Rival ve dig, (2001); Duh ve dig, (2001)’ nin
uyguladig1 yontemler temel alinarak uygulanmistir. Uygun oranda seyreltilmis analiz
orneklerinin 1 ml si 3.7 ml %95 etanol ile karistirilmistir. Her bir 6rnek 0,1 ml 2
mM FeCl, ile 60 dakika inkiibe edilmistir. inkﬁbasyondan sonra 0,2 ml 5 mM
ferrozine eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Demir iyonlar1 ve
ferrozinin olusturdugu kompleksin absorbansi 562 nm de Ol¢ililmiistiir. Kontrol
ornek madde igermeyen etanol ile ayni kosullarda hazirlanmistir. Yapilan tiim
deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

ylizde metal selatlama aktivitesi denklem 3.2’ye gore hesaplanmustir.
% Selatlama Aktivitesi= [1- AbSsmek / AbSkontror] X100 32

3.2.7.4. Linoleik Asit Emiilsiyon Sistemi veya Demir-Tiyosiyanat Metodu

Bu metotda linoleik asitin antioksidan madde varliginda ve antioksidan madde
olmadigi durumda okside olma derecesi belirlenerek antioksidan aktivitesi
Olclilmektedir. Metot oksidasyon sonucu olusan peroksitleri O6lgmeye dayanir
(Giilgin, 2005). Linoleik asit ve antioksidan madde igeren bir sistem olusturulur ve
antioksidan maddenin lipit peroksidasyonunu inhibe etme derecesi (LPI) antioksidan

aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul edilir. Analiz Duh ve dig., (1997)’nin
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uyguladigi yontemler temel alinarak uygulanmistir. 5 ml belirli konsantrasyondaki
ornek ekstrakti alinmig ve 155 pl linoleik asit ve 160 ml tween 20 ve 0,02 M pH= 7
olan fosfat tampon ¢ozeltisinden 45 ml eklenerek iyice karigtirllmigtir. Daha sonra
reaksiyon karisimi agzi kapali plastik santriftij tiipleri igerisinde 37 °C de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda ¢esitli zaman araliklarinda 0,1 ml
ornek alminmis tizerine 5 ml %75 v/v etanol, 0,1 ml %30 w/v amonyumtiyosiyanat
ve 0,1 ml 0,02 M (% 3.5 HCI w/v igerisindeki ) FeCl, eklenmis ve vortekste
karistirilmustir. Lipit oksidasyonu sonucu olusan peroksitler Fe™  iyonlarmi Fe™
yiikseltger ve olusan Fe™ tiyosiyanat ile reaksiyona girerek 500 nm de maksimum
renge sahip bir kompleks olusturur. Bu nedenle karisimin absorbanst 500 nm de
Olciilmiistir. Ayn1 kosullar antioksidan madde icermeyen kontrol 6rnegi icin de
uygulanmistir. Yapilan tim deneyler 3 tekrarli olarak  gergeklestirilmis ve
sonuclarin ortalamasi alinmistir. Lipit peroksidasyonu inhibisyonu; denklem 3.3’e

gore hesaplanmustir.
%LPI= 100 - [AbSsmek/ AbSkontro1) X 100] 3.3

3.2.7.5. Indirgeme Giicii (Rediiktif potansiyel) Metodu

Antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biri olan indirgeme giicli indirgeme
giicii Oyaizu (1986)’nin uyguladiklar1 yontem temel alinarak belirlenmistir. Cesitli
konsantrasyondaki oOrnek ve standart (askorbik asit) ekstraktlarinin 1 ml si 2.5 ml
0,2 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=6.6) ile karigtirllmigtir. Daha sonra 2.5 ml % 1
w/v potasyumferrisiyanid [K3Fe(CN)g] eklenerek 50 °C de 20 dk inkiibasyona
birakilmistir. Bu asamadan sonra reaksiyon karigimina 2.5 ml trikloroasetik asit
(10% w/v) eklenerek 1000 g de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu ¢ozeltinin {ist
kismindan 2.5 ml alinarak 2.5 ml distile su ve 0.5 ml %0.1 FeCl; eklendikten sonra
700 nm de absorbans okunmustur. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme
potansiyelini gostermektedir. EtOH:Su (50:50 v/v) icersindeki askorbik asitin ¢esitli
konsantrasyon araliginda (0,005-0.5 mg/ml) hazirlanarak kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Sonuglar askorbik asit esdegeri olarak verilmistir. Yapilan tiim deneyler 3

tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.
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3.2.7.6. Fenolik Madde Profillerinin Belirlenmesi

Orneklerin fenolik profillerini belirlemede bazi modifikasyonlar uygulanarak
Dragovic-Uzelac ve dig., (2005)’e ait metot kullamilmustir. Ornekler HPLC’ye
salgam suyu, taze nar suyu ve ticari nar suyu Ornegi igcin %50’lik metanol:su
¢ozgeninde 1:1 oraninda ¢oziindiiriilerek, mor havu¢ ve nar ekisisi igin  %50’lik
metanol:su ¢ozgeninde 10 gr/100 ml olacak sekilde, mor havug suyu konsantresi i¢in
ise %50’lik metanol:su ¢ozgeninde 1 gr/100 ml olacak sekilde 3 tekrarli olarak
enjekte edilmistir. Kullanilan yontemin kosullar1 Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de

verilmistir.

Tablo 3.1: Uygulanan yontemin HPLC kosullar

HPLC sistemi: Waters 2695 Seperation module, Waters 2996 PDA dedektor
Kolon: Supelcosil C18, 5 pm, (25 x 4,6 mm)
Mobil sistem: Gradient
Mobil faz A: 3% asetik asit - H,O
Mobil faz B: %3 asetik asit, %25 CH3;CN, %72 H,O
Kolon 20°C
sicaklig:
Injeksiyon 20 ul
hacmi:
Dalga boyu: 280 nm (210-360 nm aras1 ) ve 520 nm (500-550 nm aras1)
Yazilim Empower Build 1154

Sonuglar integrasyon alan hesabi ile degerlendirilmistir. Alanlar, her standart i¢in
kalibrasyon egrilerinden konsantrasyon olarak hesaplanmistir. Standartlara ait

kalibrasyon egrileri Ek A’da sunulmustur.

Tablo 3.2: HPLC metodu gradient ¢alisma kosullar

Zaman Baslangig¢ %A Final %A Akis Hiz1
0-40 dk. %100 A %30 A 1 ml/dk
40-45 dk. %30 A %20 A 1 ml/dk
45-55 dk. %20 A %15 A 1.2 ml/dk
55-57 dk. %15 A %10 A 1.2 ml/ dk
57-75 dk. %10 A %10 A 1.2 ml/dk
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3.2.8. istatistiksel Analiz

Her 6rnek cesitinin toplam fenolik madde, flavonoid madde ve antosiyanin madde
icerikleri "Minitab® for Windows Release 1.12" programu ile karsilastirilmistir.
Varyans analizi (ANOVA) tablosu olusturulmus, genel lineer modelleme yapilmistir
ve verilerin istatiksel olarak anlamli olup olmadig: incelenmistir. Model anlamh
bulundugunda, Tukey ikili karsilastirma testiyle %95 giiven diizeyinde ikili
karsilagtirmalar yapilarak, ornekler arasindaki farkililik incelenmistir. Ayrica DPPH
yontemi ile yapilan antioksidan aktivitesi sonuglari ile tiim 6rnek ¢esitlerinin toplam
fenolik madde, flavonoid madde ve antosiyanin madde igerikleri arasindaki iliski

yine Minitab programi ile regresyon analizi yapilarak incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kompozisyon Analizi:

% Toplam kuru madde ve % Suda ¢oziiniir kuru madde degerleri Tablo 4.1°de

oldugu gibidir.

Tablo 4.1: Orneklerin % toplam kuru madde ve % suda ¢dziiniir kuru madde
degerleri

Ornek % Toplam kuru madde %Suda ¢oziiniir kuru
madde (Briks)

Mor havug 13,3 -

Mor havug suyu konsantresi 65,64 62,5

Salgam suyu 4,08 4

Taze nar suyu 15,8 14,5

Ticari nar suyu 17,6 12

Nar eksisi 71,4 68

Orneklerin asitligi ise siv1 haldeki drnekler igin direkt olarak dlgiilmiistiir ve daha
sonra % (85:15 EtOH: 1.5 N HCI) ¢ozgeni ile ekstrakte edilmis asidik hali ile

Olciilmiistiir ve sonuglar Tablo 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.2: Orneklerin pH degeri

Ornek pH degeri (direkt 6l¢iim) pH degeri (asitli ¢cé6zgende)
Mor havug - 1.45
Mor havug suyu konsantresi | - 1.22
Salgam suyu 3.45 1.25
Taze nar suyu 3 1.52
Ticari nar suyu 3.75 1.68
Nar eksisi - 1.57

4.2. Toplam Fenolik Madde Analizi

Analizlenen oOrneklerin icerdigi fenolik bilesiklerin, antioksidan aktivitesinde

belirleyici grup olmalarindan dolayi, 6rneklere ilk olarak toplam fenolik madde ve
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daha sonra ise bu bilesiklerin alt grubu olan toplam flavonoid miktar1 ve toplam

antosiyanin madde miktar1 analizleri yapilmistir.

Toplam fenolik madde tayini (TFM) analizinde, 6rneklerin toplam fenolik madde
miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir. Bu amagla oncelikle gallik asit
kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. Gallik asitin etanolik ¢ozeltisi  hazirlanmis ve
kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 0,0075-0,3 mg/ml konsantrasyon araligindaki
araligindaki gallik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi Sekil

7.1°de gosterilmistir.

y =9,4574x + 0,081
3,5 - R?=0,9978

Absorbans
(6]

0 Bl T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Gallik asit konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.1: Gallik asit kalibrasyon egrisi

Gallik asit  kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra  Ornek konsantrasyonlarinin
absorbansi bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde belirlenmistir. Toplam
fenolik madde analizi gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanilarak

hesaplanmistir. 3 paralel tekrar yapilmis ve ortalama alinmistir.

Tablo 4.3: Orneklerin toplam fenolik madde miktari

Ornek Miktar

Mor havug 1.078 mg GA/ g
Mor havug suyu konsantresi 155 mgGA/g
Salgam suyu 1.052 mg GA/ g
Taze sikilmig nar suyu 579 mgGA/g
Ticari nar suyu 356 mgGA/g
Nar eksisi 274 mgGA/g

S1v1 6rnekler i¢in piknometre yardimi ile yogunluklar salgam suyu, taze sikilmig nar
suyu, ticari nar suyu igin sirasiyla 1.01, 1.04, 1.08 g/cm® olarak hesaplanmis ve

tiim Orneklerin fenolik madde icerigi gram ekstrakta mg GAE olarak belirlenmistir.

45




Sirasiyla mor havug i¢in, mor havug¢ suyu konsantresi i¢in, salgam suyu i¢in, taze
sikilmis nar suyu, ticari nar suyu ve nar eksisi i¢in 1.078, 15.5, 1,052, 5.79, 3.568,
2.74 mg GA/ g 6rnek olarak bulunmustur ve bu degerler Sekil 4.2’de gosterilmistir.

18 1 155

5,79

8 i

o 3.568 274
24 1,078 1,062

0 +—I - . .

Wor hawge  Werhawg Sdgamsuwu Teeesikims Ticai nar Mar eksisi

SUyU riar Syl Sy
kronsartres

Sekil 4.2: Orneklerin toplam fenolik madde miktari

Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olarak mor havug suyu
konsantresinde goriilmiistiir, sirastyla taze sikilmis nar suyu Ornegi, ticari nar suyu
Ornegi, nar eksisi, mor havug ve salgam suyu bunu izlemistir (Sekil 4.2). Tek yollu
Anova testi sonuglarina goére oOrneklerin toplam fenolik madde igerigi arasinda
farklilik oldugu goriilmektedir (P<0,05). Tukey testi ile 6rnekler arasindaki farklilik
incelendiginde ise salgam suyu ve mor havug¢ orneklerinin fenolik madde igerigi
arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemsiz bulunurken diger tiim orneklerin
birbiri arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (P<0,05). Varyans analiz
sonuglar1 ve Tukey testinin detayli sonuclart EK B’de Tablo B1 ve Tablo B2’de

verilmistir.

Bulunan sonuglar1 literatiirde mevcut calismalarla karsilastirdigimizda, Kaur ve
Kapoor (2002) Asya kitasina ait 36 sebze tiiriinde toplam fenolik madde icerigi ile
ilgili olarak yapmis olduklar1 ¢alismada bazi havug tiirlerinde fenolik madde
igerigini 55 mg/ 100 g ve 115.8 mg/ 100 g olarak bildirmislerdir. Alasalvar ve dig.,
(2001) ise mor havugta toplam fenol igerigini 102 mg/100 g olarak buldugu deger bu
calismada bulunan sonuca (107,8 mg/100 mg) olduke¢a yakin goziikmektedir.

Salgam suyu ile ilgili olarak ise bu zamana kadar toplam fenolik madde igerigi ile
ilgili olarak yapilmis c¢alismaya rastlanamamistir. Bu ¢alismada bulunan sonuglar
itibari ile mor havu¢ ve salgam suyunun fenolik madde igeriginin oldukca yakin

oldugu goriilmektedir.
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Nar suyunun fenolik igerigi ile ilgili Aviram ve dig., (2005)’nin yaptig1 bir
calismada ise narda bulunan fenolik maddelerden tanenler, antosiyaninler, elajik asit
ve tiirevleri ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Tanenler 1978 mg/L antosiyaninler 384 mg/L
elajik asit 121 mg/L olarak bildirilmistir. Gil ve dig., (2000) ise nar suyunda bulunan
fenolik madde igeriginin 1808-2566 mg/L araliinda oldugunu belirtmislerdir. Bu
calismada ise taze nar suyu i¢in 6022 mg/L olarak ve ticari nar suyu i¢in 3824 mg/L
olarak bulunan toplam fenolik madde miktarinin literatiirde rastlanan degerlerin

daha tizerinde oldugu goriilmektedir

Diger bazi meyvelerin fenolik madde icerigi ile ilgili c¢alismalar incelendiginde ise,
Pantelidis ve dig., (2006) bogiirtlende ve ahududu meyvesinde fenolik madde
igerigini sirasiyla 1786-2310 mg GA/100 g ve 1137-2112 mg GA/100 g olarak
bildirmislerdir. Zheng ve dig., (2005) cilekte fenolik madde igerigini 102 mg
GA/100g olarak bildirmislerdir. Roussis ve dig., (2005) ise dort gesit sarap
ornegininde toplam fenolik madde igerigini 267-1710 mg GA/L arasinda

bulmuslardir.

4.3. Toplam Flavonoid Analizi

Toplam flavonoid analizinde 6rneklerin flavonoid madde miktar1 epikatesin esdegeri
olarak verilmistir. Bu amacla oncelikle epikatesin kalibrasyon egrisi c¢izilmistir.
Epikatesinin etanolik ¢ozeltisi hazirlanmig ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde
0,00125-0,1 mg/ml konsantrasyon araligindaki araligindaki epikatesin ¢Ozeltisi
kullanilmigtir. Epikatesin kalibrasyon egrisi Sekil 4.3’de gosterilmistir.

y =9,6229x + 0,0033
R? = 0,957

Absorbans

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.3: Epikatesin kalibrasyon egrisi

47



Toplam flavonoid madde tayini epikatesin kalibrasyon denkleminden yararlanilarak

hesaplanmistir. 3 paralel tekrar yapilmis ve sonuclarin ortalamasi alinmstir.

Tablo 4.4: Orneklerin toplam flavonoid madde miktari

Ornek Miktar

Mor havug 0,12 mg EK/g
Mor havug suyu konsantresi 1,5 mg EK/g
Salgam suyu 0,205 mg EK/g
Taze sikilmig nar suyu 0,148 mg EK/g
Ticari nar suyu 0,067 mg EK/g
Nar eksisi 0,05 mgEK/g

Tim 6rneklerin i¢erdikleri flavonoid miktarini karsilagtirmak amaciyla sivi 6rnekler
icin piknometre yardimi ile hesaplanan yogunluklardan yararlanilarak, flavonoid
madde icerigi tiim orneklerde gram ekstrakta mg EK esdegeri olarak belirlenmistir

ve bulunan sonuglar sekil 4.4’de gdsterilmistir.

1.6 1.5

15
m 1
2
% 08
=041 on 0. 205 0,148 0,067 0,05

ICI T T T T . L T T 1

Mlor hiawug Mo hawg  SHogamswu Tamener Tican nar e ebesisi
=y SLIyL SLIyL
konsantresi

Sekil 4.4: Orneklerin toplam flavonoid madde miktari

En yiiksek flavonoid igerigi 1,5 mg EK/g ile mor havu¢ suyu konsantresinde
goriilmiistiir bunu sirastyla salgam suyu, taze nar suyu, mor havug, ticari nar suyu ve
nar eksisi Ornekleri izlemistir. Tek yollu Anova testi sonuglarina gére Orneklerin
flavonoid madde igerigi arasinda farklilik oldugu goriilmektedir (P<0,05). Tukey
testi ile Ornekler arasindaki farklilik incelendiginde ise mor havug suyu
konsantresinin flavonoid madde igeriginin diger tiim Orneklerden farkli oldugu
goriilmektedir. Ayrica salgam suyu 6rneginin flavonoid madde igerigi ticari nar suyu
ve nar eksisi 0rneklerinden istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Diger 6rneklerin

birbiri arasindaki  fark ise istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (P<0,05).
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Varyans analiz sonuglar1 ve Tukey testinin detayli sonuglart EK B’de Tablo B3 ve

Tablo B4’de verilmistir.

Literatiirde mevcut ¢aligmalar incelendiginde bu calismada analizlenen Ornekler ile
ilgili olarak toplam flavonoid analizine rastlanamamistir. Benzer bazi meyveler ile
igili bazi ¢alismalar ise sOyledir; Lin ve Tang (2006) cesitli meyvelerde toplam
flavonoid madde miktarin1 kuersetin flavonoidi cinsinden hesaplamislar ¢ilek i¢in
14.6 mg QE/ 100 g, dut icin 250.1 mg QE/ 100 g, ve erik i¢in 37.6 mg QE/ 100 g
olarak bulmuslardir. Marinova ve dig., (2005) ise katesin esdegeri cinsinden
toplam flavonoid miktarini ahududu i¢in 26.6 mg CE/100 g, bogiirtlen icin 55.5 mg
CE/100 g, cilek i¢in ise 69,7 mg CE/100 g ve tath kiraz i¢in 19.6 mg CE/100 g

olarak bulmuslardir.

4.4. Toplam Antosiyanin Analizi

Orneklerin igerdigi antosiyanin miktar1 siyanidin-3-glikozit cinsinden Tablo 4.5’de

oldugu gibi bulunmustur.

Tablo 4.5: Orneklerin toplam antosiyanin madde miktari

Ornek Miktar

Mor havug 0,81 mgAnt/g
Mor havug suyu konsantresi 7,5 mg Ant/g
Salgam suyu 0,86 mg Ant/g
Taze sikilmig nar suyu 0,161 mg Ant/g
Ticari nar suyu 0,029 mg Ant/g
Nar eksisi 0,022 mg Ant/g

Tiim oOrneklerin igerdikleri antosiyanin miktarin1 karsilastirmak amaciyla sivi
ornekler i¢in piknometre yardimi ile hesaplanan yogunluklardan yararlanilarak,
antosiyanin madde igerigi tiim orneklerde gram ekstrakta mg siyanidin-3-glikozit
esdegeri olarak belirlenmistir ve bulunan sonuglar sekil 4.5’de mg Ant /g cinsinden

gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Orneklerin toplam antosiyanin madde miktari

Analizlenen 6rneklerin i¢inde mor havug¢ suyu konsantresinin en fazla miktarda
antosiyanin igerdigi goriilmektedir. Daha sonra sirasi ile salgam suyu, mor havug ve
taze sikilmis nar suyu gelmektedir. Ticari nar suyu ve nar eksisinde ise antosiyaninler
1s11 islem sonucu degrade oldugu diisliniilmektedir. Kirca ve dig., (2005)
Antosiyaninler’in yiiksek reaktivitelerinden ve sicakliga olan dayaniksizliklarindan
dolay1 renksiz ya da istenmeyen kahverengi bilesenlere degrade olduklarini
belirtmislerdir. Ancak bunun yanmi siwra Kirca ve dig., (2005) mor havug
antosiyaninlerinin agillenmis yapida olduklarindan o6tiiri diger antosiyaninlere

kiyasla 1s1l isleme daha dayanikli olduklarini belirtmislerdir.

Orneklerin toplam antosiyanin igerigi tek yollu ANOVA testi sonuglarina gére farkl
bulunmustur. Tukey testi ile ornekler arasindaki farklilik incelendiginde ise salgam
suyu ile mor havug¢ 6rneklerinin antosiyanin igerigi ve ticari nar suyu, taze nar suyu
ile nar eksisi orneklerinin birbiri arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemsiz
bulunurken, diger orneklerin birbiri arasindaki fark ise Onemli bulunmustur.
(P<0,05). Varyans analiz sonuglar1 ve Tukey testinin detayli sonuglar1 EK B’de
Tablo B5 ve Tablo B6’da verilmistir.

Bulunan sonuglar literatiirde mevcut bazi ¢alismalar ile karsilastirdigimizda Mazza
ve Miniati (1993) mor havucun antosiyanin igeriginin taze meyvede 1750 mg/kg
kadar olabilecegini bildirmislerdir. Kirca ve dig., (2006) ise mor havug¢ suyunda
antosiyanin i¢erigini 439 mg/L olarak bulmuslardir. Bu ¢calismada ise mor havug i¢in
antosiyanin miktar1 818 mg/kg olarak bulunmustur. Salgam suyunun antosiyanin

miktar1 ile ilgili olarak ise literatiirde her hangi bir bilgiye rastlanamamugtir.
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Nar ile ilgili yapilan c¢alismalar incelendiginde; Aviram ve dig., (2005) narda
bulunan antosiyanin miktar1 121 mg/L olarak bildirmiglerdir. Gil ve dig., (2000) ise
161.9 ila 387.4 mg/L arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada taze nar suyu

icin bulunan 174 mg/L degeri yapilan ¢alismalara yakin bulunmustur.

Benzer gidalar ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde ise Pantelidis ve dig.,
(2006) ise antosiyanin iceren ahududu ve bogiirtlen gibi bazi liziimsii meyvelerde
antosiyanin miktarin1 pH- diferansiyel metodu ile belirlemisler ve siyanidin-3-
glikozit esdegeri olarak en yiiksek antosiyanin icerigi 223 mg/100g ile bogiirtlende
goriiliirken en diisiik antosiyanin igerigi 7.8 mg/100 g ile kus tiziimiinde goriilmiistiir.
Zheng ve dig., (2005) c¢ilekte antosiyanin igerigini pelargonidin-3-glikozit cinsinden
20.7 mg/100 g olarak bildirmislerdir. Roussis ve dig., (2005) 4 ¢esit sarap Orneginde
antosiyanin miktarint malvidin-3-glikozit cinsinden 0-130 mg/L arasinda
bulmuslardir. Blando ve dig., (2004) ise kromatografik analiz sonuglarina gore eksi
kiraz cesitlerinde antosiyanin icerigini 27.8 ila 80.4 mg/100 g arasinda oldugunu

bildirmislerdir.

4.5. Antioksidan Aktivitesi Analizleri Sonuclari

4.5.1. DPPH Radikali Yakalama AKktivitesi

DPHH radikali yakalama metodu ile yapilan antioksidan aktivitesi 6l¢iimiinde ilk
olarak orneklerin ECso degeri hesaplanmis ve daha sonra Troloks standarti i¢in ECso
degeri hesaplanmistir ve Orneklerin antioksidan aktivite degerleri Troloks esdegerine
cevrilerek verilmistir. Toplam antioksidan aktivitesinde hesaplanan ECso degeri ne
kadar diisiikse Orneklerin antioksidan aktivitesi o kadar yiiksektir. Ornek

ekstraktlarinin ECso degeri ve Troloks esdegeri Tablo 4.6 da gosterilmistir.

Tablo 4.6: Ornek ekstraktlarmin ECso degeri ve Troloks esdegeri

Ornek EC50 Standart sapma Troloks esdegeri
Mor havug 0,57 (mg/ml) + 0,026 33 umol TE/g
Mor havug suyu 0,064 (mg/ml) + 0,004 294.64 umol TE/g
konsantresi

Salgam suyu 0,000556 (ml/ml) + 1,271E-05 33.57 umol TE/g
Taze nar suyu 0,000377 (ml/ml) + 1,21 E-05 52.12 umol TE/g
Ticari nar suyu 0,000441(ml/ml) + 3,61 E-05 46.24 umol TE/g
Nar eksisi 0,3447 (ml/ml) + 0,007 54.8 pmol TE/g
Troloks 0,00472 (ml/ml) - -

51




Deneysel caligmalar sonucunda elde edilen antioksidan aktiviteleri; mor havug, mor
havu¢ suyu konsantresi, salgam suyu, taze sikilmis nar suyu, ticari nar suyu, nar
eksisi icin sirasiyla 33, 294.64, 33.57, 52.12, 46.24, 54.8 umol TE/g olarak

bulunmus ve bu degerler Sekil 4.6’da karsilastirmali olarak gosterilmistir.

3580
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5 1od 5212 46 74 54 5
50 4 33 33,87 -
I — || — [ ]
Mar hawvog  Mor havag  Jalgam suyu Taze sikilmig  Ticari nar Mar ekgisi
suUyYU nar suyu suyU
konsantrasi

Sekil 4.6: Troloks esdegeri olarak 6rneklerin antioksidan aktivitesi

Konsantre edilmis mor havu¢ suyu orneginde antioksidan aktivite en yiiksek olarak
gbzlenirken en diisiik aktivite ise mor havugta goriilmiistiir. Troloks standardi mor
havug¢ suyu konsantresinden yaklagik 14 kat mor havugtan ise 121 kat daha yiiksek
aktivite gostermektedir. Yapilan arastirmada mor havug ve konsantresine ait litetariir
caligmalarinin smirl sayida oldugu goriilmiistiir. El ve Karakaya (2004) yaptiklari
calismada Troloks’un mor havuctan 128 kat daha fazla aktivite gosterdigini

bulmuslardir.

Nar suyu ile ilgili olarak ise literatiirde mevcut ¢aligmalardan Gil ve dig., (2000)’ e
bakildiginda cesitli ticari nar suyu ornekleri ile calisilmis ve nar suyunun kirmizi
sarap ve yesil ¢ay Orneklerinden yaklasik 3 kat daha fazla antioksidan aktivite

gosterdigi DPPH metoduna gore belirlenmistir.

Bir baska calismada, nar kabugu ve tohumunun ekstraktlarinda in vitro model
kullanilarak DPPH metodu ile aktivite belirlenmistir. 50 ppm de nar kabugunun
metanol ekstraktinin antioksidan aktivitesi %81 olarak 100 ppm de nar tohumunun
metanol ekstraktinin antioksidan aktivitesi % 23.2 olarak rapor edilmistir (Singh ve

dig., 2002).

Aviram ve dig., (1999) ise nar suyunun oksidatif stresi diisiirmesi ile ilgili olarak

yapmis olduklar1 ¢alismada antioksidan aktivitesini DPPH metodu ile dlgmiisler ve
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nar suyunun antioksidan aktivitesini E vitamini esdegeri olarak 50 mmol E vit/L
olarak bulmuglardir. Troloks’un E vitamini analogu oldugu diisiiniilecek olursa, bu
calismada taze nar suyu i¢in bulunan 52,12 pmol TE/g degerinin Aviram ve dig.,

(1999)’nin buldugu sonuca olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir.

Bu c¢alismada ise DPPH metodu ile antioksidan aktivitesi belirlemede orneklerin
Troloks standardi cinsinden ECso degerleri karsilagtirllmis ve taze nar suyu
Orneginin mor havug ve salgam suyuna gore yaklasik 1.5 kat daha yiiksek aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Bulunan sonuglara gére nar suyunun iyi bir serbest radikal
yakalayici oldugu gozlenmistir. Ancak taze nar suyu 6rneginin Troloks esdegerinin

ticari nar suyuna gore nispeten daha yliksek oldugu goriilmiistiir.

Ayrica bu yontem ile yapilmis literatirde mevcut diger bazi calismalar
incelendiginde, Miller ve dig., (2000) cesitli meyvelerde DPPH metodu ile
antioksidan aktivitesini kirmizi elma i¢in 14 umol TE/g, kirmiz1 iiziim i¢in 17 pmol
TE/g, muz i¢in 11 pmol TE/g, kivi i¢in 10 pumol TE/g, armut i¢in 6 umol TE/g,
domates icin 2 umol TE/g olarak bulmustur. Buradaki sonuglar gbz Oniine
alindiginda, ¢alismada analizlenen tiim 6rneklerin kirmizi iiztim, kirmizi elma, kivi,
muz, armut ve domatesten daha yiiksek antioksidan aktivitesine sahip oldugu

goriilmektedir.

4.5.2. ABTS *" Radikal Katyon Yakalama Aktivitesi

Bu metotda &rnek ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi ABTS ** radikal katyonunu
yakalama kabiliyetine gore Ol¢iilmiis ve sonuglar Troloks standardi ile

kiyaslanmistir.

ABTS"" ve ornek ekstraktlarmin reaksiyonundan 4.ve 10. dakikalardan sonra 734
nm de spektrofotometrik olarak Ol¢iim yapilmistir. Ayrica Orneklerin belirlenen
konsantrasyonlarda TEAC degerlerinin hesaplanmasi amaciyla 0-3 mM araliginda
Troloks igin aymi islemler uygulanmistir. ABTS®  inhibisyonunun oldukg¢a hizh
gerceklestigi gozlenmistir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri Troloks esdegeri

(TEAC) ve yiizde ABTS™" inhibisyonu olarak Tablo 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.
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Tablo 4.7: 4.dakikada % ABTS™ azalmasi ve Troloks esdegeri

Ornek Orneklerin baslangic | o/ ABTS-* TEAC
konsantrasyonu inhibisyonu (mM troloks)

Mor havug 200 ° 92,58 +1,7 2,79+ 0,05
100? 65,28 +£5,6 1,90+ 0,17
50° 49,69 +2,6 1,33 £0,081

Mor havug suyu | 10 100 3

konsantresi 5 69,3 +33 2,03+0,1
2,5° 50,56 + 2 1,43 + 0,06

Salgam suyu 02° 49,36 +4.6 1,39 +0,14
0,1° 30,51 +1,3 0,79 + 0,04
0,05° 23,9 +4 0,58 +0,12

Taze sikilmig nar | 0,05° 100 3

suyu 0,025b 88.5 +£1,34 2,64 £ 0,04
0,0125° 62.45+1,5 1,83 + 0,04
0,05° 100 3

Ticari nar suyu | 0,025° 72,28 £1,5 2,12+ 0,04
0,0125° 51,88 +2.,5 1,46 + 0,06
200 100 3

Nar eksisi 100 77,17+£5,2 2,27+0,16
50° 43,12 £2,49 1,22 +£0,07

a: mg ornek/ml ¢ozgen
b: ml 6rnek/ml ¢dzgen

Tablo 4.8 : 10.dakikada % ABTS*" azalmasi ve Troloks esdegeri

Ornek Orneklerin baslangic | o/ ABTS" TEAC
konsantrasyonu inhibisyonu (mM troloks)

Mor havug 200° 100 3
100" 71,5 + 2,1 2,1 +0,06
50° 519 £ 2,6 1,77 £0,08

Mor havug suyu | 10 100 3

konsantresi 5? 79,8 + 3.8 2,36 £0,12
2,5° 53,5 £ 2 1,52 £0,03

Salgam suyu 0,2° 554 + 3,6 1,59 £0,11
0,1° 32,1 £ 1,6 0,85 + 0,02
0,05° 25,9 + 2.6 0,65 +0,08

Taze sikilmig nar 0,05° 100 3

suyu 0,025° 94,65 +£2 2,83 +0,06
0,0125° 60 +35 1,73 £0,11

Ticari nar suyu 0,05° 100 3
0,025° 74,48 £2,8 22 £0,09
0,0125° 4232+0,3 1,16 0,01
200° 100 3

Nar eksisi 100 76,7 + 2 2,26 +0,06
50° 50 =47 1,41 £0,14

a: mg ornek/ml ¢ozgen
b: ml 6rnek/ml ¢dzgen

54



Belirli konsantrasyondaki orneklerin ABTS radikal katyonu yakalama aktivitesine
bakildiginda mor havug icin en etkili konsantrasyonun 200 mg/ml oldugu ve bu
konsantrasyonda ABTS®" inhibisyonunun % 100 oldugu gériilmiistiir. Mor havug
suyu konsantresi ise 10 mg/ml de % 100 inhibisyon saglamistir. Salgam suyunun ise
0,2 ml/ml konsantrasyonda yaklasik % 55 lik bir inhibisyon sagladigi goriilmiistiir.
Nar suyu ornekleri ise 0,05 ml/ml konsantrasyonda % 100 inhibasyon saglamustir.
Nar eksisi ise 200 mg/ml de % 100 inhibisyon saglamistir. Salgam suyunun diger
orneklere gore daha diigiik aktivite gosterdigi dikkat ¢ekicidir. Salgam suyu DPPH
radikaline kars1 daha yiiksek aktivite gosterirken ABTS radikal katyonuna kars1 daha
disiik aktivite gostermistir. Buradan c¢ikan sonuca gore, Orneklerin antioksidan
aktivitelerinin farkli yontemlere goére direkt olarak karsilastirilamayacagidir. Bunun
nedeni antioksidan aktivitesini O6lgen tiim bu metotlarin farkli reaksiyonlara ve

kosullara bagli olmalar1 olarak agiklanabilir.

Bu metot ile ilgili literatiirde mevcut ¢aligmalar incelendiginde, Garcia-Alanso ve
dig., (2003) 28 ¢esit meyvede antioksidan aktivitesini TEAC metodu ile
belirlemislerdir. Trabzon hurmast 406 p mol TE/g ile en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, bunu sirasi ile 192 p mol TE/g degeri ile bogiirtlen ve 163 p mol TE/g
degeri ile ¢ilek izlemistir. Nar ise yaklasik olarak 50 u mol TE/g degere sahip
goriilmils, kirmiz1 {iziim ise yaklasik 25 p mol TE/g ile nar suyundan daha diisiik
aktivite gostermistir. Blando ve dig., (2004) eksi kiraz ¢esitlerinde TEAC degerini
2000-2600 p mol TE/100 g olarak bildirmislerdir. Giilgin (2005) ise 25 pg/ml
konsantrasyonundaki kafeik asitte antioksidan aktivitesini % ABTS - inhibasyonu

olarak %92.9 olarak bulmustur.

Mor havug ve salgam suyu Ornekleri ile ilgili olarak ise literatiirde mevcut ¢alismaya

rastlanamamustir.

4.5.3. Metal Selatlama Aktivitesi

Orneklerin metal selatlama aktivitesi sonuglari Tablo 4.9°da gosterilmistir. Bu
analizde FeCl, nin ferrozin ile koyu mor renkli bir kompleks olusturmasina
dayanilarak spektrofotometrik olarak oOlgiim yapilmistir. Antioksidan maddeler
tarafindan selatlanan demir iyonlar1 ferrozin tarafindan baglanamayacagi igin
olusacak olan mor renk siddeti daha diisilk olacak ve absorbans daha diisiik

okunacaktir. Diisiik absorbans degeri yiiksek selatlama aktivitesini gostermektedir.
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Yapilan 6n denemelerde ornekler 10 dak, 30 dak ve 60 dak siire ile FeCl, ile
inkiibasyona birakilmistir. 10. ve 30. dakikalarda selatlama aktivitesinin oldukca
diisiik oldugu goriilmiistiir. Orneklerin FeCl, ile inkiibasyon siiresinin artmasi ile
selatlama etkilerinin arttig1 goézlenmis ve oOrneklerin selatlama aktivitesi 60 dak
inkiibe edildikten sonra belirlenmistir. Ayrica tiim 6rneklerin selatlama aktivitesi {i¢
konsantrasyon i¢in belirlenmistir. Yapilan 6n denemelerde konsantrasyon degerinin
belli bir degerin iizerine ¢ikmasi durumunda selatlama aktivitesinin artmadig1 aksine
azaldig1 (pro-oksidan etki) goriilmiistiir. Bu durumda maksimum gelatlama aktivitesi
0,1 ml 6rnek /ml ¢dzgen konsantrasyonundaki  taze nar suyunda (% 60.8)

gorilmiistiir.

Tablo 4.9: Orneklerin metal selatlama aktivitesi

Ornek Orneklerin baslangic | o/ Selatlama
konsantrasyonu Aktivitesi
100 * 484 + 2,7
Mor havug 50° 38,5+0,7
25° 26,3+0,8
10° 532+2
Mor havu¢ suyu konsantresi 52 43,6 0,7
2,5° 31 +£1,3
0,1° 45,7+0.8
Salgam suyu 0,05° 34,4 +2,8
0,025° 26,2 +0,9
0,1° 60,8 + 0,17
Taze sikilmis nar suyu 0,05 b 498 £1,8
0,025° 20,9 +3,5
0,1° 59,9 + 0,53
Ticari nar suyu 0,05 b 42,8 +22
0,025° 11,8 +2,1
100 * 53,4+1,28
Nar eksisi 50 344+ 1,4
25° 26 +£1,7

a: mg ornek/ml ¢ozgen
b: ml 6rnek/ml gozgen

Metal selatlama aktivitesini etkileyen en Onemli 0Ozellik, fenolik bilesiklerin
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplara ve bu fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve
bulunma miktarina baghdir. Yapisinda, -OH, -SH, -COOH, -PO3;H,, C=0, -NR;, -S-
ve —O- fonksiyonel gruplarindan en az iki tane bulunduran ve bunlarin uygun yapi
ve fonksiyonel konfiligrasyonundaki fenolik bilesiklerin, selatlama &zelliklerinin

daha iyi oldugu goriilmiistiir (Arora ve dig., 1998; Giil¢in, 2005). Bu nedenle
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orneklerin selatlama aktivitesindeki farklilik, fenolik madde miktarlarinin farkl
olmasinin yani sira, farkli yapt ve pozisyonlardaki fenolik madde gruplarina sahip

olmalart ile agiklanabilmektedir.

El ve karakaya (2004), 200 mg/l konsantrasyonundaki turp ve mor havug i¢in 60 dk
inkiibasyon siiresinden sonra alinan Olgiimlerde selatlama aktivitesini sirasiyla
%72.8 ve 78.9 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada ise mor havug i¢in % 48.4 olarak
bulunan selatlama aktivitesi, El ve karakaya’nin ¢aligmasinda bulunan sonugtan daha

diisiik gozlenmistir.

Calismada analizlenen diger ornekler ile ilgili olarak ise literatiirde mevcut ¢aligmaya

rastlanamamustir.

Kargilagtirma yapmak amaci ile literatiirde mevcut diger ¢alismalar incelendiginde
ise Gilgin (2005) 10 pg/ml konsantrasyonundaki kafeik asit icin selatlama
aktivitesini % 53.2 olarak bulurken referans antioksidanlarin ayni konsantrasyondaki
selatlama aktivitesini BHA igin, % 72.1, BHT icin % 64.3 o tokoferol i¢in % 21.6 ve
Troloks i¢in % 48.5 olarak bulmustur.

Kulkarni ve dig., (2004)’nin nar suyunda bulundugu bilinen fenolik maddelerden biri
olan punikalagin ile ilgili yaptiklar1 c¢aligmada, metal selatlama aktivitesi
punikalagin i¢in 100 pg/ml konsantrasyonda % 1.67 olarak oldukca diisiik miktarda
bulunmustur ve yapisinda olduk¢a fazla hidroksil iyonu bulunduran punikalagin
maddesinin nigin gelatlama aktivitesi gostermedigi a¢iklanamamistir. Buradan
gbzlenen sonuca gore, hidroksilasyon sayisinin, yani sira fenolik maddelerin yapisal

durumun selatlama tizerinde oldukga etkili bir faktér oldugudur.

4.5.4. Linoleik Asit Emiilsiyon Sistemi veya Demir tiyosiyanat Metodu

Bu calismada analizlenen tiim ornek ekstraktlarinin linoleik asit emiilsiyonun
sistemi iginde iyi bir antioksidan oldugu lipit peroksidasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi goriilmektedir. Tablo 4.10 ve Sekil 4.7 Orneklerin c¢esitli zaman araliklarinda

Olciilen linoleik asit peroksidasyon inhibisyon yiizdeleri gostermektedir.
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Tablo 4.10: Orneklerin ¢esitli zamanlardaki linoleik asit peroksidasyon inhibisyon

ylizdesi
Ornek 3.saat | l.giin | 2.giin | 6.giin | 10.giin
Mor havug (200 mg/ml) 16,9+0,7 | 81,4+1,3 | 81,9+0,7 | 85+2 92,9+0,5

Mor havug suyu konsantresi (20 mg/ml) 13,4+2,8 | 76,6+£0,5 | 78,3+0,5 | 83,8+0,8 | 93,4+1,2

Salgam suyu (0,2 ml/ml) 22,6+0,7 | 76,6+0,5 | 83,103 | 79,6+1,8 | 92+0,6
Taze nar suyu (0,2 ml/ml) 23,5+3,2 | 77+2,5 84+1,4 84+ 0,7 | 95,6+0,4
Ticari nar suyu (0,2 ml/ml) 17,9£2,9 | 76,9£3,1 | 81,7+0,5 | 81,6£2,2 | 91,2+1
Nar eksisi (100 mg/ml) 13+1,6 60,9+2,5 | 68,2+2,7 | 81,7+1 80,9+0,6
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Sekil 4.7: Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonunun grafiksel olarak gdsterimi

Tablo 4.10’a ve Sekil 4.7°ye bakildiginda  tim orneklerin  linoleik asit
peroksidasyonuna karst olduk¢a yiiksek inhibisyon giicline sahip oldugu
goriilmektedir. Orneklerin lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi cesitli zaman
araliklarinda 6l¢iilmiis ve inhibisyonun zamanla artti§1 goriilmiistiir. 3. saatte yapilan
Olctimlerde linoleik asitin yeterince okside olmamasi nedeni ile antioksidan madde
iceren Orneklerde absorbans degeri kontrol 6rnegine yakin bulunmustur. Linoleik
asitin zamanla okside olmasi ile kontrol drneginin absorbansi artmis ve drneklerin
lipit peroksidasyonu inhibe etme yiizdesi de zamanla artmistir ve tiim 6rneklerde en
iyi inhibisyon 10. giinde goriilmiistiir. Belirlenen konsantrasyon araligindaki 6rnek
ekstraktlarinin lipit peroksidasyonunu inhibe etme dereceleri oldukc¢a yakin olarak

hesaplanmis tiim Ornek ekstraktlar1 6. glinlin sonunda %380’in {izerinde aktivite
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gostermistir. 10. glinde ise taze nar suyu Orneginin % 95.6 ile en yiiksek aktiviteye

sahip oldugu goriilmektedir.

Literatiirde mevcut ¢alismalar incelendiginde bu calismadaki analiz 6rnekleri ile
ilgili olarak bu metot ile yapilmis ¢aligmaya rastlanamamistir. Karsilagtirma yapmak
amaci ile Gilgin (2005)’in kafeik asitte antioksidan aktivite belirleme ile ilgili
yapmis oldugu calisma incelendiginde 12. saatin sonunda yapilan l¢iimlerde kafeik
asitin linoleik asit inhibisyonunu sirasiyla 20 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonda
% 75.8, % 68.2 oldugu goriilmiistiir. Referans standart olarak kullanilan BHA, BHT,
a tokoferol ve Troloks i¢in ise 20 pg/ml konsantrasyonda linoleik asit inhibisyonunu
strastyla % 74.4, %71.2, % 54.7, % 20.1 oldugu goriilmiistiir. Que ve dig., (2006) nin
yapmis oldugu c¢alisma incelendiginde ise, linoleik asit sistemi igersinde 100 pl
olarak bulunan sar1 renkli sarap 6rneginde, 120 saat sonunda yapilan Slgiimlerde
linoleik asit inhibisyonunun % 97.99 oldugu goriilmiistiir ayrica ayni ¢aligmada 1
g/L o tokoferol ve 1 g/LL BHA referans standart maddelerinin 100 pl’si i¢in linoleik
asit inhibisyonu sirasiyla %77.1 ve % 98.35 olarak bulunmustur. Mathew ve
Abraham (2006) ise 48. saat i¢cinde yaptiklar1 6l¢iimde 200 pg/ml tar¢in kabugu
ekstraktt ve 200 pg/ml BHA igin sirasiyla % 93.3 ve % 89.8 olarak bulmuslardir.

4.5.5. indirgeme Giicii Metodu (Rediiktif Potansiyel)

Orneklerin demir(IlI) iyonlarini indirgeme giiciine dayanilarak antioksidan aktivitesi
belirlemeye dayanan bu yontemde her bir analiz 6rnegi icin uygun olan iki
konsantrasyonda calisilmis ve sonuglar askorbik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak askorbik asit standartina ¢evrilerek karsilastirilmistir. Sekil

4.8 askorbik asitin indirgeme giiclinli gostermektedir.

y=7,1776x+ 02618
R =09664

10 |

o
N

o
w

SE0
0
SPO
S04
50
90 -
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askorbik asit (rmg/m)
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<00

Sekil 4.8 : Askorbik asitin indirgeme giiciine dayanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.11°de 6rneklerin askorbik asit esdegeri gosterilmistir. En yiliksek deger 10
mg/ml konsantrasyonundaki mor havu¢ suyu konsantresinde goriilmiistiir, ardindan
0,2 ml/ml konsantrasyonundaki taze ve ticari nar suyu Ornegi gelmektedir.
Analizlenen orneklerin igerisinde en diisiik indirgeme giicii ise salgam suyunda
goriilmiistiir. Yapilan 6n denemelerde 6rnek konsantrasyonlarinin bu analiz igin
hesaplanmis olan konsantrasyon degerlerinin iizerine ¢ikarilmast durumunda
indirgeme giiciiniin artmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni ise antioksidan maddelerin
belirli bir konsantrasyonun iizerinde azalma egilimi (pro-oksidan etki) gostermeleri

ile agiklanabilmektedir.

Tablo 4.11: Orneklerin askorbik asit esdegeri olarak indirgeme giicii

Ornek Orneklerin baslangic Askorbik asit esdegeri
konsantrasyonu (mg/ml)
Mor havug 100 0,16 £0,01
50° 0,13 +0,01
Mor havug¢ suyu konsantresi 10*° 0,25 £0,05
5°¢ 0,18 +0,07
Salgam suyu 02° 0,08 +£0,01
0,1° 0,05 +0,001
Taze sikilmis nar suyu 0,2 b 0,2 +0,05
0,1° 0,15 0,01
Ticari nar suyu 02° 0,20 +0,01
0,1° 0,17 +0,01
Nar eksisi 100 * 0,15 +0,01
50° 0,14 +£0,01

a: mg ornek/ml ¢ozgen
b: ml 6rnek/ml ¢dzgen

Analizlenen 6rneklerin indirgeme giict ile ilgili olarak literatiirde mevcut ¢alismaya
rastlanamamistir. Liyana-Patrihana ve dig., (2005) bir ¢esit kiraz (Laurocerasus
officinalis Roem) tiirlinde ve pekmezinde antioksidan aktivitesini indirgeme giicii
metodu ile belirlemisler ve sonuglar pM askorbik asit cinsinden ifade etmislerdir.
Kiraz i¢in 100 ppm, 200 ppm ve 400 ppm konsantrasyonlarda sirast ile 7 £ 0.1 pM,
11.8 £ 0.1 uM, 20,7 = 0.1 uM olarak, pekmezinde ise 100 ppm, 200 ppm ve 400
ppm konsantrasyonlarda sirasiile 6.2 + 0.2 uM, 17.2 £ 0.5 uM, 393 + 0.7 uM
olarak hesaplanmistir. Katesin referansi ise 100 ppm , 200 ppm ve 400 ppm de 622
uM olarak hesaplanmaistir.

Que ve dig., (2006)’nin yapmis oldugu calisma incelendiginde ise, 200 pl sar1 renkli

sarap Ornedi i¢in indirgeme giliclinii yaklasik 0,3 Abs degeri olarak bulunmustur.
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Indirgeme giiciinii referans standartlardan 200 ul ve 1 g/L a tokoferol ve 1 g/L

BHA i¢in ise sirastyla 1.1 ve 0.7 Abs degeri olarak bulmuslardir.

4.6. Orneklerin Fenolik Madde Profilleri

Antioksidan aktiviteleri gesitli metotlar ile ve fenolik madde miktarlar1  Folin-
ciocalteu metodu ile belirlenmis olan 6rneklerin, fenolik madde profilleri HPLC
sisteminde tanimlanmustir. Standartlara ait kolonda alikonma siireleri Tablo 4.12°de

verilmistir.

Mor havug suyu konsantresi ekstraksiyonuna ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.9
ve Sekil 4.10°da ve degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.13’de, Mor havug ekstraktina
ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de ve degerlendirme sonuglari
Tablo 4.14°de, salgam suyu ekstraktina ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14’de degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.15°de, Taze nar suyu ekstraktina ait
HPLC kromatogramlart Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da ve degerlendirme sonuglari
Tablo 4.16° da, Ticari nar suyu ekstraktina ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.17
ve Sekil 4.18’de degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.17°de, Nar eksisi ekstraktina ait
HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.19°ve Sekil 4.20’de degerlendirme sonuglar1 Tablo

4.18’ de, verilmistir.

Tablo 4.12: Standartlara ait kolonda alikonma sureleri

Alikonma Siiresi (dak.) Fenolik bilesen

5.9 Gallik asit

8.7 3,4 Dihidroksibenzoik asit
9.2 (-)- Gallokatesin

18.4 (+)- Katesin

20.5 Klorojenik asit

22.6 Kafeik asit

24.9 (-)- Epigallokatesingallat
26.6 Sirinjik asit

27.1 (-)-Epikatesin

31.9 P-Kumarik asit

36.7 Sinapik asit

36.8 Ferulik asit

39.6 Rutin

56.2 Kuersetin dihidrat

56.8 (-)-Katesin

57.5 Luteolin
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Sekil 4.9: Mor havu¢ suyu konsantresi ekstraktina ait 280 nm de HPLC
kromatogrami

Tablo 4.13: Mor havug suyu konsantresi ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) Fenolik madde Alan | % Alan | Yiikseklik | Miktar
(mg/Kg)
3.103 Solvent piki 124009 |2.90 37617 -
3.888 ™ 29962 | 0.70 8343 -
10.046 3.4 dihidroksibenzoik 48235 | 1.13 4057 180
asit
19.936 Klorojenik asit 1666160 | 38.93 118643 5900
21485 Kafeik asit 189355 | 4.42 8355 186
22.340 ™ 18056 0.42 1337 -
24255 (-)-Epigallokatesingallat | 36431 [ 0.85 2529 320
26.381 Sirinjik asit 12857 | 0.30 889 47
27.203 (-) - Epikatesin 57604 | 1.35 2458 355
29.002 ™ 98573 2.30 4491 -
30.016 ™ 24175 | 0.56 1490 -
35.605 Antosiyanin 379050 | 8.86 6756 -
37.388 Antosiyanin 1240583 | 28.98 80243 -
38.420 Antosiyanin 355353 | 8.30 24609 -
TM: Tanimlanamayan madde
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Sekil 4.10 : Mor havug suyu konsantresi ekstraktina ait 520 nm de HPLC
kromatogrami
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Elde edilen kromatogram sonuglarina goére mor havu¢ suyu konsantresinde 3.4
dihidroksibenzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, (-)- epikatesin, (-) epigallokatesin
gallat ve sirinjik asit varligi tanimlanmistir. Klorojenik asitin 5900 mg/kg ile mor
havug suyu konsantresine ait temel fenolik bilesen oldugu goriilmektedir. Kammarer
ve dig., (2004)’in, mor havug ekstraktinda yaptiklar1 ¢calismada p-kumarik, kafeik
ve ferulik asit gozlenmis ve ayrica hidroksi benzoik asit tiirevleri ve kuersetin
glikozit de tespit edilmistir. Kammarer ve dig yapmis oldugu calismada klorojenik
asit mor havug’un koklerinde 657 mg/kg ile ve konsantresinde 5815 mg/kg ile en
baskin bilesen oldugu belirtilmistir. Ayrica mor havug’un fenolik maddelerden olan
antosiyaninlerce zengin oldugu bilinmektedir. Mor havucta bulunan antosiyaninler
acillenmis yapida olan veya agillenmemis olan siyanidin tiirevleridir. Bu ¢alismada
antosiyanin madde varlig1 ayni1 kromatografik kosullarin 520 nm deki dalga boyunda
incelenmesi ile belirlenmistir. 280 nm ve 520 nm deki pikler incelendiginde 520 nm
deki kromatogramin daha sade oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni fenolik
maddelerden antosiyaninlerin goriiniir 15181 510-535 nm arasinda absorblarken diger
fenolik maddelerin bu dalga boyu aralifinda renksiz olmalaridir. Bu calismada
Revilla ve Ryan (2000)’in {iziim ve sarap ekstraktlarindan HPLC yontemi ile
antosiyanin ve diger fenolik maddelerin ayrimi1 icin kullandiklar1 farkli dalga boyu
yontemi 6rnek alimmustir. Sonug olarak 35.6, 37.3, 38.4 dak’larda gozlenen piklerin
antosiyaninlere  ait oldugu  belirlenmistir.  Kromatogram incelendiginde
antosiyaninlerin yiizde olarak tiim fenolik maddelerin i¢inde yaklasik % 47.5° lik

alan taradig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.11: Mor havug ekstraktina ait 280 nm de HPLC kromatogrami
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Tablo 4.14: Mor havug ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) Fenolik madde Alan % Yiikseklik | Miktar
Alan (mg/Kg)

3.268 Solvent piki 129055 [10.12 |40934 -

4.066 ™ 29549 2.32 7867 -

5.040 ™ 51144 4.01 4889 -

8.210 3,4 dihidroksibenzoik asit 59985 4.71 2561 21.47
15.599 ™ 15108 1.19 1139 -
19.418 Klorojenik asit 17447 1.37 1233 6
23.765 ™ 22742 1.78 1686 -
24.803 (-)-Epigallokatesingallat 33311 2.61 2676 27.46
26.833 (-)- Epikatesin 114143 [8.95 3099 78.16
34.383 Antosiyanin 172432 [ 13.53 |6204 -
37.423 Antosiyanin 592234 [46.46 |40437 -
38.461 Antosiyanin 26018 2.04 1893 -
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Sekil 4.12: Mor havug ekstraktina ait 520 nm de HPLC kromatogrami

Elde edilen kromatogram sonuglarmma goére mor havug ekstraksiyonunda 3.4
dihidroksibenzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, (-)- epigallokatesin gallat ve (-)-
epikatesin varlig1 tanimlanmistir. Mor havugun konsantresinde goriilen kafeik asit
ve sirinjik asit disindaki tiim fenolikler mor havug ekstraksiyonunda da goriilmiistiir.
Ancak klorojenik asit mor havugta c¢ok diisiik miktarda goriilmistir. 3,4
dihidroksibenzoik asit  degeri konsantresinde 180 mg/kg iken mor havug
ekstraktinda  21.47 mg/kg (%88 azalma), (-) epigallokatesin gallat degeri
konsantesinde 320 mg/kg iken mor havug ekstraktinda 27.46 mg/kg (% 91 azalma),
(-) — epikatesin degeri konsantresinde 355 mg/kg iken mor havug ekstraktinda 78.16
mg/kg (%75 azalma) olarak goriilmistir. 280 nm ve 520 nm deki her iki
kromatogram incelendiginde 35.4, 37.2, 38.1.dak’larda goriilen piklerin
antosiyaninlere  ait oldugu  belirlenmistir. ~ Kromatogram  incelendiginde
antosiyaninlerin yiizde olarak tiim fenolik maddeler icinde yaklasik % 69’ lik alan

taradigr goriilmektedir.
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Sekil 4.13: Salgam suyu ekstraktina ait 280 nm de HPLC kromatogrami

Tablo 4.15: Salgam suyu ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) | Fenolik madde Alan % Alan | Yiikseklik | Miktar
(mg/L)
3.109 Solvent piki 626999 4.95 94975 -
3.933 ™ 67013 0.53 15866 -
20.014 Klorojenik asit 1686821 13.32 118699 1194
23.149 Kafeik asit 61760 0.49 4376 0.826
29.516 ™ 215982 1.71 6583 -
32.668 p- Kumarik asit 1452583 11.47 45451 30.75
38.197 Antosiyanin 3391016 26.78 194965 -
39.316 Antosiyanin 5162180 40.76 241723 -
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Sekil 4.14: Salgam suyu ekstraktina ait 520 nm de HPLC kromatogrami

Elde edilen kromatogram sonuglarina gore salgam suyunda klorojenik asitin 119.4
mg/L ile en baskin fenolik oldugu goriilmektedir. Klorojenik asitin yan1 sira salgam

suyunda 30.75 mg/L p-kumarik asit varligr tanimlanmistir ayrica c¢ok diisiik
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miktarda kafeik asit goriilmiistiir. 520 nm deki

kromatogram incelendiginde ise

35.5,37.2, 38.1 dak larda goriilen piklerin salgam suyu antosiyaninlerine ait oldugu

goriilmektedir. Antosiyaninlerin ise yiizde olarak

yaklagik % 65’ lik alan taradigr  goriilmektedir.
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Sekil 4.15: Taze nar suyu ekstraktina ait 280 nm de HPLC kromatogrami

Tablo 4.16: Taze nar suyu ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) | Fenolik Alan % Alan Yiikseklik Miktar (mg/L)
madde
3.088 Solvent piki | 8316512 | 26.46 1357418 -
3.859 ™ 672310 |2.14 123567 -
5.050 ™ 986755 3.14 96057 -
5.406 Gallik asit 591032 1.88 37280 3
9.002 -)- 5381890 |[17.12 213195 162
Gallokatesin
12.277 ™ 1714084 |5.45 58268 -
15.401 ™ 8627183 |27.44 356779 -
18.219 (+) — Katesin | 239791 0.76 12975 30
19.939 Klorojenik 303392 0.97 22344 20.6
asit
21.332 Kafeik asit 1154236 | 3.67 90451 31.7
22.714 ™ 624244 1.99 48162 -
29.513 ™ 1122964 |3.57 74771 -
34.734 ™ 827867 |2.63 11984 -
37.652 Ferulik asit | 351749 1.12 25200 15.6
38.465 ™ 403607 1.28 27294 -
39.204 Rutin 118252 0.38 8083 16.9
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Sekil 4.16: Taze nar suyu ekstraktina ait 520 nm de HPLC kromatogrami

Nar suyunun hidrolize olabilen tanenler ve antosiyaninlerce zengin bir {iriin oldugu
bilinmektedir. Nar suyunda bulunan hidrolize tanenlerin 417.3-556.6 mg/g
antosiyaninlerin ise 161.9-387.4 mg/L araliginda oldugu rapor edilmistir (Gil ve
dig., 2000). Du ve dig., (1970) pelargonidin, delphinidin, ve siyanidin-3-glikozit ve
3,5 diglikozit antosiyaninlerini nar suyunda tanimlamislardir. Yakin zamanlarda ise
Gil ve dig., (2000) Siyanidin 3-glikozit’in 59.5- 128 mg/L ile nar suyunun temel
antosiyanini oldugunu belirtmislerdir. Nar suyunda bulunan hidrolize tanenler ise
gallotanenler, elajik asit, galliltanenler, punikalagin ve punikalin olarak belirtilmigtir
(Gil ve dig., 2000). Bunlarin yani sira nar suyunda diisiik miktarlarda katesin,
epikatesin, gallokatesin, prosiyanidin varligi tanimlanmistir (de Pascual-Teresa ve

dig., 2000).

Bu calismadaki kromatogram sonuglarina gére taze nar suyu orneginde gallik asit,
(-)- gallokatesin, (+) — katesin, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve rutin varlig
tanimlanmistir. (-)- gallokatesin 162 mg/L ile en yiiksek degere sahiptir. Ayrica 520

nm deki kromatogramda goriilen pikler nar suyu antosiyaninlerine aittir.

0,050+

J.U0Y

0,040
0030

o
<<

0020

00104 |4

A\

] A e
0000 ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [
000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500  60.00

Minutes

Sekil 4.17: Ticari nar suyu ekstraktina ait 280 nm de HPLC kromatogrami
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Tablo 4.17: Ticari nar suyu ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) | Fenolik madde Alan % Alan | Yiikseklik Miktar
(mg/L)
3.089 Solvent piki 6810588 | 65.85 2049355 -
5412 Gallik asit 129582 [12.53 74249 7.8
9.352 (-)- Gallokatesin 148565 |[1.44 9557 13.6
10.467 ™ 69156 0.67 3920 -
19.384 (+) — Katesin 193946 | 1.88 8447 24.4
20.013 Klorojenik asit 113432 [ 1.10 7077 7
21.513 ™ 157577 |[1.52 8370 -
22421 Kafeik asit 113233 [ 1.09 7321 1.5
25.504 (-)-Epigallokategingallat | 73594 0.71 3193 18.2
26.137 ™ 100638 [0.97 4878 -
29.588 ™ 92181 0.89 7062 -
32.726 P-kumarik asit 344292 |3.33 6643 6.26
37.382 Ferulik asit 829590 |[8.02 21566 38.2
TM: Tanimlanamayan madde
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Sekil 4.18: Ticari nar suyu ekstraktina ait 520 nm de HPLC kromatogrami

Kromatogram sonuglarina gore ticari nar suyu orneginde gallik asit, (-)- gallokatesin,
(+)- katesin, klorojenik asit, kaffeik asit, (-)- epigallokatesingallat  varlig
tanimlanmistir. (-)- gallokatesin 13.6 mg/L ile taze nar suyu ornegine gore (162
mg/L) % 91 daha az goriilmiistiir. Bunun yani sira gallik asit miktar1 7.8 mg/L ile
taze nar suyundan (3 mg/L ) daha fazla goriilmiistiir. Ticari nar suyunda 24.4 mg/L
olarak bulunan (+)- katesin miktarlar1 her iki nar suyu tiirinde de yakin
goriilmiistiir. Klorojenik asit miktar1 7 mg/L ile taze nar suyuna gore (20.6 mg/L) %
66 daha az gorilmiistiir. Ticari nar suyunda goriilen 1.5 mg/L ile kafeik asit
miktarida taze nar suyuna gore (31.7 mg/L) ¢ok diigiiktiir. Ayrica ticari nar suyu
orneginde taze nar suyunda goriilmeyen (-)- epigallokatesingallat (18.2 mg/L)
varhigi tanmimlanmistir. Ferulik asit miktar1 ise (38.2 mg/L) ile taze nar suyunda
goriilen ferulik asitin yaklasik iki kat1 olarak bulunmustur. Her iki nar suyu
orneginde goriilen fenolik maddeler arasindaki nitelik ve nicelik farklilig1 kullanilan

hammaddeden ve ticari nar suyu ornegine uygulanan 1sil islemden kaynaklandigi
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diistintilmektedir. Ayrica 520 nm deki kromatogram incelendiginde antosiyaninlere
ait pike rastlanamamistir, bunun nedeni ise yine ticari nar suyuna uygulanan 1sil

islem sonucu antosiyaninlerin degrade olmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.19: Nar eksisi ekstraktina ait 280 nm de HPLC kromatogrami

Tablo 4.18: Nar eksisi ekstraktindaki fenolik bilesikler

Alikonma siiresi (dak) | Fenolik madde Alan % Alan | Yiikseklik | Miktar (mg/Kg)
3.060 Solvent piki 7125714 3491 1777674 -
5.621 Gallik asit 1029524 5.04 128113 30
9.116 (-)- Gallokatesin 9722523 47.64 842319 1484
14.445 ™ 424568 2.08 12296 -
18.979 (H)- Katesin 419844 2.06 10443 263
21.105 Klorojenik asit 156481 0.77 8341 50.4
22.006 Kafeik asit 144744 0.71 8111 12
25.679 Q) 156097 0.76 6891 222
Epigallokatesingallat
29.082 ™ 140875 0.69 11576 -
32.207 P-kumarik asit 89723 0.44 3076 3.18
36.780 Ferulik asit 999960 4.90 46200 231
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Sekil 4.20: Nar eksisi ekstraktina ait 520 nm de HPLC kromatogrami
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Kromatogram sonuglara gore nar eksisi Orneginde gallik asit, (-)- gallokatesin,
(+)- katesin, klorojenik asit, kafeik asit, (-) epigallokatesin gallat  varlhig
tanimlanmistir. (-)- gallokatesin 1484 mg/kg ile en baskin fenolik madde olarak
goriilmektedir. Nar eksisi 0rneginin taze nar suyu ve ticari nar suyunda goriilen
fenolik maddeler ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. 520 nm deki kromatogram
incelendiginde ise yine ticari nar suyu orneginde oldugu gibi antosiyaninlere ait pik
goriilememistir. Bunun nedeni ise nar eksisinin nar suyunun kaynatilmasi (yiiksek
1s11 isleme maruz kalma) sonucu elde edilen bir iiriin olmasi ve bu esnada

antosiyaninlerin degradasyona ugramasi olarak diigiiniilmektedir.

Orneklerin kromatogram sonuglarindan ¢ikan bilgiler ve antioksidan aktiviteleri
arasindaki iliski incelendiginde, mor havu¢ suyu konsantresinde goriilen yiiksek
antioksidan aktivitesi, icerdigi, klorojenik asit, 3,4 dihidroksi benzoik asit, kafeik
asit, gibi fenolik maddelerle iliskilendirilebilir. Yapisinda olduk¢a fazla miktarda
hidroksil iyonu iceren ve dolayisi ile antioksidan aktivitesi yiiksek olan klorojenik
asit mor havug suyu konsantresinde oldukca yiiksek oranda gézlenmistir. Mor havug
suyu konsantresi 6nemli miktarlarda kafeik asit de icermektedir ve yine kafeik asit
de fazla mikarda hidroksil iyonu i¢eren yapisi itibari ile gii¢lii bir antioksidan oldugu

bilinmektedir.

Literatiir kisminda deginildigi gibi antioksidan aktivitesi belirlemede en Onemli
parametre hidroksilasyon derecesi ve pozisyonudur. Analiz sonucu Orneklerde
tanimlanan kumarik asit ve ferulik asit gibi bazi yaygin fenolikler nispeten daha
diisiik antioksidan aktivite géstermelerine ragmen kafeik asit ve klorojenik asit gibi
molekiillerinde daha fazla fenolik hidroksil tagiyan maddelerde antioksidan aktivitesi
daha yiiksektir. Benzoik asit iskelet yapis1 gosteren gallik asit ve esterleri ise bilinen
en iyi gl¢lii antioksidanlardandir, ticari nar suyu ve nar eksisi drneklerinde énemli
miktarda tanimlanan EGCG’in  (epigallokatesin gallat) en umut vaad edici

antikansorejen maddelerden biri oldugu rapor edilmistir (Hudson, 1990; Naczk ve

Shaidi, 2004).

4.7. Antioksidan Aktivitesi ve Fenolik Madde Icerigi Arasindaki Iliski

Orneklerin antioksidan aktivitesi ile fenolik madde igerigi arasindaki iliskiyi
incelemek amaciyla DPPH yontemi ile gerceklestirilen antioksidan aktivitesi

sonuglari ile fenolik madde (toplam fenolik, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin)
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igerikleri arasinda regresyon analizi yapilmistir. Sonuglar Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve

Sekil 4.23’te verilmistir. Lineer regresyon varyans analizi sonuglar1 EK B’de ve

Tablo B7, Tablo B8 ve Tablo B9’da detayl1 olarak verilmistir.

mikromd TEfg = - 5,554 + 17,41 Fenolik madde icendi {mglg)
330 5 28,965
R-5q 91,0%
2 = R-Sqladi] 90,59
230 4
=]
—_—
B 200 -
=]
& 150 4
E
100 4
50 4
D L T T T T T T T T T T
a 2 4 G g 10 12 14 16 1=
Fenolikk madde 1cerngi {mg/g)

Sekil 4.21: Toplam fenolik madde icerigi ve DPPH yontemi (umol TE/g) ile
antioksidan aktivitesi regresyon analizi grafigi

mikromal TEfg = 21,16+ 1682 Flavonoid madde icerifi (mgfg)
3304 s 20,269
o R-5q 95,6%
200 4 R-Sqladj) 95,3%
.

290 4 L]
=]
—
B 200
o _
& 130
E
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w4{ ¥
"y
D L T T T T T T T T T T
oo o2 o4 o066 o082 1,0 1,2 1,4 16 1,8
Flavonoid madde iceri@ (mg/g)

Sekil 4.22: Toplam flavonoid madde icerigi ve DPPH yontemi (umol TE/g) ile
antioksidan aktivitesi regresyon analizi grafigi
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mikromol TEf = 28,76+ 23,19 Antosivanin madde iceridl (mgfg)
3304 s 21,5930
. R-5q 349%
300 RSgladil  946%
230 1
=2
o
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E
£ 1501
o
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Antosivanin madde icerigi (mg/g)

Sekil 4.23: Toplam antosiyanin madde igerigi ve DPPH ydntemi (umol TE/g) ile
antioksidan aktivitesi regresyon analizi grafigi

Regresyon katsayilar1 incelendiginde orneklerin fenolik madde, flavonoid madde ve
antosiyanin madde icerigi ile antioksidan aktivitesi arasindaki iligkinin oldukca
onemli oldugu goriilmektedir (P<0,05). Buradan ¢ikan sonuca gore yiiksek fenolik

madde icerigi yiiksek antioksidan aktivite ile iligkilendirilebilir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada fenolik maddeler acisindan zengin olan taze sikilmis nar suyu, ticari
nar suyu, nar eksisi, mor havug, mor havu¢ suyu konsantresi ve salgam suyu
orneklerinin  toplam fenolik madde igerikleri ve fenolik madde profilleri ortaya

konularak antioksidan aktiviteleri ¢esitli yontemler ile belirlenmeye calisilmistir.

Analizlenen tiim ornekler incelendiginde yiiksek fenolik madde miktar1 yiiksek
antioksidan aktivite ile iligkilendirilebilir. Antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu
orneklerde toplam fenolik maddenin de daha yiiksek oldugu goriilmistiir, ancak
sonuglar dikkatle incelendiginde yliksek fenolik madde miktarina sahip olmanin, tim
antioksidan aktivitesi metodlarinda yiiksek sonug vermedigi goriilmiistiir. Ornegin
salgam suyu ve mor havug 6rnekleri hemen hemen ayni miktarlarda fenolik madde
icermelerine ragmen, uygulanan antioksidan aktivite metotlarinda mor havucun daha
yuksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ise HPLC analizi
incelendiginde icerdikleri fenolik maddeler arasinda farkliliklar olmasindan
kaynaklandig1 diisliniilmektedir. Ayrica tiim antioksidan aktivitesi analizi sonuglari
incelendiginde analiz 6rneklerinin her bir yontem i¢in yiiksek antioksidan aktivitesi
siralamasinda da farkliliklar olabildigi goriilmektedir. Bundan otiirtidiir ki tek bir
yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda kesin bir karar vermek dogru bir yaklasgim
degildir. Her bir antioksidanin farkli radikallere karst farkli reaksiyon
mekanizmasina sahip olabilecegi bilinen bir gercektir. Bu ¢alismada da bu durum
gozlenmistir. Ornegin DPPH radikaline karsi oldukca aktif olan salgam suyu
orneginin ABTS radikal katyonuna  karsi daha diisiik reaktivite gosterdigi
gbzlenmistir. Antioksidan aktivitesi belirlemede reaksiyon mekanizmasi oldukca
onemli oldugundan ve her bir 6rnegin igerdigi antioksidan ve oksidan arasindaki
reaksiyon tam olarak bilinemediginden otiirii, farkli yontemler ile antioksidan
aktivitesi 6lgmenin daha kesin bir yargiya varmada 6nemli oldugu goriilmektedir.
Ayrica antioksidan aktivite metodunun fizyolojik kosullar1 yansitabilmesi de

olduk¢a Onemlidir. Bu calismada se¢ilen DPPH ve ABTS radikali yakalamaya
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dayanan yoOntemlerin oldukga kararli, deneysel olarak kesinligi ve tekrarlanabilirligi
yiiksek metotlar oldugu goézlenmesine ragmen bu radikallerin fizyolojik kosullari
tam olarak yansittig1 sdylenemez bu nedenle linoleik asit emiilsiyon sistemi, metal
selatlama gibi fizyolojik kosullar1 daha ¢ok yansitan diger metotlarin sonuglarinin da
destekleyici ve giivenilirligi artirici etkisi olmustur. Kisaca sOylemek gerekirse;
antioksidan aktivitesi belirlenirken, farkli yontemler kullanarak canli sistemlerdeki
biyokimyasal olaylar1 g6z Oniinde bulundurarak, fizyolojik kosullar1 daha fazla
yansitacak ve ayni zamanda kesinligi ve tekrarlanabilirligi yiiksek metotlarin
uygulanmasi oldukg¢a yararli olacaktir. Ancak calisma sonuglari ve ayni zamanda
calisma sirasinda yapilan literatiir taramalar1 gostermektedir ki gidalardaki ve
biyolojik orneklerdeki antioksidan kapasiteyi giivenilir sekilde olgen bu analiz
metotlarinin farkli arastirma gruplar tarafindan rapor edilen sonuglarimi birbiri ile

karsilastirmak acisindan giicliik ¢cekilmektedir.

Uygulanan antioksidan aktivitesi metotlar1 incelendiginde taze sikilmis nar suyu
Orneginin tlim analiz metotlarinda olduk¢a yiiksek aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ticari nar suyu 6rnegi ve nar eksiside kismen yiiksek aktiviteye sahip
olsa da taze sikilmis nar suyundan daha diisiik aktivite gdstermektedir. Bunun nedeni
olarak ise proses sirasinda uygulanan 1s1l islem ve hammade farklilig1 olarak 6ne

surtlebilir.

HPLC analizi incelendiginde ise mor havug, konsantresi ve salgam suyu i¢in
kromatogram sonuglarinin daha diizgiin ve sade oldugu goriilmektedir. Bununda
nedeni bu TUriinlerin antosiyaninler disindaki fenolik maddeleri daha az oranda
icermelerinden kaynaklanmaktadir. Mor havug konsantresi ve salgam suyu onemli
miktarda fenolik asit i¢cermekte, ancak bununla birlikte acgikca goriilmistir ki
icerdigi fenolik maddelerin ¢ogu antosiyaninlerden kaynaklanmaktadir. Nar suyu ve
nar eksisi 6rneklerinin kromatogram sonuglarina gore ise literatiirde mevcut olan nar
suyu bilesenlerinin bir bdliimii bu sistemle tanimlanamamaistir. Nar suyunun icerdigi
tanenler, fenolik asitler, antosiyaninler gibi fenolik madde grubunun ¢ok cesitli
olmasi nar suyunun fenolik madde profilini daha karmagsik hale getirmektedir. Bu
nedenle bu ¢alismada go6zlenen sonuglar dahilinde nar suyunun fenolik bilesenlerini
analiz etmeden 6nce fenolik maddeleri igerdigi gruba gore ayirma, saflastirma gibi

daha farkli iglemlerin uygulanmasi 6nerilebilir.
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Sonug olarak, nar suyunun potansiyel bir antioksidan oldugu ve saglik iizerine olan
yararlar1 giiniimiizde artik ¢ok iyi bilinmektedir. Bu calisma ise taze sikilmis nar
suyunun ve ticari nar suyunun ayrica yine nardan elde edilen ve iilkemizde oldukga
yaygin olarak kullanilan bir iiriin olan nar eksisinin antioksidan aktivitelerinin

karsilastirilmasi agisindan fikir vermektedir.

Mor havug ise son zamanlarda daha cok yayginlasan salgam suyu iiretiminde
kullanilan bir sebzedir. Fenolik maddeler ve antioksidan aktiviteleri ile ilgili olarak
literatiirde bugiine kadar mevcut calismalar incelendiginde ise mor havucun
antioksidan aktivitesi ile ilgili olan ¢alismalarin olduk¢a az oldugu goriilmiistiir. Bu
calismadan ¢ikan sonuglarin, literatiirdeki boslugu doldurmak adina oldukga yararh

olacag diisiiniilmektedir.

Son olarak, mor havug ve salgam suyunun iyi bir antioksidan oldugu ancak nar
suyuna gore daha diisiik aktivite gosterdigi sOylenebilir. Mor havucun konsantre
edilmis halinin ise oldukca yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu agikca

goriilmektedir.
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Sekil A.3: Ferulik asit standardi kalibrasyon egrisi
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Sekil A.7: Kafeik asit standardi kalibrasyon egrisi
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EK B: Istatistiksel Analizler

Tablo B.1: Orneklerin fenolik madde (mg/g) varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Kareler F degeri P degeri
toplami ortalamasi

Ornek 451,8518 5 90,3704 1530,90 0,000

Hata 0,7084 12 0,0590

Toplam 452,5602 17

Tablo B.2: Orneklerin fenolik madde
ile karsilastirilmasi

iceriginin % 95 giiven aralifinda Tukey testi

Karsilastirilan 6rnekler Alt limit Orta Ust limit
Mor havu¢ & mor havug suyu konsantresi 13,836 14,502 15,168
Mor havu¢ & nar eksisi 1,003 1,670 2,336
Mor havug & salgam suyu -0,689 -0,023 0,643
Mor havug & taze nar suyu 4,047 4713 5,379
Mor havug & ticari nar suyu 1,825 2,492 3,158
Mor havug suyu kons & nar eksisi -13,499 -12,832 -12,166
Mor havug suyu kons & salgam suyu -15,191 -14,525 -13,859
Mor havug suyu kons & taze nar suyu -10,455 -9,789 -9,123
Mor havug suyu kons & ticari nar suyu -12,676 -12,010 -11,344
Nar eksisi & salgam suyu -2,359 -1,693 -1,026
Nar eksisi & taze nar suyu 2,377 3,043 3,710
Nar eksisi & ticari nar suyu 0,156 0,822 1,488
Salgam suyu & taze nar suyu 4,070 4,736 5,402
Salgam suyu & ticari nar suyu 1,848 2,515 3,181
Taze nar suyu & ticari nar suyu -2,888 -2,221 -1,555

Tablo B.3: Orneklerin flavonoid madde (mg/g) varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Ortalama F degeri P degeri
toplamu

Ornek 5,03696 5 1,00739 549,02 0,000

Hata 0,02202 12 0,00183

Toplam 5,05898 17
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Tablo B.4: Orneklerin flavonoid madde igeriginin % 95 giiven

testi ile karsilagtirilmasi

araliginda Tukey

Karsilastirilan 6rnekler Alt limit Orta Ust limit
Mor havug & mor havug suyu konsantresi 1,2942 1,4117 1,5291
Mor havug¢ & nar eksisi -0,1871 -0,0697 0,0478
Mor havug & salgam suyu -0,0295 0,0880 0,2055
Mor havug¢ & taze nar suyu -0,0851 0,0323 0,1498
Mor havug & ticari nar suyu -0,1718 -0,0543 0,0631
Mor havug suyu kons & nar eksisi -1,5988 -1,4813 -1,3639
Mor havug suyu kons & salgam suyu -1,4411 -1,3237 -1,2062
Mor havug suyu kons & taze nar suyu -1,4968 -1,3793 -1,2619
Mor havug suyu kons & ticari nar suyu -1,5835 -1,4660 -1,3485
Nar eksisi & salgam suyu 0,0402 0,1577 0,2751
Nar eksisi & taze nar suyu -0,0155 0,1020 0,2195
Nar eksisi & ticari nar suyu -0,1021 0,0153 0,1328
Salgam suyu & taze nar suyu -0,1731 -0,0557 0,0618
Salgam suyu & ticari nar suyu -0,2598 -0,1423 -0,0249
Taze nar suyu & ticari nar suyu -0,2041 -0,0867 0,0308

Tablo B.5: Orneklerin antosiyanin madde (mg/L) varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Kareler F degeri P degeri
toplam1 ortalamasi

Ornek 128804405 5 25760881 1612,74 0,000

Hata 191680 12 15973

Toplam 128996085 17

Tablo B.6: Orneklerin antosiyanin madde igeriginin % 95 giiven araliginda Tukey

testi ile karsilagtirilmasi

Karsilastirilan 6rnekler Alt limit Orta Ust limit
Mor havug & mor havug suyu konsantresi 6335,2 6681,8 7028,4
Mor havu¢ & nar eksisi -1142,7 -796,1 -449.5
Mor havug & salgam suyu -293,6 53,0 399,6
Mor havug & taze nar suyu -990,8 -644,2 -297,6
Mor havug & ticari nar suyu -1134,6 -788,0 -441,4
Mor havug suyu kons & nar eksisi -7824.5 -7477,9 -7131,3
Mor havug suyu kons & salgam suyu -6975,5 -6628.,9 -6282.,3
Mor havug suyu kons & taze nar suyu -7672,6 -7326,0 -6979,4
Mor havug suyu kons & ticari nar suyu -7816,5 -7469.,9 -7123.3
Nar eksisi & salgam suyu 502,5 849,1 1195,7
Nar eksisi & taze nar suyu -194,7 151,9 498,5
Nar eksisi & ticari nar suyu -338,5 8,1 354,7
Salgam suyu & taze nar suyu -1043,8 -697,2 -350,6
Salgam suyu & ticari nar suyu -1187,6 -841,0 -494,4
Taze nar suyu & ticari nar suyu -490,4 -143,8 202,8
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Tablo B.7: Antioksidan aktivitesi (DPPH metodu) ile toplam fenolik madde
igeriginin regresyon varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Kareler F degeri P degeri
toplami ortalamasi

Regresyon 136329 1 136329 162,26 0,000

Hata 13443 16 840

Tablo B.8: Antioksidan aktivitesi (DPPH metodu) ile toplam flavonoid madde
igeriginin regresyon varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Kareler F degeri P degeri
toplami ortalamast

Regresyon 143198 1 143198 348,53 0,000

Hata 6574 16 411

Tablo B.9: Antioksidan aktivitesi (DPPH metodu) ile toplam antosiyanin madde
igeriginin regresyon varyans analiz tablosu

Kaynak Kareler DF Kareler F degeri P degeri
toplami ortalamasi

Regresyon 142102 1 142102 296,48 0,000

Hata 7669 16 479
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