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CITLEMBIK (Celtis australis L.) VE KARAYEMIS (Prunus laurocerasus)
MEY VELERININ ANTIOKSIDAN KAPASITESININ INCELENMESI

OZET

Serbest Radikaller, iizerinde elektron fazlaligi veya eksikligi nedeniyle yiiklii olan
kimyasal olarak aktif atom veya molekiillerdir. Biyolojik sistemlerde en ¢cok ¢nem
teskil eden serbest radikal olarak oksijen kaynakli radikaller gosterilebilir. Viicuttaki
virlis ve bakterileri etkisiz hale getirmek igin bagisiklik sistemi icine konulan
mekanizmalardan biri de serbest radikallerin iiretimidir. Her seyde bir denge oldugu
gibi bu mekanizmalarin saglikli isletilmesinde de dengeli tiretim ¢ok 6nemlidir. Eger
serbest radikal tiretimi fazlaysa ve koruyuculukla vazifeli antioksidan gibi molekiiller
de yoksa veya yeterli degilse, bu durum canli hiicrelerde tahribata neden olmaktadir.
Serbest radikaller hem viicudun ig¢inde hem de disindaki etkenler tarafindan
meydana gelir. Oksijenli solunum, metabolizma ve enfeksiyon gibi viicut i¢inden
kaynaklanan olaylarin yaninda; sigara, alkol, x-1sinlari, glines 1s1n1 ve kirlilik gibi dis
kaynakli cevresel faktorlerin etkisiyle de serbest radikaller olusur. Sigara ve alkol
yaninda strese bagli olarak da viicutta bu molekiillerin tiretimi gerceklesmektedir.
Insanlar ister gida maddeleri vasitasi ile olsun ister metabolik olaylar sonucu olsun,
her zaman bu dejeneratif molekiillerle karsi karsiya bulunur. Serbest radikaller
viicudun her yerinde elektron verir yada alabilirler. Boylelikle hiicreler, proteinler ve
DNA’ya zarar verebilirler. Serbest radikaller DNA molekiillerine baglanip onda
zararl degisikliklerin ortaya ¢ikmasini tetikleyerek kansere sebep olabilecegi gibi
pankreasta yogunlasarak seker hastalifina, gézde katarakta, kanda ise kalp ve
dolasim sistemi hastaliklarina sebep olabilir. Alinacak 6nlemler bunlarin viicuttaki
zararli tesirlerini en aza indirilebilir veya 6nleyebilir.

Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak) hiicrelere
zarar vermelerini 6nler. Bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug olarak
timor olusturma risklerini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da azalttiklari icin, daha
saglikl1 ve yashlik etkilerinin minimum oldugu bir hayat yasama sansin1 yiikseltirler.

Antioksidanlar; serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidasyon prosesini
engelledikleri esnada kendileri okside olurlar. Bu sebeple viicudumuzun
antioksidanlara siirekli olarak ihtiyaci vardir. Antioksidan 6zelligi kesfedilen bir¢ok
farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismini1 diyetimizde (6zellikle bitkilerden)
alirken, bir kismini viicut kendisi, serbest radikallere karsi bir savunma sistemi olarak
tretir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma olarak iirettigi antioksidanlar;
katalaz, glutatyon peroksidaz, ve SOD (siiperoksit dismutaz) gibi enzimlerdir.

Bu calismamizda Citlembik ve Karayemis meyvelerinin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Citlembik meyvesinin antioksidan kapasitesi ile ilgili
yapilan caligmalar sinirli sayidadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar daha ¢ok ¢itlembik
yapraklarinin hava kalitesi lizerine etkileri, citlembik agaci kabuk ve yapraklarinin
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havadaki agir metal konsantrasyonunun belirlenmesinde biyomonitor olarak
kullanilmas: ile ilgilidir. Citlembik meyvesinin antioksidan kapasitesi ile ilgili
calismalarin ¢ok az olmasi ve citlembik tiirlerinin iilkemiz cografyasinda genis
yayilim gostermesi bu ¢alismanin hayata gecirilmesinde etkili olmustur. Antioksidan
tayin yontemleri citlembik meyvesinin olgunlagsma evresi boyunca doniistigii yesil,
sar1 ve siyah hallerine uygulanarak citlembigin gelisimi boyunca antioksidan
kapasitesindeki degisimi ve mevcut degisimin sebeplerini belirlemek amaclanmustir.
Bunun yaninda Karayemis meyvesi antioksidan kapasitesi de analiz edilmistir.
[stanbul Teknik Universitesi ve Trabzon’un Arakli ilcesinden ayni tarihte karayemis
ornekleri toplanarak farli yorelerde yetisen ayni tiirlerin kapasiteleri kiyaslanmustir.
Karayemis meyvesinin antioksidan kapasitesi ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalar
mevcuttur ancak bu c¢alismada kullanilan farkli antioksidan tayin yontemleri ile
Karayemis antioksidan kapasite sonuglar1 desteklenmistir.

Calismamizda CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis
Ferrisiyaniir antioksidan kapasite tayin yontemleri kullanilmistir. Bu yontemleri
uygulamak amaciyla Oncelikle Citlembik meyvesinin ekstraklari ve infiizyonu ile
Karayemis meyvesinin ekstraktlar1 hazirlanmistir. CUPRAC yontemi hazirlanan
ekstraktlara uygulanirken; toplamda 4,1 mL olacak sekilde numune ekstraktlarina saf
su, 1 mL 1,0 x 10?2 M CuCl,, 1 mL 7,5 x 10°M neokuproin ve 1 mL NHsAc olmak
tizere reaktif cozeltileri eklenerek reaksiyonun gerceklesmesi icin 30 dakika
beklenmistir. Cu(I) neokuproin kelatinin maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga
boyunda absorbans Olctimleri alinmis ve 3 kez tekrarlanmistir. CERAC yontemi ile
yapilan analizlerde; 1x10° M troloks ¢ozeltisinden degisik miktarlarda alinip 1mL 2
x 107 M Ce(IV) gozeltisi, 7 mL 1 M NaxSOx ¢ozeltisi ve toplam hacim 10 mL olacak
sekilde saf su ve numune ekstraktlar ilave edilip reaksiyonun gergeklesmesi icin 30
dakika beklenmistir. Ce(IV)’lin maksimum absorbans yaptig1 320 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢timleri alinmis ve Olglimler 3 kez tekrarlanmistir. Folin-Ciocalteu
yontemi ile yapilan analizlerde; x mL numune ¢ozeltisi + (2-x) mL su + 2,5 mL
Lowry C eklenerek karisim 10 dakika bekletildikten sonra iizerine 1:3 oraninda
seyreltilmis 0,25 mL Folin reaktifi ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Diger yontemlerde oldugu gibi dl¢iimler 3 kez tekrarlanmustir. SDS ile
modifiye edilmis Ferrisiyaniir yonteminde ise x mL antioksidan + (1-x) mL mutlak
EtOH + 6,3 mL H,O + 0,2 mL 1 M HCI + 1,5 mL 1% (w/v) KsFe(CN)s + 0,5 mL
1% (w/v) SDS + 0,5 mL 0,2 % (w/v) FeCl3.6H,0; toplam hacim 10 mL olacak
sekilde karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 750 nm de
(A7s0) kore karsi absorbanslart 6lciilmiistiir. Olciimler 3 kez tekrarlanmustir.
Citlembik ekstraklarini hazirlamak amaciyla citlembik meyve numuneleri ITU
AyazaZa Kampiisiinden toplanmistir. Citlembik cekirdek ve meyve kismu birbirinden
ayrilmis ve havanda toz haline getirilmistir. Coziicii olarak % 80’lik (v/v) metil alkol
kullanilmis ve ¢alkalayicida (toplam 2 saat olmak iizere ¢itlembik meyve ve cekirdek
kisimlar1 ayr1 ayr1) 350 rpm’ de calkalanarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra yapilan
tiim ¢itlembik meyvesi ekstraksiyon ve infiizyon islemleri bu sartlar altinda (toplam
2 saat ve 350 rpm hizda ) gerceklestirilmistir. CUPRAC yontemi kullanilarak elde
edilen sonuglara gore Citlembik c¢ekirdek kisminda Citlembik meyve kismina
nazaran ¢ok daha diisiik antioksidan kapasite gozlemlenmis ve daha sonraki
caligmalara Citlembik meyve kismiyla devam edilmistir.

Citlembik meyvesi ekstraksiyonu icin uygun coziicii cinsi belirlenmeye ¢alisilmis bu
amacla ekstraksiyon c¢Oziiclisii olarak etanol, metanol ve aseton secilmistir.
Ekstraktlar hazirlanmadan 6nce Citlembik meyvesi kismi ¢ekirdeginden ayrilarak 3
giin oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve kuruduktan sonra havanda toz haline
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getirilerek numune hazirlanmistir. Etanol, metanol ve aseton ¢oziiciileri kullanilarak
hazirlanan Citlembik ekstraktlarina CUPRAC yo6ntemi uygulanmustir. Antioksidan
kapasite sirasina gore sonuglar %70’lik (v/v) aseton > %80’lik (v/v) metanol >
%80’lik (v/v) etanol > mutlak metanol > mutlak etanol seklindedir. Coziicii
optimizasyonu c¢alismalarinda mutlak, %80, %70, %50, %40 ve %25’lik (v/v)
metanol kullanilarak citlembik ekstraktlart hazirlanmis ve bu ekstraktlara CUPRAC
yontemi uygulanarak en yiiksek antioksidan kapasiteye 0,072 (mmol TR/g)
degeriyle %50’ lik (v/v) metanol ile hazirlanan ekstraktlarin sahip oldugu
goriilmiistiir. Citlembik meyvesinin olgunlagma evresi boyunca doniistiigii yesil, sar
ve siyah halleri igin %50’ lik (v/v) metanol ile ekstraktlar hazirlanmis bununla
beraber yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin infiizyonlar1 da hazirlanmuistir.
%50’ lik (v/v) metanol ekstraktlart ve infiizyonlarina CUPRAC, CERAC, Folin-
Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis Ferrisiyaniir yontemleri uygulanmis ve her
yontem sonucunda antioksidan kapasite miktarlar1 mmol TR/g olmak iizere yesil >
sar1 > siyah seklinde belirlenmistir. Bunun yaninda uygulanan 4 yontem icin de
antioksidan kapasite miktarlart mmol TR/g olmak iizere c¢itlembik % 50 metanol
ekstrat1 > ¢itlembik infiizyon oldugu goriilmiistiir.

Karayemis meyvesi antioksidan kapasitesi belirlenmesinde Istanbul Teknik
Universitesi Ayazaga kampiisiinden (IST KRY) ve Trabzon’un Arakl1 ilcesinden (TR
KRY) toplanan karayemis meyveleri kullanilmistir. Karayemis meyveleri IST KRY
ve TR KRY ayr ayn ¢ekirdeklerinden ayrilarak pargalayicidan (blender) gegirilmis,
cekirdekler havanda toz haline getirilmistir. Coziicii olarak % 80’lik (v/v) metil alkol
kullanilmis ve sheaker toplam 2 saat olmak iizere karayemis meyve ve cekirdek
kisimlar1 ayr1 ayr1 350 rpm’ de calkalanarak ekstrakte edilmistir. CUPRAC yo6ntemi
kullanilarak elde edilen sonuglara gére Karayemis c¢ekirdek kisminda Karayemis
meyve kismina nazaran cok daha diisiik aktivite gézlemlenmis ve daha sonraki
calismalara Karayemis meyve kismiyla devam edilmistir.

Farkli kurutma yontemlerinin, karayemis meyvesinin antioksidan kapasitesi tizerine
etkisinin incelenmesi amacglanmis ve numune olarak TR KRY meyveleri
kullanilmugtir. TR KRY ¢ekirdeklerinden ayrilip meyvesi pargalayici ile homojenize
edilmis ve her biri 2 g 6rnek icermek iizere 3 ayri seri olusturulmustur. 3 numune
liyofilizasyon islemi igin liyofilizere konulmus (LIYO), 3 numune iizerine yasken
coziicii eklenmis ve ekstrakte edilmis (YAS), 3 numune giin 1s18inda kurutulmak
lizere saat camu lizerine yayimistir. (Kurutma islemi oda sartlarinda 3 giin
siirdii.)(ODA SICAKLIGI) Her bir TR KRY meyve Ornegi ayr1 ayri ekstrakte
edilmistir. Bu ekstraksiyon isleminde her seri igin ¢oziicii olarak %70’lik (v/v)
aseton, %80’lik (v/v) metanol ve %80’lik (v/v) etanol kullanilmistir. CUPRAC
yontemiyle belirlenen sonuglari, kurutma yonteminin antioksidan kapasite tizerine
etkisi agisindan, antioksitan kapasiteleri mmol TR/g cinsinden YAS > LIYO > ODA
SICAKLIGI seklinde siralayabiliriz. Ayni testlerin sonucundan yola cikarak ¢oziicii
secimi de yapilmus % 70 aseton > %80 metanol > % 80 etanol siralamasinin yani sira
aseton kullammminin yapilacak diger calismalarda kisitlayiciliginin olabilecegi
diistincesiyle ¢oziicii olarak metanol kullanilmasina karar verilmistir.

Farkli ekstraksiyon yontemlerinin verimliligini belirlemek amaciyla da calismalar
yapilmustir. Tim ¢alismamiz boyunca kullandigimiz standart ekstraksiyon yontemi
(ekstraksiyon 1) ile birlikte TR KRY meyvesine farkli bir ekstraksiyon yontemi
(ekstraksiyon 2) uygulanmustir. Bu yontemde ¢ekirdeginden ayrilan parcalayici ile
homojenize edilmis 5 g TR KRY alinmis ve 25 mL %80’lik (v/v) metanol ekenerek
bir gece boyunca agzi kapakls siliftli erlen icerisinde bekletilmistir. 16 saat beklemis
olan karayemis ekstrakti 10 dk. vortekslenerek siyah bant siizge¢ kagidindan
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stiziilmiis ve bu islem 3 kez 25 mL %80 (v/v)’lik metanol ile tekrarlamistir. Son
hacim ¢oziiciisiiyle 100 mL’ye tamamlanarak farkli ekstraksiyon yontemleri ile
hazirlanmus iki ekstrakta da CUPRAC yontemi uygulanmistir. Antioksidan kapasite
sirasina gore sonuglar ekstraksiyon 2 > ekstraksiyon 1 seklindedir.

Karayemis meyvesi ekstraksiyonu icin uygun ¢oziicii cinsi belirlenmeye calisilmis bu
amacla ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol, metanol ve aseton secilmistir. TR KRY
ile hazirlanan ekstraklara CUPRAC yontemi uygulanmigtir. Antioksidan kapasite
sirasina gore sonuclar %70 (v/v)’lik aseton > %80 (v/v)’lik metanol > mutlak
metanol > mutlak etanol > %80 (v/v)’lik etanol seklindedir. Daha sonra yapilacak
farkl: ¢caligsmalarda kullanilacak cihazlarda kullanim acisindan herhangi bir kisitlama
ya da sorunla karsilasilmamasi amaciyla ¢oziicii olarak metanol kullanilmasina karar
verilmistir. Coziicli optimizasyonu ¢alismalarinda ise mutlak, %80, %70, %50, %40
ve %25’lik (v/v) metanol kullanilarak ayri ayr1 IST KRY ve TR KRY ekstraktlart
hazirlanmig ve bu ekstraktlara CUPRAC yontemi uygulanarak IST KRY
ekstraklarindan en yiiksek antioksidan kapasiteye %50’ lik (v/v) metanol TR KRY
ekstraklarindan % 70’ lik (v/v) metanol ile hazirlanan ekstraktlarin sahip oldugu
belirlenmistir. Ayni testlerin sonuglarindan yola ¢ikarak kiyaslama yapabilmek
amaciyla %50’1ik (v/v) metanol kullanilarak TR KRY ve IST KRY ekstraklari tekrar
hazirlanmis ve bu ekstraktlara CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu ve SDS ile
modifiye edilmis Ferrisiyaniir yontemleri uygulanmistir. Her yontem sonucunda
antioksidan kapasite miktarlari mmol TR/g olmak iizere IST KRY > TR KRY
seklinde belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY OF HACKBERRY (Celtis
australis L.) AND LAUREL (Prunus laurocerasus) FRUITS

SUMMARY

Free radicals, as charged chemicals due to excess or deficiency of electrons, are
chemically active atoms or molecules. Oxygen sourced radicals can be represented as
the most import free radicals in biological systems. One of the mechanisms put into
immune system to neutralize viruses and bacteria in the body is production of free
radicals. As so most of the stable systems, balanced production is substantial for
these mechanisms to be runned healthy. If the production of free radicals is excessive
and molecules that liable for defensiveness are not exist or not sufficient then this
circumstance causes destruction in living cells. Free radicals consist of both the
interbody and in-vitro factors. Besides interbody sourced instances as aerobic
respiration, metabolism and infection free radicals also consist of under the influence
of external environmental factors as tobacco, alcohol, x-rays, sunlight and pollution.
In addition to smoking and alcohol these molecules also occurs in the body due to
stress. Produced by either through eatables or metabolic reactions people are always
faced with these degenerative molecules. Free radicals anywhere in the body can
gives up or get electrons. Thus, cells, proteins and DNA can be damaged. As well as
free radicals may cause cancer by binding and so triggering on the occurrence of
harmful changes in DNA molecules they may also cause diabetes concentrating in
the pancreas, cataract, heart and circulatory system diseases. Measures to be taken
can minimize the deleterious effects or avoid it.

Antioxidants prevents damaging the cells by reacting with free radicals (by linking to
them). With these features, by the reason of reducing the risk of forming abnormal
cells and thus tumor formation as well as reducing cell destruction they increase the
chance of a healthy life with minimum aging effects.

Antioxidants become oxidized while preventing the oxidation process by
deactivating the free radicals. Therefore, our body has a continuous need for
antioxidants. There are many different substances whose antioxidant properties have
discovered. Whereas getting a portion of these substances in our diet (especially from
plants) a part of them is produced by the body itself as a defence system against free
radicals. Antioxidants, produced in defense of the body against free radicals are the
enzymes such as catalase, glutathione peroxidase and SOD (superoxide dismutase).
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In this study, determination of the antioxidant capacity of the fruits Hackberry and
Laurel is aimed. Studies on the antioxidant capacity of Hackberry fruit is limited..
Earlier studies are mostly related to effects of hackberry leaves on air quality and the
use of hackberry bark and leaves as biomonitor on determination of heavy metal
concentrations in the air. Scarce studies on the antioxidant capacity of hackberry fruit
and the case that hackberry species are widespread in the geography of our country
have been influential to actualize this study. Antioxidant determination methods by
being applied to green, yellow and black cases of hackberry fruit during the ripening
stage, it is aimed to determine the change of the antioxidant capacity of hackberry
along the growing process and the causes of the current changes.

Furthermore, antioxidant capacity of the Laurel fruit was also analyzed. By
collecting Laurel samples from Arakli county of Trabzon and Istanbul Technical
University at the same time, capacities of the same species grown in different regions
were compared. There have been earlier studies regarding the antioxidant capacity of
Laurel fruit yet with different antioxidant assay methods used in this study Laurel
antioxidant capacity results have been supported.

In our study, antioxidant capacity measurement methods of CUPRAC, CERAC,
Folin-Ciocalteu and SDS modified ferricyanide are used. In order to apply these
methods, Hackberry fruit extracts and infusion and the Laurel fruit extracts were
primarily prepared. While CUPRAC method was being applied to extracts, by adding
pure water and reactive solutions of 1 mL 1,0 x 102 M CuCly, 1 mL 7,5 x 10°M
neocuproin and 1 mL NH4Ac to 4.1 ml in total, it is waited for 30 minutes for the
reaction to take place. Absorbance measurements were taken at 450 nm wavelength
which Cu(I) chelate of neocuproin showed maximum absorbance and repeated 3
times. In analyzes carried out by CERAC method, taken varying amounts of a
solution of 1x10% M trolox, ImL 2 x 10° M Ce(IV) solution, 7 mL 1 M Na;SO4
solution, by adding pure water and sample extracts to 10 ml total volume, it is waited
for 30 minutes for the reaction to take place. Absorbance measurements were taken
at 320 nm wavelength which Ce(IV) showed maximum absorbance and repeated 3
times. In analyzes carried out by Folin-Ciocalteu method, adding x mL sample
solution + (2-x) mL water + 2,5 mL Lowry C and after waiting for 10 minutes, and
then adding over 1:3 diluted 0,25 mL Folin reactive it is left for 30 minutes at room
temperature. As with other methods, the measurements were repeated 3 times. As to
SDS modified Ferricyanide method, x mL antioxidant + (1-x) mL absolute EtOH +
6,3 mL H>O + 0,2 mL 1 M HCI + 1,5 mL 1% (w/v) KsFe(CN)s + 0,5 mL 1% (w/v)
SDS + 0,5 mL 0,2 % (w/v) FeClz.6H>O mixed to 10 ml total volume and thereafter
keeping waited 30 minutes absorbances were measured at 750 nm (A7s0) against
blank absorbance. Measurements were repeated 3 times.

Hackberry fruit samples were collected from ITU Ayazaga Campus in order to
prepare hackberry extracts. Kernel and fruit parts of hackberry was seperated and
triturated in a mortar. As the solvent 80 % (v / v) methanol is used and it is extracted
by shaking at 350 rpm in the shaker (hackberry's kernel and fruits parts seperately for
2 hours at total). All subsequent hackberry fruit extraction and infusion operations
were conducted under these conditions ((a total of 2 hours and 350 rpm). According
to the results obtained using CUPRAC method, in the kernel part of hackberry, much
lower antioxidant capacity than the fruit part of hackberry was observed and further
studies were proceeded with the fruit fraction of hackberry.
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Appropriate type of solvent were tried to determine for the extraction of hackberry
and for this purpose ethanol, methanol and acetone were selected as extraction
solvents. Before preparing extracts, hackberry fruit was seperated from its kernel part
and allowed to dry at room temperature for 3 days, after then drying the sample was
prepared by ftrituration. CUPRAC method was conducted to prepared hackberry
extracts using ethanol, methanol and acetone solvents. The results according to
antioxidant capacity are as follows: 70 % (v / v) acetone > 80 % (v / v) methanol >
80 % (v / v) ethanol > ansolute methanol > absolute ethanol. It was decided to use
methanol as the solvent instead of acetone in consequence of not to be encountered
with any restriction or problem for use in different studies to be performed later. In
solvent optimization studies, hackberry extracts were prepared using absolute, 80 %,
70 %, 50 %, 40 % and 25 % (v / v) methanols and applying CUPRAC method to
these extracts it was found that the extracts prepared with 50 % (v / v) with methanol
had the highest antioxidant capacity with the value of 0,072 (mmol TR/g). Extracts
with 50 % (v / v) methanol were prepared for the green, yellow and black cases of
hackberry fruit which turns into during the ripening stage nevertheless green, yellow
and black hackberry fruit infusions were also prepared. Modified Ferricyanide
methods by CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu and SDS are applied to 50 % (v / v)
methanol extracts and infusions and, as the results of each method, antioxidant
capacity amounts were determined in that: green > yellow > black as mmol TR/g..
Besides, antioxidant capacity amounts for all 4 methods were seen that 50 %
hackberry methanol extract > hackberry infusion as mmol TR/g.

Laurel fruits collecting from Istanbul Technical University Ayazaga Campus (IST
KRY) and the Arakli county of Trabzon (TR KRY) were used on determination of
the antioxidant capacity of Laurel fruit. Laurel fruits of IST KRY and TR KRY were
peeled from their kernels seperately, passed through blender and kernels were
pulverized in a mortar. As the solvent, 80 % (v / v) methyl alcohol was used and
fruit and kernel parts of Laurel fruit were seperately extracted with 350 rpm agitation
for 2 hours in shaker. According to the results obtained using CUPRAC method,
much lower activity was observed on the kernel part of Laurel as compared with fruit
part and further studies were contucted with the fruit fraction.

Examination of the effect of different drying methods on antioxidant capacity of
Laurel fruit is aimed and TR KRY fruits were used as the sample. TR KRY is
seperated from its kernels, fruit part is homogenized with shredder and each
containing 2 g of sample 3 separate series are composed. 3 samples were placed in a
lyophilizer for lyophilization (LIYO), 3 samples were extracted adding over solvent
while they are wet (YAS), 3 samples were spreaded onto watch glass to dry in the
daylight. (The drying process took 3 days at room conditions.)(ODA SICAKLIGI)
Each TR KRY fruit samples were extracted seperately. In this extraction process,
70% (v / v) acetone, 80% (v / v) methanol and 80% (v / v) ethanol were used as the
solvent for each batch. The results determined by CUPRAC method, in terms of the
effect of drying process on antioxidant capacity, antioxidant capacities range as YAS
> LIYO > ODA SICAKLIGI in mmol TR/g. Solvent choice was also constructed
based on the results of the same test and right along with 70% acetone > 80%
methanol > 80% ethanol ranking, it was decided to use methanol as the solvent with
the idea that acetone use could be restrictive in other studies.
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Studies were also performed on the purpose of determining the efficiency of different
extraction methods. Along with the standart extraction method (extraction 1) used
during all our study, a different extraction method (extraction 2) is also applied to TR
KRY fruit. In this method, 5 g TR KRY seperated from its kernel and homogenised
with shredder was taken and adding over 25 ml of 80% (v / v) methanol it was kept
in a capped erlenmayer flask overnight. Laurel extract that has waited 16 hours was
vortexed for 10 minutes thereafter filtered through a black band filter paper and this
operation was repeated 3 times with 25 ml of 80% (v / v) methanol. CUPRAC
method was applied to both two extracts prepared by different extraction methods
completing final volume to 100 ml with its solvent. The results according to
antioxidant capacity are as follows: extraction 2 > extraction 1.

It was attempted to identify the appropriate solvent type for Laurel fruit extraction
and for this purpose ethanol, methanol and acetone were selected as extraction
solvents. CUPRAC method was applied to extracts prepared with TR KRY. Results
according to antioxidant capacity are as follows like: 70% (v / v) acetone > 80% (v /
v) a methanol > absolute methanol > absolute ethanol > 80% (v / v) ethanol. It was
decided to use methanol as the solvent with the intend of avoid any restriction or
problem for usage in the devices which will be used for further different studies. At
the solvent optimization studies, TR KRY and IST KRY extracts were prepared
seperately by using absolute 80%, 70%, 50%, 40% and 25% (v / v) methanols and
CUPRAC method was applied to these extracts. It was determined that IST KRY
extracts had the highest antioxidant capacity in 40 % (v/v) methanol with the value
of 0, 2123 (mmol TR/g) and TR KRY extracts had the highest antioxidant capacity in
70 % (v/v) methanol with the value of 0,1428 (mmol TR/g). Based on the results of
the same test, in order to make comparisons TR KRY and IST KRY extracts were
prepared by using 50 % (v/v) methanol and CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu and
SDS modified Ferricyanide methods were applied to these extracts. Antioxidant
capacity results for each method were determined in that: IST KRY > TR KRY as

mmol TR/g.
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1. GIRIS

Oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasina karsin, normal metabolizma sirasinda
liretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline
sahiptir (Diplock, 1998). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen
tiirleri normal oksijen molekiiliiyle karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha

yiiksek olan oksijen formlaridir (Nawar, 1996).

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis
elektron iceren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu ciftlenmemis elektron
serbest radikallere biiylik reaktiflik kazandirirken protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu
zararin yaslanmayi tegvik ettigi ve ayrica kalp damar hastaliklari, cesitli kanser
tiirleri katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama sinir sistemi dejeneratif hastaliklari
gibi bircok hastaliga sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock 1998).
Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri radyasyon, pestisitler,
cesitli t1ibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi bir¢ok etmen kaginilmaz bir
sekilde oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Bu radikallerin
baglicalari; tekli oksijen (+'O2), siiperoksit anyonu (¢O’), hidroksi (*OH), peroksi
(ROOQe) ve alkoksi (ROe) radikalleridir (Kaur and Kapoor 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli
hiicrelerde ve farkli serbest radikaller iizerinde rol oynadiklari igin birbirlerini
tamamayici niteliktedir (Diplock 1998). Cizelge 1’de prooksidan faktorler ve

antioksidan savunma sistemleri arasindaki denge gosterilmektedir:




Cizelge 1.1 : Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock, 1998)

Oksidan Antioksidan savunma
Sigaradumani Stiperoksitdismutaz
Egzersiz Katalaz
Cevre kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatiyon
Radyasyon Ubikinon
Coklu doymamis yag Selenyum
asitleri ile zengin bir Urik asit
diyet E vitamini
Iskemi C vitamini
Karsinojenler B- karoten ve diger

karetoneidler

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetene8ine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir
(Elliot 1999). Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar
olmak tlizere ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle
reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara dontigmelerini ve yeni serbest
radikal olusumunu Onleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde yer alan
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim
sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak
serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar
vermesini smirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de
onleyebilmektedirler (Diplock 1998). Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini
yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, iirik asit,

bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir (Ou et al. 2002).




2. GENEL BOLUM

2.1 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir veya birden fazla eslesmemis elektronlara sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik veya oldukga aktif molekiiller olarak tanimlanir.
(Scheibmeir ve dig., 2005). Oksijen molekiilleri biyolojik hayatin siirekliligi igin
vazgecilmez olmakla birlikte, metabolizmanin dogal isleyisi siirecinde son derece
reaktif olan serbest radikallerin de kaynagimi olustururlar (Zempleni ve
Dakshinamurti, 2005).

Biyolojik sistemlerde en ¢ok 6nem teskil eden serbest radikal olarak oksijen kaynakl
radikaller gosterilebilir. Bu serbest oksijen kaynakli radikaller, metabolik isleyisin
dogal bir yan iriinii olup oldukgca reaktif ve zararli maddelerdir (Zempleni ve
Dakshinamurti, 2005). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak da bilinen bu molekiiller
protein, lipid ve niikleik asit gibi hiicrelerin ana bilesenlerine zarar verir (Bissenbaev
ve dig., 2007) En cok rastlanan serbest radikaller hidroksil radikali, siiperoksit
radikali, nitrik oksit radikali ve lipid peroksit radikalidir. Hiicrelerde farkli kimyasal
yapilara sahip reaktif oksijen tiirleri Cizelge 2.1°de goriilmektedir (Halliwell ve
Whiteman, 2004).

Oksijen, demir ve kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimlerinin ve
flavoproteinlerin etkisiyle siiperoksit radikaline indirgenir. Oldukca aktif olan ve
hiicrede hasara neden olan siiperoksit radikali, bakir ihtiva eden bir enzim olan
stiperoksit dismutaz (SOD) sayesinde hidrojen peroksite ¢evrilir. Etkisi daha az olan
hidrojen peroksit, hiicrelerde katalaz veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
enzimlerle oksijen molekiilii ve su gibi zararsiz maddelere doniistiiriilerek etkisiz

hale getirilir.
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Hidrojen peroksit hiicre zarindan kolaylikla gegip hiicreler tizerinde bazi fizyolojik
etkilere neden olabilir, ancak ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan dolay1
radikal olarak adlandirilamaz. Oksijen molekiiliiniin kendisi de bir radikaldir ancak
orbitaline ciftlenmemis elektron bulunduruyor ise siiperoksit radikali olarak
adlandirilir. Bu sebepten dolayr reaktif oksijen tiirleri; hidroksil, siiperoksit, ve
peroksil gibi radikaller ve hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi radikal olmayanlar

icin ortak olarak kullanilan bir terimdir.

Cizelge 2.1 : Reaktif oksijen tiirleri (Halliwell ve Whiteman, 2004).

Serbest Radikaller Radikal Olmavanlar
*Stiperoksit *Hidrojen peroksit
*Hidroksil *Hipobromik asit
*Hidroperoksil *Hipoklorik asit
*Peroksil *Ozon
* Alkoksil *Singlet oksijen
*Karbonat *Organik peroksit
*Karbondioksit *Peroksinitril

*Peroksinitirk asit

Radikal olmayan ROT grubunda normal oksijenden ¢ok daha reaktif bir biyolojik
molekiil olan “’singlet oksijen’” bulunmaktadir. Singlet oksijen molekiilii yapisinda
ciftlenmemis elektron bulundurmaz ve radikal olarak adlandirilmaz. Ancak singlet
oksijen, hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girer ve lipid
peroksitlerin olusumuna neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hiicrelerde serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli faktorlere bagli olarak
meydana gelirler (Pham-Huy ve dig., 2008). Sekil 2.1’de hiicre hasarina neden olan
serbest radikallerin kaynaklar1 sematik olarak gOsterilmistir.

Endojen etmenler organizmada dogal olarak olusan oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlari ile olusurlar (Williams ve Jeffrey. 2000).

Eksojen kaynakli etmenler ise stres, viriisler, enfeksiyon, cesitli kimyasallarin etkisi
altinda kalma, pestisitler, ilag toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava
kirliligi, sigara duman1 ve gevresel faktorler seklinde siralanabilir (Pham-Huy ve

dig., 2008).
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Sekil 2.1 : Serbest radikallerin kaynaklari.

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri ile canli organizmadan bunlar1 uzaklastiran
savunma sistemi arasindaki dengenin savunma sistemi aleyhine bozulmus olmasidir
(Gill ve Tuteja, 2010).Oksidatif stresin ¢ogalmasi sonucunda biiyiik proteinler,
niikleik asitler ve lipidler gibi molekiillerde hasar meydana gelir, kalp hastaliklar1 ve
kanser riski artar.

Oksidatif hasar DNA zedelenmesine, onarilmazsa mutasyona sebep olur. Ayrica
farkli mekanizmalar ile tiimor olusumunda da etkilidir. Sekil 2.2’de oksidatif stresin

hiicre icerisinde sebep oldugu hasarlar goriilmektedir.
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Sekil 2.2 : Oksidatif stresin hiicre icerisinde neden oldugu hasarlar

Oksidatif stres kanser ve ateroskleroz basta olmak lizere pek c¢ok hastaliga sebep
olmakta ve bunun yanminda pek c¢ok hastalik ve fizyolojik durum da oksidatif

streseneden olabilmektedir. Hipertansiyon, kardiyolojik hastaliklar, nd&rolojik




hastaliklar, astim, diyabet, ramatolojik hastaliklar, osteoproz ve yaslanma dahil daha
bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile alakali oldugu bildirilmistir.

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin engellenmesi ve etkisinin
minimuma indirgenmesi icin yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir. Cesitli
antioksidan bilesikler iceren sebze ve meyveler, hiicreleri oksidatif stresten
koruyarak kronik hastalik risklerini en aza indirir. Reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve bunlarin neden oldugu hasari Onlemek maksadiyla memeli
metabolizmasi bazi savunma sistemleri gelistirmistir. Bunlara antioksidan savunma
sistemleri denir.

Antioksidan etki mekanizmasi en basit sekilde asagidaki gibi gosterilebilir.

Baglama: ROO: + AH — ROOH + A-

Gelisme: ROO: + A- — ROOA

Sonlanma: A- + A- — A-A

Antioksidanlar hidrojen atomu verme egilimine sahip kimyasal bilesenlerdir.
Boylelikle, birincil radikalleri radikal olmayan tiirlere cevirerek, okside olmus
antioksidan radikallere doniisiirler. Hidrojenini vererek antioksidan radikali olusturan
antioksidan, lipitlerle reaksiyona girme yetenegini kaybeder. Antioksidanlarin
molekiil yapist sadece hidrojen atomu verme agisindan degil, ayni zamanda
radikallerin diisiik reaktiviteli hale getirip lipidler ile reaksiyona girmesini
engellemesi agisindan da oldukca uygundur.

Antioksidan aktivitesi cesitli faktorlere bagli olarak degisiklik gosterir. Bunlar,
fiziksel faktorler, substrat faktorleri, gidanin fizikokimyasal durumu gibi cesitli
faktorler olabilmektedir. Fiziksel faktorler sicaklik, oksijen ve konsantrasyon
seklinde siralanabilir. Antioksidan aktivitesi konsantrasyonun artmasi ile artar.
Oksidasyonun yeterli bir seviyede onlenebilmesi i¢in konsantrasyon belli bir kritik

degerin tizerinde olmalidir.

2.2 Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin neden oldugu hasar1 6nlemek
maksadiyla memeli metabolizmas1 bazi savunma sistemleri gelistirmistir. Bunlara
antioksidan savunma sistemleri denir.

Geleneksel tanim olarak antioksidan oksidasyona karsi koyan, oksijen yada

peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlar: engelleyen maddedir. Bu maddelerin ¢ogu cesitli




tirtinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Daha biyolojik olarak ise antioksidan
madde, havanin oksijeni ile bozulan iiriinlere ilave edilerek bu bozulmay: engelleyen
veya geciktiren sentetik veya dogal madde olarak tamimlanmaktadir. Gida
endiistrisinde antioksidanlar genis bir alana sahiptir. Oksijen ve nitrojen gibi reaktif
tirlerin insanlardaki normal fizyolojik fonksiyonlar1 {iizerindeki ters etkilerini
oldukca ©nemli sekilde azaltan diyetsel antioksidanlardan, yaglarin bozunmasini
engelleyen maddeler iceren antioksidanlara kadar genis bir kullanima sahiptirler
Temel antioksidan kaynaklari dorde ayrilmustir;

1- Enzimler; Siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz

2- Biiyilik molekiiller; Albumin, Ferritin ve diger proteinler

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

4- Baz1 hormonlar; Ostrojen, melatonin vb.
2.3 Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar dort farkli bicimde etki ederler:

v" Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha az reaktif

yeni bir molekiile ¢evirmeye ‘toplayici’ etki denir.

v" Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirmesi ‘bastiric1’ etkidir.

v' Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip

fonksiyonlarini engelleyici etkiye ‘zincir kiric1” etki denir.

v' Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi ise ‘onarict’ etkidir.
Antioksidanlarin kendileri de yiikseltgenerek bozunduklari icin yalniz sinirli bir
zaman igin ylikseltgenebilen maddeyi bu olaydan koruyabilir ve tiim antioksidan
molekiilleri kaybolunca madde de hic antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye
devam eder. Metal katalizorler de antioksidanin etkisini, onu yiikseltgemek suretiyle
azaltir.

Belli bir sinir icinde antioksidanin miktar1 arttikga koruma Ozelligi de artmaktadir.
Bununla birlikte belirli bir noktadan sonra katilan antioksidanin etkisi azalmaya
baslar. Bu belki de antioksidanin kendisinin zincirleme tepkimeye girmeksizin

yiikseltgenebilmesinden ileri gelmektedir.




Otooksidasyonun metal ve serbest radikallerle katalizlenmesini ¢nlemek igin, 1s1k
(6zellikle UV 151k) koruyucu bazi kimyasal maddeler tarafindan sogurulmalidir. Baz1
antioksidanlar, radikal olusturmadan radyasyonu sogurabilir. Aktif karbon, fenil

salisilat ve hidroksibenzofenon UV deaktivatorlerine ornektir.
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Sekil 2.3 : Antioksidanlarin hiicresel etki mekanizmasinin sematik gosterimi.

2.4 Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Giinlimiizde kullanilan antioksidanlar, gidalar1 raf Omriiniin yani1 sira serbest
radikallerin olumsuz etkilerine karsi viicudun savunma mekanizmasina yardimci
olmalar1 nedeniyle saglik acisindan da biiyiik nem arz etmektedir.

Cogu sentetik antioksidan fenolik yapidadir. Antioksidan aktivitesi arasindaki
farklihk kimyasal yap: ile alakalidir. Ticari olarak mevcut olan ve giiniimiizde
kullanilan sentetik antioksidanlar butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis
hidroksitoluen (BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) dir.
Dogal antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen ya
da gidanin islenmesi sirasinda agiga cikan bilesenlerdir. En Onemli dogal
antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler,
polifenoller ve selenyumdur. Son zamanlarda gida kimyasi ve koruyucu tibbin bitki
kaynakli dogal antioksidanlara karsi ilgisi artmaktadir. Bunu nedeni sentetik

antioksidanlarin (BHA, BHT, gibi) kanserojen olduklarinin diistintilmesidir.




2.4.1 Antioksidanlarin dogal ve sentetik olarak siiflandirilmasi

Antioksidanlar1  smiflandirmanin  bir yontemi de dogal ve yapay olarak

siniflandirmaktir.

2.4.1.1 Dogal antioksidanlar

C Vitamini; C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan,
suda ¢Oziinen bir vitamindir. Alt1 karbonlu lakton yapisina sahiptir. Cogu hayvanin
karaciger veya bobreklerinde glikozdan, bitkilerde ise yaprak kisimlarinda 6zellikle
kloroplastlarinda sentezlenir. Insanlar bu vitamini viicutta sentezleyemezler. Bundan
dolayr bu ihtiyaglarini taze meyve ve sebzelerden karsilarlar. Ozellikle lahana,
patates, portakal, kivi, cilek, greyfurt, kavun gibi meyvelerde, briiksel lahanasi,
brokoli, kirmizi veya yesil biber, domates, karnabahar, lahana domates gibi
sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve sularinda bol miktarda
bulunmaktadir.

C vitamini, reaktif oksijen (siiperoksit, peroksil radikalleri, singlet oksijen, ozon),
reaktif azot (peroksinitrit, azot dioksit) ve reaktif klor (hipoklorik asit) tiirlerini
kolayca siipiiriir ve bu suretle diger substratlari oksidatif hasardan korur.

Hem askorbik asit hem de bunun bir elektron yiikseltgenmis hali olan askorbil
radikali diisiik rediiksiyon potansiyeline sahiptir. Boylece ilgili radikal ve
oksidanlarla reaksiyona girebilir. Askorbil radikali, eslesmemis elektronun rezonans
kararliligi nedeniyle diisiik rediiksiyon potansiyeli gosterir ve kolayca askorbat ve
dehidroaskorbik aside doniisiir. Bununla birlikte, askorbik asit, hem askorbil
radikalinden hem de dehidroaskorbik asitten enzimatik veya enzimatik olmayan
yollarla kolaylikla iiretilir. Bu 0zelliklerinden dolayr askorbik asit etkili bir

antioksidandir.
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Sekil 2.4 : Dihidroaskorbik Asit (DHA).

E Vitamini; E vitamini a-, -, 8-, y- tokoferolleri ve tokotrienolleri igeren grubu
kapsamaktadir. D-o-tokoferol, en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip tokoferoldiir. E
vitamini dokularda 6énemli zincir kirict bir antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna
kars1 savunma etkisinin oldugu, hiicre membranlarini serbest radikal saldirisina karsi
korudugu diisiintilmektedir. Yagca zengin bitkiler, E vitaminin temel dogal
kaynaklaridir.

Tokotrienoller, palm yaginda ve piring kepeginde yiiksek miktarda, hindistan cevizi
yagi, kakao yag8i, soya fasulyesi, arpa, bugday, kirmizi et ve yumurtada
bulunmaktadir. Ay¢icegi, yer fistig1, ceviz, susam ve zeytinyagi ise sadece tokoferol

icermektedir.
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a-tokoferol

Sekil 2.5 : o- tokoferol’iin kimyasal yapisi.

Karotenoidler; Bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sari
pigmentlerdir. Yagda ¢oziinen bilesiklerdir. Karotenoidler sar1 ve koyu yesil renkli
sebze ve meyvelerde bulunurlar. Kayisinin, kavunun, havucun domatesin renkleri
karotenoidlerden kaynaklanir. Karoten, karotendioksigenaz enziminin merkezdeki
cift bag1 koparmasiyla A vitaminine doniigiir. Gidalarda bulunan karotenoidler, sekiz
izoprenoid biriminin bir araya gelmesiyle olusan likopen tiirevi polienlerdir.
Karotenoidler, ozellikle likopen, gii¢lii singlet oksijen siipiiriicii rol oynarlar; hiicre
ve diger viicut kompenentlerini serbest radikallerin saldirilarindan korurlar ve zincir
reaksiyonlarini keserler. Gidalarda bulunan en ¢nemli karotenoidler B-karoten, o-

karoten, likopen, lutein ve B-kriptoksantindir.

Sekil 2.6 : B-karotenin kimyasal yapisi

Dogal kaynakli antioksidanlar tahil ve baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde ve
bitki kaynakli iceceklerde bulunurlar. Bunlarda bulunan antioksidanlar, fenolik
bilesikler (tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkaloitler,
klorofil tiirevleri, proteinler, aminler), polifonksiyonlu organik asitler ve

karotenlerdir. Maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar yerine sentetik
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antioksidanlar 20. yilizyilin baslarindan beri kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlarin toksik olabilecegi ve kansere yol acabilecegini ortaya koyan
calismalar sonucunda baz:i iilkelerde kullanilmalarina sinirlama ya da yasak
getirilmistir. Sentetik antioksidanlar hakkindaki bu siipheler etkili, ekonomik olan
dogal antioksidanlara olan ihtiyaci artirmig ve bu alandaki ¢alismalar bitki kaynakli
antioksidanlar iizerinde yogunlasmistir. Dogal kaynakli E ve C vitamini uzun
yillardir besinlerde ayr1 ayr1 veya sinerjik etkiden dolay1 birlikte antioksidan olarak
kullanilmaktadir. Ancak tokoferol ve askorbik asidin antioksidan aktivitesi sentetik
antioksidanlardan daha diisiiktiir. Dogal antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) agir1 iiretimi sonucu organizmanin istilaya ugradigi ve oksidatif stres durumu
olustugunda organizmay1 savunurlar.

Fenolik Bilesikler; En az bir aromatik halka ve buna bagli bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren kimyasal yapilardir. Bu maddeler bitkilerde yaygindirlar ve
bitki metabolizmasinda ikincil metabolit olarak ortaya cikarlar. Bu bilesikler ve
ozellikle bir alt sinif olan flavonoidler sahip olduklari ekolojik rol, antioksidan,
antikarsinojenik aktivite ve gida kalitesine olan katkilarindan dolayr onemlidirler.
Polifenolik bilesikler potansiyel antioksidan bilesiklerdir ve serbest radikalleri
Onleyerek, metalleri tutuklayarak ve lipid peroksidasyonunu Onleyerek islev goriirler.
Bitki fenoliklerinin antioksidan etkileri bilhassa redoks ¢zelliklerinden Otiiriidiir ve
bu yiizden indirgeyici ajanlar, hidrojen vericiler, tekli oksijen Onleyiciler ve metal

selatlayicilar olarak etki ederler.

2.4.1.2 Sentetik antioksidanlar

Besinlerdeki sivi ve kati yaglarin oksitlenerek bozunmasi istenmeyen koku ve
tatlarin olusmasini takiben sekonder olarak besin kalitesinde ve giivenliginde
azalmaya neden olan toksik potansiyel tasiyan bilesiklerin olusmasina neden olur.
Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin korunmasi icin antioksidan ilavesi
gerekir. Besinlere dogal antioksidanlar (baharat veya diger katki maddeleri) da
eklenebilirse de endiistride daha cok asagida aciklanan sentetik antioksidanlar
kullanilir.

Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis hidroksitoluen (BHT); BHA,
kimyasal olarak iki izomerin karigimidir (3-tersiyer butil-4-hidroksianisol ve 2-
tersiyer butil-4-hidroksianisol) ve beyaz mumsu parcaciklar halindedir. BHT ise,

beyaz kristal goriiniimiindedir. ki bilesik de, yagda ¢oziiniir fakat suda ¢oziinmezler.
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BHA’nin gida icinde tasinmasi BHT’den daha iyidir. Genellikle gidanin yag
igeriginin agirligy lizerinden, tek basina veya antioksidan karisimi olarak % 0,02
(200ppm) oraninda kullanilirlar. BHA 6zellikle ucucu yaglarin renk, tat ve
kokularimin korunmasinda, bilhassa kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu
kontrol etmede etkilidir. Genellikle tahil ve sekerli iiriinlerde kullanilir. BHA ve
BHT birlikte kullanildiginda sinerjik etkiden bahsedilmektedir. Bu antioksidanlarin
fazla tiiketimi, viicutta asir1 hassasiyete ve alerjiye yol acabilmektedir. Giiniimiizde
kanserojenik etkileri iizerinde de arastirma yapilmaktadir. Ikisinin de, National
Research Council, Food Additive Committee’nin verilerine gore gidalarda
kullaniminda 1970’den beri azalma olmasina ragmen, halen 23 biiyik gida

kategorisinde en fazla kullanilan antioksidanlar oldugu bilinmektedir.

OH
C{CH3)
CHy
Oty Botillenni z;z ksitol
. P . i w Enihislitoeiteis ORRHGILIST
Biitillenmis Hidroksianisol e ?}3}%{: ' '
(BHA)

Sekil 2.7 : BHA ve BHT nin kimyasal yapilari.

Tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ) ; Kizartma yaglarin1 oksidasyona kars1 korumak
icin en 1yi antioksidan olarak bilinmektedir. Kizartma islemi bitmis iiriinleri de
korumaktadir. Bej renkli bir toz olan TBHQ, kat1 ve sivi yaglarda ¢oziiniir. Diger
sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar i¢in en etkili sentetik antioksidandir.

Yiiksek sicakliklara dayaniklidir.

Tek basina veya BHA ve/veya BHT ile birlikte kullanimi vardir. Sitrik asit ile
karistirnldiginda, kararli kilici ozellik kazanmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde

kullanimi yasaklanmaistir.
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C{CHs)s,

OH
Tersiver Biitil Hidrokinon
{TBHQ)
Sekil 2.8 : TBHQ nun kimyasal yapisi.

Nordihidroguareyetik asit (NDGA) ; NDGA, toksik etkisi yiiksek, yagdaki
¢Ozliniirliigii az olan bir antioksidandir. Gidalara % 0,01 oraninda katilir, pisirilmis

besinlerde bile etkisini korur.

Sekil 2.9 : NDGA’nin kimyasal yapisi.

Galatlar; Gallik asitin en fazla kullanilan esterleri, propil gallat (PG), oktil gallat,
dodesil galat ve lauril gallattir. Bunlar suda ¢oziinmezler, yagda yalniz oktil ve
dodesil gallatlar 1yi ¢Oziiniir. PG, yayginlasmis sentetik bir antioksidandir. Gallatlarin
kullanilmasinda toplum saglig1 ve beyaz kristal toz olarak satilir ve suda cok az
¢oziinlir. Erime noktasit 148°C olup, bu derecenin iizerinde etkisini kaybeder.
FDA’nin izniyle gidalarda 1947’den beri kullanimi giderek gida hijyeni acisindan

olumsuz hicbir bilgi ileri siiriilmemektedir.
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COOC3Hy

OH

Propil gallat
(3,4, 5-trikidroksi-benzoik asit propil ester)

Sekil 2.10 : Propil gallat’in kimyasal yapisi.

2.4.2 Antioksidanlar etki mekanizmasina gore siiflandirilmas:

Primer Antioksidanlar; Birincil antioksidanlar (tip-1 veya zincir kirici
antioksidanlar) elektron vererek, serbest radikal zincir reaksiyonunu kiran ve
cogunlukla fenolik yapidaki bilesiklerdir. Bu bilesikler serbest radikaller ile
reaksiyona girerek, daha kararli {riinler olusturarak hidroperoksit olusumunu
engellerler. Sentetik ve/veya dogal yapida olabilirler. Tokoferoller, flavonoidler, alkil
gallatlar, biitillenmis hidroksi anizol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ) en 6nemlileridir.

Otooksidasyonun baslangic asamasini erteler, engeller ya da otooksidasyonun ileri
asamasin1 yarida keserler. Bir lipit (alkil) radikali (R.) olusturmak icin, doymamus
yagdan alfa-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar.

102
R-H —» R-O-O-H

R-O-O-H— RO’ + 'OH

RH—— R +H’

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksit radikali (ROO.)
olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer.

R"+ 0, — > ROO" + H’

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar.
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ROO® + RH— ROOH + R’

Daha sonra bu lipit radikali baska peroksi radikali olusturmak iizere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve boylece
otooksidasyon devam eder.

R+ O, —ROO" + H’

Hidroperoksitler (ROOH) karasizlardir ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu da
reaksiyonun hizlanmasina neden olur.

ROOH — RO’ + HO®

RO+ RH —m/» ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R.) ve peroksi radikaller (ROO.)
reaksiyona girerler ve onlari daha kararli, radikal olmayan f{iriinlere cevirirler.
Birincil antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri
ile antiokidan radikaller meydana getirirler (A.). hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu ylizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi(ROO.) ve o0ksi(RO.) serbest
radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler.

ROO" + AH — ROOH + A°

RO+ AH—> ROH + A’

R+ AH— RH+ A’

ROO™ + A"— ROOA

RO+ A"—> ROA

A+ A'—> AA

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle cok az reaksiyona girer.
Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Karali rezonans hibritler olusturmak icin fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamus elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali
kararl1 hale getirilir. antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan
radikaller ile sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler.

Kat1 ve siv1 yaglardan antioksidan dimerlerin olusumu goze carpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigini
gosterir.  Antioksidan, radikal olmayan sekilde ne kadar uzun siire kalirsa
antioksidan dimerler otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili

sekilde durdururlar.
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Sekonder Antioksidanlar; Baz: durumlarda iki antioksidan birlikte kullanildiginda,
yalniz olarak gosterdikleri etkiden daha cok etkili olurlar. Bazen de, tek basinayken
antioksidan Ozelligi gostermeyen bilesen, ikili karisgim icinde ikinci bilesigin
antioksidan etkisini arttirir. Boyle antioksidan etkisi arttiran maddelere sinerjistler
denir.

Antioksidan sinerjistleri olarak da bilenen bu grup antioksidanlar, oksidasyon hizini
azaltan bilesikler olup etki mekanizmalari, metal iyonlarin1 baglamak,
hidroperoksitleri radikal olmayan bilesiklere parcalamak, UV isinlarin1 absorblamak
veya oksijen atomunu etkisiz hale getirmek seklindedir. Antioksidanlarin sinerjist
etkileri, ortamda bulunan diger primer antioksidanlara baglidir. Ortamda primer
antioksidanlar bulunmadigi durumlarda sinerjistlerin antioksidan aktiviteleri cok
diisiiktlir veya antioksidan aktivite gostermezler. Askorbik asit, sitrik asit, etilen
diamin tetraasetik asit, bir cok amino asitler, polifosfatlar ve tartarik asit gibi asidik

bilesikler fenollii antioksidanlarin etkilerini arttirirlar

Etilendiamintetraasetikasit (EDI"A)' Askorbik asit (C Vitamini)

B-Karoten (A Vitamini)

Sekil 2.11 : EDTA, C vitamini, A vitamini’nin kimyasal yapisi.
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Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilabilir:

a) Kelat yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit(EDTA),

tartarik asit

b) Oksijen gidericiler ve indirgeme ajanlari: Askorbik asit, askorbii palmitat,
eritorbik asit, sodyum eritorbal, siilfitler.

c) Singlet oksijen gidericiler: Karotenoitler (8-karoten, likopen ve lutein)
2.4.3. Antioksidanlarin kimyasal bilesimlerine gore simiflandiriimasi

2.4.3.1 Fenolik yapidaki antioksidanlar

Antioksidanlarin en 6nemlileri fenollii olanlar ve bunlarin dihidroksi tiirevleridir.

Bunlarin temel 6rnegi hidrokinon olup reversibi olarak kinon’a yiikseltgenir.

OH o
j‘\\* 2H HJ\
| 2H
CH
Kiskinon kinon pirokatesin P—

Sekil 2.12 : Hidrokinon, kinon, pirogallol ve pirokatesin’in kimyasal yapisi.

Sadece orto ve para polifenoller antioksidan 6zellige sahiptir. Fenoliin kendisi de
antioksidan degilken yerdegisimli benzenler, birden fazla benzen halkasi igeren
aromatik bilesikler veya heterosiklik bilesikler, yapilar1 orto ve para bilesiklerine
benziyorlarsa antioksidan olabilirler. Ornegin, susam yaginda bulunan sesamol (3,4 —
metilendioksifenol) bir tek serbest hidroksi grubuna sahip oldugu halde, bu grup,
oksijenlerden birine gore para konumunda oldugundan dolayr antioksidan etki

gostermektedir.

Sekil 2.13 : Sesamol’un kimyasal yapisi.
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Sentetik antioksidanlardan bu gruba girenler galatlar, nordihidroguayaretik asit
(NDGA), biitillenmis hidroksianizol (BHA) ve biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
dir.

2.4.3.2 Aromatik amino antioksidanlar

Bu gruptaki antioksidanlar fenollii antioksidanlara benzerler. Yalniz yapidaki
hidroksi gruplar1 kismen veya tamamen amino gruplari ile yer degistirmislerdir. Para

izobutil amino fenol bu gruba 6rnektir.

2.4.3.3 Organik siilfiir bilesikleri

Giiclii antioksidanlar arasinda kiikiirtlii organik bilesikler de yer almaktadir. 8, B’-
ditiyo propiyonik asit ve esterleri, 6zellikle dilauril ve distearil ditiyopropiyonatlar

cok etkili antioksidanlar olup %0.01 oraninda kullanilirlar.

g« (CH,),— COOH

’5 . (CH,), —COOH

Sekil 2.14 : B, B’-ditiyo propiyonik asit’in kimyasal yapisi

2.5 Toplam Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle hidrojen veya elektron donor
olarak indirgeme potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu olarak gostermis
olduklar1 potansiyel ile ifade edilir. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baglidir:

v" Radikal siipiirme yetenegi

v" Hidrojen veya elektron donér olarak gostermis oldugu reaktivite ( rediiksiyon

potansiyeline bagli olan )

v Metal kelatlama potansiyeli

v" Diger antioksidanlarla olan iletisim sekli
Antioksidan aktivite tayininde kullanilan metodlar ise iki temel baslikta
incelenmektedir:

1) Elektron transferine dayanan yontemler

2) Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler
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1)Elektron transferine dayanan yontemler : Oksidan maddenin indirgenmesi sonucu
olusan rengin degisiminin Ol¢iilmesi ile antioksidan maddenin 6l¢timii yapilir. Renk
degisiminin derecesi ornekteki antioksidan maddenin konsantrasyonuna baglidir.
Elektron transferine dayanan yontemler :

v DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest radikal giderim yontemi

v" FRAP - ferric reducing antioxidant power - Demir iyonu indirgeme giicii

metodu

v" CUPRAC - Cupric reducing antioxidant capasity — yontemi

v" TEAC/ABTS - Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi
2)Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler : Antioksidan ve substrat arasinda
rekabete dayali reaksiyonlar gerceklesir. Genelde azotlu grup tasiyan maddelerin
bozulup peroksil radikalleri olusumu esasina dayanir.
Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler :

v" Diisiik densiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu inhibisyon
ORAC - Oksijen radikali absorbans kapasitesi
TRAP - Toplam radikal yakalama parametresi
Luminol yontemi
Fikoeritrin esasli yontemler
DCFH - DA ( Diklorofloresin — diasetat ) yontemi
Krosin yontemi

TOSC ( Toplam oksiradikal ) yontemi

S U N N L Y

2.5.1 Ferrisiyaniir yontemi

Bu yontemin temeli [Fe(CN)s]* ‘iin antioksidanlarla etkilesip [Fe(CN)e]* ‘e
indirgenmesi, olusan [Fe(CN)s]* ‘iin de Fe(Ill) ilavesiyle prusya mavisi
olusturmasina dayanmaktadir. Olusan Prusya mavisi bir yiik transfer kompleksidir.
Bu yontemin temelini olusturan reaksiyonlar ise;

[Fe(CN)s]> + A.O € [Fe(CN)s]* + A.O. Yiikseltgenmis Hali (2.1

K* + Fe** + [Fe(CN)s]* €= KFe[Fe(CN)¢] (Prusya Mavisi) (2.2)
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Diger yontemlerde oldugu gibi antioksidanlarin sentetik karisim calisilarak troloks
esdeger cinsinden karsilastirma yapilir. Bu yontemde Fe(III) ¢ozeltisi ilave edildikten

sonra olusan rengin kararlilig1 incelenir.

2.5.2 TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity; troloks esdegeri
antioksidan kapasitesi) / ABTS yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS yontemi, ilk
olarak Miller ve arkadaslar: tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem; 2,2’- azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) kromojen radikal katyonunun absorbansinin,
antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alir. Antioksidanlar varliginda
ABTS+ radikal katyonunun ($ekil 2.15) absorbansinda belirli bir siire icindeki
azalmadan yararlanarak toplam antioksidan kapasitesi troloks cinsinden bulunur. Bu
nedenle bu yonteme “troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi”(ABTS/TEAC)

ad1 da verilir.

Sekil 2.15: ABTS* radikal katyonunun yapisi

660, 734 ve 820 nm’de maksimum veren ABTS-* radikal katyonu metmiyoglobinin
H>0, ile aktivasyonu ile iiretilen ferrilmiyoglobin radikal tiirlerinin ABTS ile
etkilesiminden meydana gelmektedir.

Miller ve arkadaslar: tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmis TEAC yonteminde
potasyum persiilfatla ABTS’in oksidasyonu sonucu iiretilen ABTS.+ radikal
katyonlar1 kullanilir. Uretilen bu ABTS radikalleri oda sicakliginda karanlikta
bekledigi zaman 2 giin kararlidir. Gelistirilen bu yontem, hem lipofilik hem de

hidrofilik sistemlerde kullanilabilmektedir.

2.5.3 DPPH yontemi

Bu yontem; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil
2- pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6l¢gmeye dayali bir yontemdir. Bu
radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli DPPH

radikali 515 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH ¢6zeltisine antioksidanin

21




ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin varligiyla
radikalin rengi kirmizidan sartya doner. Bu yontem antioksidanlarin radikal siipiirme

kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak bilinmektedir.

2.5.4 FOLIN-CIOCALTEU yéntemi ile toplam fenolik bilesik tayini

Bu yontem Singleton ve arkadaglari tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik
icerigini O6lcmek icin gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSOs (bakir(Il) siilfat)
alkali ortamda protein veya antioksidanlarla kompleks yapar. Folin reaktifi (fosfo-
molibdik-fosfotungstik asit) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein
veya antioksidanla Cu(Il)’nin reaksiyonundan aciga c¢ikan Cu(I) olasilikla
molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine inderger ve rengi saridan maviye
doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de 6rnek absorbanslari Gl¢iiliir.

Bu denemede, ard arda geri doniistimlii bir veya iki elektron indirgeme reaksiyonlari,
P(MoW11040)* olmast muhtemel mavi tiirlerin olusumunu saglar. Esasen,
molibdenin kompleks i¢inde indirgenmesinin daha kolay olduguna ve elektron-
tranfer reaksiyonunun indirgenler ve Mo(VI) arasinda gerceklestigine inanilir.
Fenolik bilesikler FCR (Folin Ciocalteu reaktifi) ile sadece bazik ortamlarda
reaksiyon verirler. (Sodyum karbonat c¢ozeltisi ile pH 10’a ayarlanir). Fenolik
protonun dissosiasyonu, reaktifi indirgeme yetenegi bu nedenle artan fenolat

anyonunun olusumunu saglar.

2.5.5 CUPRAC ( Cu(II) indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi

Cu(Il) indirgeme kapasitesine dayali toplam antioksidan kapasite Ol¢iim
yontemlerinden biride CUPRAC yontemidir. Kromojenik bir redoks reaktifi olan
bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriirii kullanan CUPRAC yo6ntemi (CUPRAC: Bakir(II)
indirgeyici antioksidan kapasite) ile hem hidrofilik hem de lipofilik toplam
antioksidan miktar1 kolaylikla tayin edilebilmektedir. Bu yontemde sirasiyla Cu(II)
kloriir c¢ozeltisi, %96’lik etil alkolde hazirlanmis neokuproin ¢ozeltisi, amonyum
asetat tamponu (pH=7) ve analiz ¢ozeltileri son ¢ozelti hacmi 4,1 mL olacak sekilde
ilave edilir. Oda sicakliginda yarim saat siire sonunda 450 nm’de reaktif koriine karsi
absorbans degerleri oOlciiliir. Tepkime sonunda 2 proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH),
grubu antioksidan bilesikler kinon formlarina doniismektedir. Cu(II)-Nc ise 450

nm’de maksimum goOsteren siddetli renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc kelatina
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dontismektedir. Bu reaksiyonda, n-OH grubu iceren antioksidan karakterli bilesikler,
2n-e dondr olarak hareket etmektedir.

2n Cu(Nc)2** + Ar(OH), —2n Cu(Nc),* + Ar(=0)n + nH* (2.3)

O)r~0O)
HyC N\ pd " CHs
Cu(I)2

Sekil.2.16 : Cu(I)- neokuproin kelatinin kimyasal yapisi

2.5.6 CERAC (seryum iyonunu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

CERAC yonteminin temelini, Ce(IV) ile antioksidanlar arasindaki redoks reaksiyonu
olusturmaktadir. Siilfat asitli ortamda baglangigtaki Ce(IV) un maksimum sogurma
dalgaboyundaki (320 nm) absorbans degeri, Ce(IV)’un antioksidanlar ile reaksiyonu
sonucu azalmaktadir. Ce(IV)’un absorbsiyonundaki bu azalmadan yararlanarak
dolayli olarak toplam antioksidan miktar1 hesaplanmigtir. CERAC yo6nteminde gida
maddelerine katki maddesi olarak katilan sitrik asidin Ce(IV) ile reaksiyona girerek
indirgendigi ve Ce(Ill) olusumuna neden olarak interfere ettigi tespit edilmistir. Bu
amagla Ce(IV)’iin, hidroliz kompleksleri (Ce(OH)* ve Ce(OH).**) ve siilfat
kompleksleri (Ce(SO4)**) olusturularak redoks potensiyeli diisiiriilerek modifiye

CERAC yontemi gelistirilmistir.

Ece = E%c+ 0.059 Log ([Ce** ]/ [Ce*]) (2.4)

Ce*" + antioksidan— Ce>" + yiikseltgenmis antioksidan (2.5)
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2.6 Celtis Australis L. (Ulmaceae)

Asagida Oncelikle calismamizin konusu olan Celtis australis L. ile ilgili bilgiler
verilmis sonra da Celtis australis L.’in antioksidan olarak secilmesinin nedenleri

belirtilmistir.
2.6.1 Celtis australis L. (Citlembik)’ in genel 6zellikleri

Karaagacgiller (Ulmaceae) familyasi icerisinde bulunan Celtis bir cinsli bir evcikli,
her yil yapragini doken ve genellikle orta boylu agaclart iceren bir cinstir. (Yaltirik,
1998). Yoresel olarak dagan, dagdagan, dardahan, citemik veya citlik olarak da
bilinen Celtis, tarim alanlar iginde veya etrafinda yem, yakacak odun ve farkli
kullanim amaglariyla yetistirilmekte ve yine meyvelerinin ¢ok lezzetli, besleyici ve
tanensiz olmasindan dolay: 6zellikle kitlik doneminde ¢iftlik hayvanlarina yesil yem
olmas1 bakimindan kirsal alandaki insanlarin sosyoekonomik yapisinda hayati bir

Onem tasimaktadir (Subba ve ark.,1996).

Ulkemizde dogal olarak yetisen dort gitlembik tiiriinden birisi adi citlembik (Celris
australis L.)’dir. Adi ¢itlembik giiney Avrupa, kuzey Afrika, bati Asya ve iilkemizin
giiney, kuzey, ve kuzey bat1 bolgelerinde genis bir yayilisa sahiptir. Adi ¢itlembigin
cekirdekli sulu meyvesi once yesil, sonra parlak portakal sarisi ve olgunlastiginda da
koyu siyaha yakin bir renk alir. Nohut biiyiikliiglinde ve fistic tadinda olan adi
citlembik meyvelerinin ¢ap1 ortalama 9-12 mm’ dir (Kayacik, 1981; Davis, 1982;
Angin ve Ozkan, 1993: Baytop, 1994; Yaltirik, 1998; Yaman, 2005; Yiicel, 2005).
Celtis australis, %14.9 protein, % 45.8 azotsuz organikler, % 4.1 eter 0zii, %20.2

ham lif, % 14.25 kalsiyum ve fosfor icermektedir (Samant, 1997).

Ote yandan adi gitlembik insanlara sagladig1 ekonomik ve kolektif - kiiltiirel yararlar
acisindan son derece 6nemlidir. Bu baglamda, adi ¢itlembigin odunu dayanikli ve
elastiki olmasindan kasnak, yayik sopasi, kasik, baston, kiirek, tarim aletleri gibi
cesitli malzemelerin ve binalarin yapimi ile oymacilikta, yine bu tiiriin kerestesi kagit
yapiminda kullamilmaktadir. Bunlarin yaninda adi citlembik diger tiirlere kiyasla
kurakliga ve parazitlere kars1 daha dayaniklidir. Kazik koke sahip oldugundan
kurakeil yerlerin aga¢landirilmasinda kullanilabilir, yapraklart mizrak seklinde ve gri
yesil renkte, taglarinin zarif, dekoratif ve golge saglar nitelikte olmasindan, dzellikle

kent alanlarimin park ve bahcelerinde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. (Kayacik
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,L1981; Ansin ve Ozkan, 1993; Demir ve ark.,2002; Doygun ve Ok,2006; Singh ve
ark.,2006; Giiltekin, 2007). Ayrica ayni yazarlar tiirlerin iyi bir yakacak odun

oldugunu isaret etmektedirler.

Tiirlerin biitlin bu yararlarina ek olarak, tip alaninda degisik saglik sorunlarini
gidermesinde meyve, yaprak, tohum ve sakizlarinin kullanilmasi ve son yillarda
giizel kokulara artan ilgi nedeniyle kozmetikte yararlanilmasi insanlar igin 6nem arz
eden bagka yararlaridir (Chevallier, 1996; Mir - Babayev ve Waigh, 1997; Hernandez
Bermejo ve Garcia Sanchez, 1998; Tardio ve ark., 2006).

2.7 Prunus Laurocerasus L.

Asagida oncelikle calismamizin konusu olan Prunus Laurocerasus L. ile ilgili bilgiler
verilmis sonra da Prunus Laurocerasus L.’in antioksidan olarak secilmesinin

nedenleri belirtilmistir
2.7.1 Prunus Laurocerasus L. ( Karayemis)' in genel ézellikleri

Bitkiye tlilkemizde degisik yoresel adlar verilir. Bunlar arasinda en yaygin olarak
kullanilan "Taflan"dir. Laurocerasus officinalis'e "taflan" disinda, 6zellikle Ordu'nun
dogusunda "giircli kiraz1”, "karayemis", "laz kirazi", "laz tzimi", "laz yemisi",
Giresun'da "tanal", Artvin'de "tckoo" gibi yoresel adlar verilir. ( Alpmar ve

Yazicioglu, 1991 ) .

Karayemis ilk olarak 1546 yilinda Fransiz Pierre Belon tarafindan Trabzon'dan
toplanmis ve Cerasus trapezentuna ( Trabzon Kirazi ) olarak adlandirilmustir. Bitki
ayni yil, Istanbul iizerinden Italya'ya; 1574 'te de Clusius tarafindan Viyana'ya
getirilmig, oradan da Fransa ve Ingiltere'ye gonderilmistir. Budanarak sekil
verilebilmesi, dokiilmeyen parlak koyu yesil yapraklar1 ve kokulu beyaz ¢igekleri ile
karayemis, 1600 yilindan itibaren tiim Avrupa'da park ve bahgelerde yetistirilmeye
baslanmistir. Gilinlimiizde biiylime bicimi, yaprak boyut ve sekli, kisa dayaniklilik

acisindan farkli 20 kadar karayemis kiiltiirvar: vardir ( Alpinar ve Yazicioglu, 1991 ).

Yaprakli aga¢ ormanlarinin, bilhassa Kaymn mescgerelerinin altinda yeralir.

Ormancilik bakimindan zararl bir alt flora fakat parkcilikta makbul bir siis bitkisidir

( Kayacik, 1961 ).
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Karayemis (Prunus Laurocerasus L.) bitkisinin anavatan1 Karadeniz'in dogu kiyilari,
Balkanlar ( Eski Yugoslavya, Bulgaristan ), Bati Kafkasya ve Kuzey Iran
gosterilmektedir. Tiir hem dogal hem de kiiltiir bitkisi olarak Karadeniz daglarinin
kuzeye bakan ve deniz seviyesinden 20-1700m'ye kadar olan yiiksekliklerinde
yetismektedir. Ulkemizde dogal olarak Istanbul, Izmit, Zonguldak, Sinop,
Kastamonu, Giresun, Trabzon, Rize ve Hatay'da yetismektedir. Suana kadar
tilkemizde yapilan morfolojik ve sitolojik karakterizasyon c¢alismalarinda Prunus

Laurocerasus 'un {i¢ kiiltiirvar ve bir de yaban formunun varlig1 tespit edilmistir.

Alt1 metreye kadar boylanan c¢ali veya kiiciik agac seklinde bitkilerdir. Yapraklar
dikdortgensi - elips, dikdortgensi - yumurta, 20x8 ebatlarinda, kenarlari disli veya
diiz, yapraklarin istili koyu yesil, alt1 ise soluk yesildir. Yaprak sap1 15 mm'ye kadar
uzunlukta, c¢icek durumu basaktir. Genellikle yapraklari daha kisa olan ¢igekler
beyaz, cicek saplar1 8 mm'ye kadar uzunlukta, cicek tablasi loblara kadar genisleyen
can seklinde olup petaller 4mm'dir. Cekirdekli sulu meyvalar zeytin biiyiikliigiinde
olup oval sekillerde ve 8 mm capindadir ( kiiltiir formlarinda 12 mm capa kadar

erisebilir ). Meyvalar koyu mavi veya siyah renktedir ( Sandalli, 2002 ).

Meyve verimi 5-10 yillik bitkilerde baslar ve yilda birkez meyve verimi gergeklesir.
Yapraklari ¢gicek agma doneminde yani Nisan - Mayis aylarinda geng, fakat tamamen
gelismis yapraklar elle toplanir. Yash ve kigin toplanan yapraklarin etken maddece

fakir oldugu yapilan arastirmalar sonucunda anlasilmistir ( OGM, 1991 ).

Ulkemizde dagilim gosteren kiiltiirvarlarin meyvelerinde 23 farkli karboksilik asidin
varligi ve temel karbonhidratlardan hepsinin bol miktarda varlig1 tespit edilmistir.
Karboksilik asitlerden bazilar1 bazi kiiltiirvarlarda mevcut olup digerleinde
olmazken; hidroksisiiksinik asid, benzoik asit biitiin kiiltiirvarlarda temel bilesen
olarak tespit edilmistir. Karbonhidratlardan ise fruktoz, glukoz ve alkol sekerlerinden
sorbitol tiim kiiltiirvar meyvelerde bol miktarda bulunmakta iken kiiltiirvar meyveleri

az miktarda sukroz icermektedir ( Sandalli, 2002 ).

Yapraklarinda ise zehirli bir glikozit olan syagenetik glikozitler siifindaki
Syandrikasit ~ bulunmaktadir. Insanlarda goriilen zehirlenmeler genellikle
tohumlarinda syagenetik glikozitler bulunan bitkilerin tohumlarinin yenmesi sonucu
meydana gelir. Bu asitler insan viicudu igine birka¢ dakika- birka¢ saat icinde
yayilarak Oliimler meydana getirdigi icin syagenetik glikozit tiirlerinden

Syagenetikasid iceren yapraklarin bilingsiz bir sekilde kullanilmamasi gerekir
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(Sandall1, 2002). Karayemis yapraklarinin su buhar1 destilasyonu sonucunda tanen,
seker, yag, emiilsin isimli bir ferment ( bu ferment glikozite tesir ederse onu
benzaldehit, siyanhidrin ve glikoza parcalar ) ve pralavrosin isimli bir glikoza ihtiva
eder. Bu glikozit renksiz, kokusuz ve aci lezzetlidir. Yapraklarda bulunan siyanhidrik

asit miktar1 100g yaprakta 120-180 mg arasinda degismektedir ( OGM, 1991 ) .

Yapraklarinin destile edilmesi ile eczacilikta kullanilan aqua laurocerasi veya

laurocerasin elde edilir ( Kayacik, 1961 ).

Taze yapraklardan su buhar1 destilasyonu ile elde edilen ve 0,1 oraninda siyandhidrik
asit ihtiva eden su (giinde 2-10 g arasi) bircok sinir hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan preperatlarin yapiminda kullanilir. Ayrica bazi gida maddelerine ve bazi

galernik preperatlara koku vermede de kullanilir ( OGM, 1991 ).

Dogu Karadeniz bolgesinde meyveleri yenir ve pazarlarda satilir. Ayrica
meyvelerinden likor yapilir ( Angin ve Ozkan, 1993 ). Halk arasinda Karayemis
meyveleri meyve olarak yenmekte olup, yapraklari cay gibi demlenerek sinir

bozukluklarina karsi, oksiiriik dindirici ve spazm kesici olarak kullanilmaktadir (

OGM, 1991 ).

Karayemis meyvelerinin sindirimi kolaydir ve taze olarak kurutulduktan veya
kavrulduktuktan sonra yenir. Insani tok tutar. Tek basina veya findik ve cevizle
birlikte cerez olarak yenen karayemis meyveleri, pasta, kek ve Ozellikle hosaf ve
kompostolara koku ve tad kazandirmak icin ilave edilir. Regel ve tursuda
hazirlanmaktadir. Meyveler genellikle yetistiriciler tarafindan tiiketilirse de bazen

semt pazarlarinda veya yakin sehirlerde manavlarda satilir ( Alpinar ve Yazicioglu,

1991).

Yapraklar1 Folia lauracersi recens TK adi altinda taze olarak kullanilir.
Yapraklarinda Prurasin adli siyogenetik bir glikozit vardir. Bu glikozit hidroliz ile
siyanhidrikasit verir, bu asit zehirlidir. Kiyilmis taze yapraklar su buhari ile destile
edilirse Aqua Laurocerasi TK ( taflan suyu ) elde edilir. Bu su % 1 oraninda

sulandirildiktan sonra yatistirici, oksiiriik dindirici ve koku dindirici olarak kullanlir (

Baytop, 1991 ).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Cihazlar

UV- VIS o6l¢timleri i¢in Varian Cary 100 spektrofotometresi, Manyetik Karistirici II
Camag RH, Edmund Biihler 7400 Tiibingen KL.2 Calkalayici, Epondorf marka 100-
1000 uL mikro pipet, Magic Bullet Blender, Knick Ph-Meter 766 Calimatic marka
pH-metre kullanild.

3.2 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Merck marka Seryum (IV) siilfat tetrahidrat [Ce(SO4)2.4H20], Merck marka siilfiirik
asit, Merck marka metil alkol, Merck marka hidroklorik asit, Merck marka potastum
ferrisiyaniir [K3Fe(CN)s], SDS, Merck marka etil alkol, Merck marka bakir(II)kloriir,
Merck marka sodyum siilfat, Aldrich marka bakirsiilfat, troloks, neokuproin, Merck

marka amonyum asetat analitik safliktaki kimyasallar kullanildu.

3.3 Kullanilan Ana Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.0 x 10° M seryum(IV) stilfat; 0,08086 g Ce(S04)2.4H>0 tartilip tizerine bir miktar
saf su eklendikten sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Daha sonra iizerine 16
mL %98’lik H>SO4 eklendi ve 100 mL’ye saf su ile tamamlandi. I M NaxSOs
(sodyum siilfat); 35,5 g NaxSOq tartilip saf suda ¢oziiliip, 250 mL balon jojeye
aktarildi ve saf su ile 250 mL tamamlandi./.0 x 107 M Troloks; 0,0062 g troloks
(C14Hi304) tartiip 25 mL’lik balon jojeye etanol ile tamamlandi. 1.0 x 10? M
CuCl2.H20; 0,4262 g CuCl; tartilip suda ¢oziiliip, 250 mL’lik balon jojeye aktarildi
ve saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi. 7,5 x I 0°M Neokuproin; 0,078 g Nc tartilip bir
miktar etanol ile coziildiikten sonra 50 mL’lik balon jojeye aktarilip etanol ile 50
mL’ ye tamamlandi. / M CH3CONHy; 19,27 g CH3CONH; tartilip bir miktar su ile
coziiliip 250 mL’lik balon jojeye aktarildi ve 250 mL’ ye saf su ile tamamlandi.

%2 ‘lik NaxCO3; 2 g NapCOs tartip 100 mL’ye 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ile
tamamlandi. %I ’'lik KNaC:H4Os; 1 g KNaC4H4Og tartilip 100 mL’ye saf su ile
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tamamlandi. %0,5 ‘lik CuSOy4; 0,125 g CuSOg4 alinip 25 mL balonjojeye Natartarat
(%1) ile tamamlandi. Folin reaktifi; Folin reaktifi 1:3 oraninda saf su ile 25 mL
balon joje de seyreltilip kullamildi. 0,/ M NaOH; 1 g NaOH almip 250 mL’lik
balonjojede saf su ile tamamlandi. %0,2 FeCl3.6H20; 0,1 g FeCl3.6H,O alinip
tizerine 1 mL 1M HCI ile beraber 50 mL saf su ile tamamlandi. %1 SDS (sodyum
dodesil siilfat); 0,5 g alinip 50 mL’ye saf su ile tamamlandi. %1 ‘lik K3Fe(CN)s; 0,5 g
K3Fe(CN)s alinip 1 mL 1 M HCl ile 50 mL‘ye saf suyla tamamlandi.

3.4 Citlembik Ekstraktlarinin ve Infiizyonlarinin Hazirlanmasi

Citlembik bitkisi ¢ekirdeklerinden ayrilip ¢ekirdek ve meyve olarak iki kisma ayrildi.
Citlembik meyvesi 3 giin oda sicakliginda kurumaya birakildi. Ornekler porselen
havanda toz haline gelinceye kadar 6giitiildii ve her ekstraksiyon oncesinde ¢itlembik
numuneleri bu sekilde taze hazirlandi. Bu islem c¢itlembik Orneklerine citlembik
meyvelerinin olgunlagsmasinin her asamasinda (yesil, sar1 ve siyah haldeyken) ayni
sekilde uygulandi.

Ogiitiilmiis ¢itlembik drneklerinin metanol, etanol ve aseton ekstraksiyonlari ile sulu
infiizyonlar1 hazirlandi. Tim ekstraktlar hazirlanirken, c¢itlembik Ornekleri agzi
kapakli silifli erlenler igerisinde calkalayicida ekstrakte edildi. Ik asamada 1 g
citlembik Ornegi tartilarak 20 mL metanol ile 60 dk, ikinci asamada 20 mL metanol
ile 45 dk ve iiciincli asamada ise 10 mL metanol ile 15 dk calkalayicida 350 rpm
hizla karistirildi. Her ii¢ asama sonrasinda ekstraktlar siiziildii ve siiziintiiler
birlestirilerek metanol ile 50 mL ye tamamlandi. Bu islem %100, %80, %70, %50,
%40 ve %25 (v/v)’ lik metanol ; %100 ve %80 (v/v)’ lik etanol ; %100’ liik aseton
ile ayr1 ayr1 gerceklestirildi.

Citlembik meyvesi ile ¢ekirdegi arasindaki antioksidan kapasite farkini belirlemek
amaciyla yapilacak olan testler igin ekstraktlar su sekilde hazirlandi; citlembik
meyvesi ve ¢ekirdegi birbirinden ayrildi. Citlembik ¢ekirdekleri ve meyvesi ayri ayri
yas halde havanda ufak parcalara ayrildi. Ilk asamada ayr1 ayr1 1 g citlembik meyvesi
ve citlembik cekirdek Ornegi tartilarak 20 mL %80’lik metanol ile 60 dk, ikinci
asamada 20 mL % 80’ lik metanol ile 45 dk ve liclincii asamada ise 10 mL %80’lik
metanol ile 15 dk calkalayicida 350 rpm hizla karistirildi. Her ii¢ asama sonrasinda
ekstraktlar siiziildii ve stiziintiiler birlestirilerek %80’ lik metanol ile 50 mL’ye

tamamlandi.
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Infiizyon ¢ozeltisi hazirlanirken, gitlembik drneginden 1 g tartilip bir erlene aktarilds,
tizerine kaynamis 50 mL saf su ilave edilerek 5 dk bekletildi. Erlende demlenen
cozelti whatman siyah bantl siizge¢ kagidiyla 50 mL’ lik balon jojeye siiziildii ve 50

mL’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan infiizyon her giin taze hazirlandi.

3.5 Karayemis Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Karayemis bitkisi ¢ekirdeklerinden ayrilip cekirdek ve meyve olarak iki kisma
ayrildi.

Karayemis meyvesi ve karayemis ¢ekirdegi arasindaki antioksidan kapasite farkin
belirlemek amaciyla yapilacak olan testler icin ekstraktlar su sekilde hazirlandi;
Karayemis cekirdek Ornekleri havanda doviilerek ufak parcaciklar haline getirildi,
karayemis meyvesi blender ile homojenize edildi. Karayemis ¢ekirdek ve karayemis
meyve oOrnekleri agz1 kapakli silifli erlenler icerisinde calkalayicida ekstrakte edildi.
[k asamada 0,5 g karayemis cekirdek ve 2 g karayemis meyve 6rnegi tartilarak ayri
ayr1 20 mL %80’lik metanol ile 60 dk, ikinci asamada 20 mL %80’lik metanol ile 45
dk ve tciincii asamada ise 10 mL %80’lik metanol ile 15 dk calkalayicida 350 rpm
hizla kanistirildi. Her ilic asama sonrasinda ekstraktlar siiziildii ve siiziintiiler
birlestirilerek %80’lik metanol ile karayemis cekirdek ekstrakti 50 mL’ ye karayemis
meyvesi ekstrakti 100 mL’ye tamamlandi.

Farkli kurutma yoOntemlerinin ekstraksiyon verimi iizerine etkisinin incelenmesi
amaciyla yapilacak olan testler icin ekstraktlar su sekilde hazirlands;
Trabzon’dan toplanan karayemisler cekirdeklerinden ayrilip meyvesi blender ile
homojenize edildi ve her biri 2 g 6rnek icermek iizere 3 ayri seri olusturuldu. 3
numune liyofilizasyon islemi i¢in liyofilizere konuldu. 3 numune iizerine yasken
coziicii eklendi ve ekstrakte edildi, 3 numune giin 1s18inda kurutulmak {izere saat
camu lizerine yayild: (kurutma islemi oda sartlarinda 3 giin siirdii.) Her bir karayemis
meyve Ornegi ayri ayri ilk asamada 20 mL %80’lik metanol ile 60 dk, ikinci asamada
20 mL %80’lik metanol ile 45 dk ve liclincti agsamada ise 10 mL %80’lik metanol ile
15 dk calkalayicida 350 rpm hizla karistirildi. Her iic asama sonrasinda ekstraktlar
stiziildii ve siiziintiiler birlestirilerek %80’lik metanol ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu
islem, %80’ lik etanol ve %70 (v/v)’ lik aseton ile ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

Farkli ekstraksiyon yontemlerinin verimlerinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan
testler icin ekstraktlar su sekilde hazirlandi; Trabzondan toplanan karayemisler

cekirdeginden ayrildi, karayemis meyvesi blender ile homojenize edildi, 5 g alind: ve
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25 mL %80’lik metanol ekenerek bir gece boyunca agzi kapakli siliftli erlen
icerisinde bekletildi. 16 saat beklemis olan karayemis ekstrakti 10 dk. vortekslenerek
siyah bant siizgec kagidindan siiziildii. Bu islem 3 kez 25 mL %80 (v/v)’lik metanol
ile tekrarlandi. Son hacim ¢oziiciistiyle 100 mL’ye tamamlandi.

Farkli ¢oziiciilerin ve bu coziiciilerin farkli oranlarinin ekstraksiyon verimi tizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan testler icin ekstraktlar su sekilde
hazirlandi; karayemis meyvesi ve ¢ekirdegi birbirinden ayrildi. Karayemis meyvesi
blender ile homojenize edildi. Karayemis meyve ¢rnekleri agzi kapakli silifli erlenler
igerisinde calkalayicida ekstrakte edildi. [lk asamada 5 g karayemis ornegi tartilarak
40 mL %80’lik metanol ile 60 dk, ikinci asamada 40 mL %80’lik metanol ile 45 dk
ve liclincii asamada ise 20 mL %80’lik metanol ile 15 dk ¢alkalayicida 350 rpm hizla
karistirildi. Her {i¢ asama sonrasinda ekstraktlar siiztildii ve siiziintiiler birlestirilerek
%80’lik metanol ile 100 mL ye tamamlandi. Bu islem %100, %80, %70, %50 ve
%40 (v/v)’lik metanol; %70 (v/v)’lik aseton ve % 80 (v/v)’lik etanol ile ayr1 ayri
gerceklestirildi. Ayrica ITU Ayazaga Kampiisiinden toplanan karayemisler icinde
ayni islem %100, %80, %70, %50 ve %40 (v/v)’lik metanol ile uygulandi.

3.6 Uygulanan Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Bolim 3.4 ve 3.5 te anlatildigi sekilde hazirlanan Citlembik ekstraktlar1 ve
infiizyonlar1 ile Karayemis ekstraktlarina CERAC, CUPRAC, Ferrisiyaniir ve Folin

Ciocalteu yontemleri uygulanarak antioksidan kapasiteleri belirlendi.

3.6.1 CERAC (seryum indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

1x10-3 M troloks ¢ozeltisinden degisik miktarlarda alimip 1mL 2 x 10 M Ce(IV)
cozeltisi, 7 mL 1 M Na>SO4 ¢ozeltisi ve toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ve
numune ekstraktlari ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi icin 30 dakika beklendi.
Ce(IV)’lin maksimum absorbans yaptig1 320 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri
alindi. Olciimler 3 kez tekrarlandi.

Ce(IV)’ iin baslangigtaki absorbansi, numune ekstraktlari ile etkilesimi sonrasinda
azaldigindan dolayr Ce(IV)’lin baslangi¢ ve reaksiyon sonrasi Glciilen absorbanslari
arasindaki fark, numunedeki toplam antioksidan miktarinin bir Sl¢iistidiir. Numune
orneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin (TAC) hesaplanmasinda kullanilan
denklem asagida belirtilmistir.

TAC ( mmol Troloks/g): [(Ao- A1)/ ETroloks] X Vs/Vs X SF x VE/m 3.1)
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Ao: Ce(IV)’iin baslangigtaki absorbansi (A = 320 nm)

A1: Ce(IV)’iin ceti ilave edildikten sonra Slgiilen absorbansi (A = 320 nm)
ETroloks: Troloksun molar absoprsiyon katsayist (mol! L cm™)

V;: Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs: Ornek hacmi (mL)

SF: Seyreltme faktorii

VE: Ektraksiyon hacmi (mL)

m: Ornek agirligi (g)

3.6.2 CUPRAC (Cu(II) iyonu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

Seyreltilmis ¢itlembik ekstraktlarindan degisik miktarlarda almip 1,0 x 102 M
CuClz, 1 mL 7,5 x 10°M neokuproin ve 1 mL NHsAc eklendi ve toplam hacim 4,1
mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika
beklendi. Cu(I) neokuproin kelatinin maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢giimleri alindi. Olciimler 3 kez tekrarland.

CUPRAC yonteminde, 6rnek cozeltisinin toplam antioksidan kapasite hesabi icin
asagidaki denklem kullanildi.

TAC ( mmol troloks/g): [A/€Troloks] X Vs/Vsx SF x Ve/m (3.2)
A: Cu(II)- neokuproin ¢ozeltisine drnek ilave edildikten sonra Slgiilen absorbans (A =
450 nm)

E€Troloks: Troloksun molar absorpsiyon katsayist (mol! L cm™)

Vi: Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs: Ornek hacmi (mL)

SF: Seyreltme faktorii

VE: Ektraksiyon hacmi (mL)

m: Ornek agirligi (g)

3.6.3 Ferrisiyaniir yontemi

x mL antioksidan + (1-x) mL mutlak EtOH + 6,3 mL H,O + 0,2 mL 1 M HCI + 1,5
mL 1% (w/v) KsFe(CN)s + 0,5 mL 1% (w/v) SDS + 0,5 mL 0,2 % (w/v)
FeCls.6H2O; toplam hacim = 10 mL, oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
750 nm de (A7so) kore karsi absorbanslari Olgiildii. Olusan prusya mavisi
kompleksinin 30 dakika sonunda 750 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri yapildi.
Olciimler 3 kez tekrarlandi.
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TAC ( mmol Troloks/g): [A/€Troloks] X Vs/Vsx SF X VE/m 3.3)
A: Ornek ilave edildikten sonra &lgiilen absorbans (A = 450 nm)

ETroloks: Troloksun molar absoprsiyon katsayist (mol! L cm™)

Vs: Absorbansin 0lciildiigii son hacim (mL)

Vs: Ornek hacmi (mL)

SF: Seyreltme faktorii

VE: Ektraksiyon hacmi (mL)

m: Ornek agirhigi (g)

3.6.4 Folin yontemi

Lowry A ¢ozeltisi; 2,0 g NaxCOs’nin 100 mL 0,1 M NaOH c¢ozeltisi icinde
coziinmesi ile hazirlanir. Lowry A c¢ozeltisi; 0,025 g CuSOs’iin 5 mL % 1’lik
NaKC4H4O¢ ¢ozeltisi icinde ¢dziinmesi ile hazirlandi. Hazirlanan 100 mL Lowry A
cozeltisinin lizerine 2 mL Lowry B cozeltisi ilave edilerek Lowry C ¢ozeltisi
hazirlanmig olur.

xmL AO + (2-x) mL su + 2,5 mL Lowry C; karisim 10 dakika bekletildi. Uzerine
0,25 mL Folin reaktifi ilave edildikten sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletildi;
Vr = 4,75 mL. Folin reaktifi, Folin ¢o6zeltisinin 1: 3 (v/v) oraninda su ile
seyretilmesiyle hazirlandi.

TAC ( mmol Troloks/g): [A/€Troloks] X Vs/Vsx SF x Ve/m (3.4)
A: Ornek ilave edildikten sonra &lgiilen absorbans (A = 450 nm)

ETroloks: Troloksun molar absoprsiyon katsayist (mol! L cm™)

V;: Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs: Ornek hacmi (mL)

SF: Seyreltme faktorii

VE: Ektraksiyon hacmi (mL)

m: Ornek agirligi (g)

3.7 istatistiksel Analiz

Deneysel analiz sonuclarinin ortalamalari ve ortalamalarin standart sapmalari
Microsoft Ofise 2010 Excel programi ile hesaplanmistir. Sonuglar, “ortalama deger +

standart sapma” seklinde verilmistir. Korelasyon katsayilari (r) (0.00-0.25 Cok zayif
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iliski; 0.26-0.49 Zayif iliski; 0.50-0.69 Orta iliski; 0.70-0.89 Yiiksek iliski; 0.90-1.0
Cok ytiksek iligki) programlar kullanilarak (Microsoft Excel 2010 Ofis) hesaplandi
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Kalibrasyon Grafiklerin Cizimi

Olgiilen absorbans degerleriyle troloks derisimleri arasinda kalibrasyon grafikleri

¢izildi. Bu grafikler CERAC, CUPRAC, FERRISIYANUR ve FOLIN-Ciocalteu

yontemleri i¢in ayr1 ayr cizildi.

4.1.1 CERAC yontemi
CERAC yonteminde troloksun kalibrasyon grafigi sekil 4.1° de goriilmektedir.

Troloks dan 1x 107 — 8x 105 M arasinda degisen derisimlerden alind.

Abs

1.20 -

1.00

38O -

980 -

d40 -

0.20 -

000

140 -

™

y=-0,1451x—1,1424
R?=0,9989

Circiots {mol/L} * 10°

Sekil 4.1: Troloks” un CERAC yonteminden elde edilen kalibrasyon

grafigi.
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4.1.2. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yonteminde troloksun kalibrasyon grafigi sekil 4.2 de goriilmektedir.
Troloks dan 1,22x 10 — 6,00x 10 M arasinda degisen derisimlerden alindu.

Abs

y = 0,1573x - 0,0219
0,3 RZ = 0,9944

0,8

0,7 -

0,5
04 -

0,3

0,2 -

0,1 -

0 1 2 3 4 5 6 7
ctroloks(mOI/L)*los

Sekil 4.2: Troloks’ un CUPRAC yonteminden elde edilen kalibrasyon grafigi.
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4.1.3 Ferrisiyaniir yontemi

Ferrisiyaniir yonteminde troloksun kalibrasyon grafigi sekil 4.3” de goriilmektedir.

Troloks dan 2,44x 10 — 12,2x 10 M arasinda degisen derisimlerden alind.

Abs

y=0,0725x + 0,014
R? =0,9997

0,9 -
0,8

0.7 -
0,6 -
0,5 -
04 -

0,3

0,2

0,1

0 2 4 6 8 10 12 14
(Crrotoks(mol/L)*10°)

Sekil 4.3: Troloks’un Ferrisiyaniir yonteminden elde edilen
kalibrasyon grafigi.
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4.1.4 Folin-ciocalteu yontemi

Folin-ciocalteu yonteminde troloksun kalibrasyon grafigi sekil 4.4 de goriilmektedir.

Troloks dan 6,3x 107 —2,95x 10* M arasinda degisen derisimlerden alindi.

Abs

0,9 - y =0,0258x + 0,0579
R?=0,9994

0,8
0,7
0,6 -
0,5

0,4 -

0,2

0,1

0 5 10 15 20 25 30 35

CTrQIka(mOI/L)*los

Sekil 4.4: Troloks’un Folin-ciocalteu yonteminden elde edilen kalibrasyon
grafigi.
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4.2 Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemlerinin Gercek Orneklere
Uygulanmasi

CERAC, CUPRAC, Ferrisiyaniir ve Folin-ciocalteu yontemleri kullanilarak

citlembik bitkisinin sirasiyla meyvesinde ve ¢ekirdeginde; meyvesinin olgunlasma

donemi boyunca doniistligii yesil, sar1 ve siyah renkli hallerinde uygun c¢oziicii ile

icindeki toplam antioksidan miktar1 tayin edildi. Ayrica ayn1 yontemler ile ¢itlembik

bitkisinin infiizyon i¢indeki toplam antioksidan miktari da tayin edildi.

4.2.1 Citlembik Meyvesi ve Cekirdek Kisminin Antioksidan Kapasitesinin
Belirlenmesi

Bolim 3.4’ te anlatildigr gibi hazirlanan %80 metanollii ¢itlembik meyve ve
citlembik ¢ekirdek ekstraktlar1t CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir. CUPRAC
yontemi ¢itlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine toplam 3 mL
olacak sekilde reaktif c¢ozeltilerinden alindi (ImL bakir kloriir ¢ozeltisi + 1mL
neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine 6nce saf su daha
sonra yesil citlembik ekstraktlar1 ayr1 ayr (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL olacak
sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif koriine
kars1 absorbans degerleri olgiildii. Bu islem icin 6 Slciim yapilarak ortalama degeri

alindi. Sonuclar sekil 4.5° de verilmistir.

0,040 - 0,0374 (+ 0,0006)

0,035 -

0,030

TAC (mmol TR/g)
L o
o o
N N
o (5.}

o

o

=

(%}
3

0,0028 (+ 0,0001)

Citlembik meyve Citlembik gekirdek
Sekil 4.5 : Citlembik meyve ve Citlembik ¢ekirdek ekstraklarinin
CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri (mmol TR/g).
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4.2.2 Citlembik Meyvesi Ekstraksiyonu I¢in Uygun Coziicii Cinsinin
Belirlenmesi

Boliim 3.4 te anlatildig: gibi hazirlanan mutlak metanol, %80 metanol, mutlak etanol,
%80 etanol ve %70 asetonlu citlembik meyve ekstraktlart CUPRAC yo6ntemi ile
analiz edilmistir. CUPRAC yontemi ¢itlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken;
deney tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alind1 (1mL bakir
kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat c¢ozeltisi).
Uzerlerine 6nce saf su daha sonra yesil citlembik ekstraktlart ayr1 ayri (0,1-1mL)
toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten
sonra 450 nm’de reaktif koriine kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu islem igin 6

Olciim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.6 da verilmistir.

0,450 , 0,4281%(0,0132)
0,400

0,350 0,3352+(0,0039)

0,3224+(0,0049)

o
w
o
o

0,250

0,200

TAC (mmol TR/g)

0,1460+(0,0064)
0,150 : -

0,100

0,050 0,0217+ (0,0021)

%70 Aseton %80 MetOH Mutlak MetOH %80 EtOH Mutlak EtOH
Citlembik Citlembik Citlembik Citlembik Citlembik

0,000

Sekil 4.6 : Citlembik meyvesinin farkli ¢oziiciilerde hazirlanan
ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.3 Coziicii Optimizasyonu

Coziicii olarak kullanilacak metanoliin citlembik meyvesinin ekstraksiyonunun
verimi agisindan en uygun oraninini belirlemek amaciyla, boliim 3.4 te anlatildigi

sekilde ekstraktlar %100, %80, %70, %50, %40 ve %25 (v/v)’lik metanol ile
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hazirlanmustir. Citlembik meyve ekstraktlart CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir.
CUPRAC yontemi citlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alind1 (1mL bakir kloriir ¢6zeltisi
+ ImL neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine &nce saf su
daha sonra yesil ¢itlembik ekstraktlar1 ayr1 ayri (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL
olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif
koriine kars1 absorbans degerleri 6lciildii. Bu islem icin 6 Ol¢iim yapilarak ortalama

degeri alind1. Sonuglar sekil 4.7’ de verilmistir.

tH

0,080
0,0724+(0,0002)

TAC (mmol TR/ g)

H H

100%

metanol (v/v)

Sekil 4.7 : Citlembik meyvesinin farkli oranlardaki metanolde hazirlanan
ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.4 Yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanol ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Citlembik meyvesinin olgunlagsma evresi boyunca doniistiigi yesil, sar1 ve siyah
halleri ile hazirlanan % 50 metanol ekstraklarina CUPRAC, CERAC, Ferrisiyaniir
ve Folin-ciocalteu yontemleri uygulanarak meyvenin olgunlagma siiresi boyunca

antioksidan kapasitesindeki degisimler gozlendi.
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0,060 0,0555(0,0018)
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0,050 - o .
0,040 - - "
0,030 - -

0,0230+(0,0005) | .
0,020 - .
0,010 - .
0,000 — e N
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4.2.4.1 Yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanol ekstraktlarimn
antioksidan kapasitesinin CUPRA C yontemi ile belirlenmesi

Bolim 3.4 te anlatildig gibi hazirlanan %50 metanol siyah, % 50 metanol sar1, % 50
metanol yesil ¢itlembik meyve ekstraktlart CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir.
CUPRAC yontemi citlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alindi .

(ImL bakir kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat
cozeltisi). Uzerlerine 6nce saf su daha sonra siyah, sari, yesil citlembik ekstraktlar:
ayr1 ayri (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat
bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif koriine karsi absorbans degerleri ¢lgiildii. Bu

islem icin 6 dl¢iim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.8” de verilmistir

0,450 -

0,3967+(0,0066)
0,400

0,350

o
w
o
o

0,2830+(0,0038)

TAC (mmol TR/g)
o o o
o N N
wn o wn
o o o

0,100
0,0661+(0,0023)

0’050 “ -
0,000 i SE— , S i S 5

%50 metanol siyah %50 metanol sari %50 metanol yesil
citlembik citlembik citlembik

Sekil 4.8 : Yesil, sari, siyah ¢itlembik meyvelerinin % 50 metanollii
ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.4.2 Yesil, sar ve siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanol ekstraktlarimin
antioksidan kapasitesinin CERAC yontemi ile belirlenmesi

Boliim 3.4 te anlatildigr gibi hazirlanan mutlak %50 metanol siyah, % 50 metanol
sart, % 50 metanol yesil citlembik meyve ekstraktlar1 CERAC yontemi ile analiz

edilmistir. CERAC yontemi citlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney
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tuplerine 0-2 mL arasinda degisen saf su ve % 50 metanolde hazirlanan siyah, sar1 ve
yesil citlembik ekstraktlar1 ayr1 ayri konuldu. Uzerine 1 mL 2x10° mL
Ce(IV)S04.6H2 O ve 7 mL NaySOq ¢ozeltisi ekleyip 10 mL’ye saf su ile tamamlandi.
Agz1 kapali olarak yarim saat bekletildi. Absorbans degerleri 320 nm’de saf suya
karsi olgiildii. Orneklerin her biri icin troloks cinsinden antioksidan miktar:
hesaplandi. Bu islem icin 3 dl¢lim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil

4.9’ de verilmistir

0,350 - 0,3298+(0,0005)
0,300 -
0,25091(0,0005)

0,250 -
)
=
~ 0,200
°
£
E 0,150
<
[y

0,100

0,0666x(0,0003)
- .
0'000 [E. S— +
% 50 metanol siyah % 50 metanol sari % 50 metanol yesil
citlembik citlembik citlembik

Sekil 4.9 : Yesil, sari, siyah ¢itlembik meyvelerinin % 50 metanollii
ekstraktlarinin CERAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.4.3 Yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanol ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesinin Ferrisiyaniir yontemi ile belirlenmesi

Boliim 3.4 te anlatildig1 gibi hazirlanan %50 metanol siyah, % 50 metanol sar1, % 50
metanol yesil citlembik meyve ekstraktlar1 Ferisiyaniir yontemi ile analiz edilmistir.
Ferrisiyaniir yontemi citlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
siyah, sar1, yesil ¢itlembik ekstraklart ayri ayr1 konuldu ve hacim % 50 metanol ile 1
mL’ ye tamamlandi. Uzerlerine 6,3 mL saf su + 0,2 mL 1M HCI + 1,5 mL
(%1)Fe(CN)6 + 0,5 mL (%1) SDS + 0,5 mL (%0,2) FeCl3.6H>O eklenerek hacim 10

mL’ ye tamamlandi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 750 nm’de reaktif
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koriine kars1 absorbans degerleri ol¢iildii. Bu islem icin 6 6l¢tim yapilarak ortalama

degeri alindi. Sonuclar sekil 4.10° da verilmistir.

0,140 ~
0,120 - 0,1156%(0,0013)
0,100 +
&0 +
< 0,080 - 0:0758:,0002)
& ;
g 0,060 -
E
o
- 0,040
-
0,0200+(0,0002)
- -
0,000 ;
%50 metanol siyah %50 metanol sari %50 metaol yesil
citlembik citlembik citlembik

Sekil 4.10 : Yesil, sari, siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanollii
ekstraktlarinin Ferrisiyaniir toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.4.4 Yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin % 50 metanol ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesinin Folin-ciocalteu yontemi ile belirlenmesi
Boliim 3.4 te anlatildig1 gibi hazirlanan %50 metanol siyah, % 50 metanol sar1, % 50
metanol yesil citlembik meyve ekstraktlart Folin-ciocalteu yontemi ile analiz
edilmistir. Folin- ciocalteu yontemi c¢itlembik meyve ekstraktlarina uygulanirken;
deney tiiplerine hazirlanan siyah, sari, yesil ¢itlembik ekstraktlarindan konuldu ve
hacim saf su ile 2 mL’ye tamamland1. 2,5 mL Lowry C reaktifi ilave edildikten sonra
10 dk. bekletildi. Siire sonunda 0,25 mL Folin reaktifi eklenip olusan mavi rengin
stabil kalmasi icin 30 dakika beklendi. 750 nm’de referans c¢ozeltiye karsi
absorbanslar Olciildii. Bu islem igin 6 Olclim yapilarak ortalama degeri alindi.

Sonuglar sekil 4.11° da verilmistir
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0,900 -
0,800 - 0,7705%(0,0019)
0,700 -~
0,600 -
0,500

0,3993+(0,0028)
0,400 4 L o zh

0,300 -

TAC (mmol TR/g)

0,1926+(0,0010)
0,200 -

0,100

0,000  frmmomemennd ; ; sy
%50 metanol siyah %50 metaol sari gitlembik %50 metanol yesil
gitlembik citlembik

Sekil 4.11: Yesil, sari, siyah ¢itlembik meyvelerinin % 50 metanollii
ekstraktlarinin Folin Ciocalteu toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.5 Citlembik meyvesi infiizyonlarinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Citlembik meyvesinin olgunlasma evresi boyunca doniistiigii yesil, sar1 ve siyah
halleri ile hazirlanan infiizyonlarina CUPRAC, CERAC, Ferrisiyaniir ve Folin-
ciocalteu yontemleri uygulanarak meyvenin olgunlagsma siiresi boyunca antioksidan

kapasitesindeki degisimler gdzlendi.

4.2.5.1 Citlembik meyvesi infiizyonlariin antioksidan kapasitesinin CUPRAC
yontemi ile belirlenmesi

Bolim 3.4 te anlatildigr gibi hazirlanan siyah, sari, yesil ¢itlembik infiizyonlar
CUPRAC yontemi ile analiz edilmisti. CUPRAC yontemi citlembik meyve
infiizyonlarina uygulanirken; deney tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif
cozeltilerinden alind1 (1mL bakar kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + 1mL
amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine 6nce saf su daha sonra siyah, sari, yesil
citlembik infiizyonlar1 ayr1 ayrt (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde
eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif koriine karsi
absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu islem i¢in 6 6lgtim yapilarak ortalama degeri alindi.

Sonuclar sekil 4.12” de verilmistir
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0,0993+(0,0061)

0,0773+(0,0011)

TAC (mmol TR/g)

0,640

0,070

0,000
Saf Su Siyah Citlembik Saf Su Sari Citlembik Saf Su Yesil Citlembik

Sekil 4.12: Yesil, sari, siyah citlembik meyvelerinin infiizyonlarinin
CUPRAC yontemi toplam antioksidan kapasiteleri (mmol
TR/g)

4.2.5.2 Citlembik meyvesi infiizyonlarinin antioksidan kapasitesinin CERAC
yontemi ile belirlenmesi

Bolim 3.4 te anlatildigi gibi hazirlanan siyah, sar1 ve yesil citlembik meyve
infiizyonlar1 CERAC yontemi ile analiz edilmistir. CERAC yontemi ¢itlembik
meyve infiizyonlarina uygulanirken; deney tuplerine 0-2 mL arasinda degisen saf su
ve % 50 metanolde hazirlanan siyah, sar1 ve yesil ¢itlembik ekstraktlar1 ayri ayri
konuldu. Uzerine 1 mL 2x103 mL Ce(IV)SO4.6Hz O ve 7 mL Na»SO4 cozeltisi
ekleyip 10 mL’ye saf su ile tamamlandi. Agz1 kapali olarak yarim saat bekletildi.
Absorbans degerleri 320 nm’de saf suya karsi olciildii. Orneklerin her biri icin
troloks cinsinden antioksidan miktar1 hesaplandi. Bu islem igin 3 6l¢iim yapilarak

ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.13” de verilmistir
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0,1758+(0,0012)

0,1033%(0,0037)

TAC (mmol TR/g)
o o
o o
[e)] (o]
o o

0,0549+(0,0009)

0,040

0,020

0,000 - y 1
Saf Su Siyah Citlembik  Saf Su Sari Citlembik  Saf Su Yesil Citlembik

Sekil 4.13 : Yesil, sari, siyah citlembik meyvelerinin infiizyonlarinin
CERAC yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmolTR/g)

4.2.5.3 Citlembik meyvesi infiizyonlarinin antioksidan kapasitesinin
Ferrisiyaniir yontemi ile belirlenmesi

Bolim 3.4 te anlatildigi gibi hazirlanan siyah, sari ve yesil ¢itlembik meyve
infiizyonlar1 Ferisiyaniir yontemi ile analiz edilmistir. Ferrisiyaniir yontemi ¢itlembik
meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine siyah, sari, yesil citlembik
infiizyonlar1 ayr1 ayrit konuldu ve hacim % 50 metanol ile 1 mL’ ye tamamlanda.
Uzerlerine 6,3 mL saf su + 0,2 mL IM HCI + 1,5 mL (%1)Fe(CN)s + 0,5 mL (%]1)
SDS 0,5 mL (%0,2) FeCl3.6H>O eklenerek hacim 10 mL’ ye tamamlandi. Ornekler
yarim saat bekletildikten sonra 750 nm’de reaktif koriine karsi absorbans degerleri
olciildii. Bu islem icin 6 6lclim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.14°

de verilmistir
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0,070 ~ 0,0658+(0,0013)

0,060 -

0,050
0,0429+(0,0060)

0,040 -
0,0327+(0,0039)

TAC (mmol TR/ g)
o
o
w
o

0,020

0,010

Y

Saf su siyah ¢itlembik  Saf su sar gitlembik Saf su yesil gitlembik

0,000 -+

Sekil 4.14 : Yesil, sari, siyah ¢itlembik meyvesi inflizyonlarinin
Ferrisiyaniir yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.5.4 Yesil, sar1 ve siyah citlembik meyvelerinin infiizyonlariimn
antioksidan kapasitesinin Folin-ciocalteu yontemi ile belirlenmesi

Bolim 3.4 te anlatildigi gibi hazirlanan siyah, sari, yesil citlembik meyve
infiizyonlar1 Folin-ciocalteu yontemi ile analiz edilmistir. Folin- ciocalteu yontemi
citlembik meyve infiizyonlarina uygulanirken; deney tiiplerine hazirlanan siyah, sari,
yesil citlembik infiizyonlarindan konuldu ve hacim saf su ile 2 mL’ye tamamlandi.
2,5 mL Lowry C reaktifi ilave edildikten sonra 10 dk. bekletildi. Siire sonunda 0,25
mL Folin reaktifi eklenip olusan mavi rengin stabil kalmasi icin 30 dakika beklendi.
750 nm’de referans c¢ozeltiye karsi absorbanslar olciildi. Bu islem icin 6 olgiim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.15” te verilmistir.
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Sekil 4.15 : Yesil, sari, siyah ¢itlembik meyvelerinin infiizyonlarinin
Folin-ciocalteu yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.6 Citlembik meyvesi ekstrakt: ve infiizyonunun antioksidan kapasitesinin
karsilastirilmasi

Onceki galismalarla yesil citlembik ekstraklarinin ve infiizyonlarinin sari ve siyah

citlembik ekstrakt ve infiizyonlarina nazaran daha yiiksek antioksidan kapasiteye

sahip oldugu belirlendi. Bu sebeple % 50 metanol yesil ¢itlembik ekstrakti ve yesil

citlembik infiizyonu antioksidan kapasitelerinin karsilagtirmalar1 yapildi.

Bolim 3.4 te anlatildigi gibi hazirlanan siyah, sari, yesil citlembik infiizyonlar

CUPRAC yoOntemi ile analiz edilmistir.

4.2.6.1 Citlembik meyvesi ekstrakti ve infiizyonunun antioksidan kapasitesinin
CUPRAC yontemi ile karsilastirilmasi

Boliim 3.4 te anlatildigr gibi hazirlanan % 50 metanol yesil ¢itlembik ekstrakt ve
infiizyonlar1 antioksidan kapasitesi CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir. CUPRAC
yontemi yesil citlembik meyve ekrtakt ve infiizyonlarina uygulanirken; deney
tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢6zeltilerinden alindi (1mL bakir kloriir
¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + 1mL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine
once saf su daha sonra siyah, sar1, yesil ¢itlembik infiizyonlar1 ayr1 ayri (0,1-1mL)

toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten
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sonra 450 nm’de reaktif koriine kars1 absorbans degerleri olciildii. Bu islem igin 6

Olciim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.16° de verilmistir
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Saf su yesil citlembik % 50 MetOH yesil citlembik

Sekil 4.16 : Yesil citlembik meyvesi % 50 metanol ekstrakt ve
infiizyonlarinin CUPRAC yo6ntemi toplam antioksidan
kapasiteleri (mmolTR/g).

4.2.6.2 Citlembik meyvesi ekstrakt: ve infiizyonunun antioksidan kapasitesinin
CERAC yontemi ile karsilastirilmasi

Bolim 3.4 te anlatildig1 gibi hazirlanan % 50 metanol yesil citlembik ekstrakt ve
infiizyonlar1 antioksidan kapasitesi CERAC yontemi ile analiz edilmistir.

CERAC yontemi ¢itlembik meyve infiizyonlarina uygulanirken; deney tuplerine 0-2
mL arasinda degisen saf su ve % 50 metanolde hazirlanan siyah, sari ve yesil
citlembik ekstraktlar1 ayr1 ayr1 konuldu. Uzerine 1 mL 2x107 mL Ce(IV)SO4.6Hs O
ve 7 mL NaxSO4 ¢ozeltisi ekleyip 10 mL’ye saf su ile tamamlandi. Agzi kapali olarak
yarim saat bekletildi. Absorbans degerleri 320 nm’de saf suya karsi oOlgiildi.
Orneklerin her biri icin troloks cinsinden antioksidan miktar1 hesaplandi. Bu islem

icin 3 Olciim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.17’ de verilmistir
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Sekil 4.17 : Yesil citlembik meyvesi % 50 metanol ekstrakt ve
infiizyonlarinin CERAC yontemi toplam antioksidan
kapasiteleri (mmolTR/g).

4.2.6.3 Citlembik meyvesi ekstrakti ve infiizyonunun antioksidan kapasitesinin
Ferrisiyaniir yontemi ile karsilastirilmasi

Boliim 3.4 te anlatildii gibi hazirlanan % 50 metanol yesil citlembik ekstrakt ve
infiizyonlar1 antioksidan kapasitesi Ferrisiyaniir yontemi ile analiz edilmistir.
Ferrisiyaniir yontemi yesil citlembik meyve ekstrakt ve infiizyonlarina uygulanirken;
deney tiiplerine yesil ¢itlembik ekstrakt ve infiizyonlart ayri ayri konuldu ve hacim
coziiciileri ile 1 mL’ ye tamamlandi. Uzerlerine 6,3 mL saf su + 0,2 mL 1M HCI +
1,5 mL (%1)Fe(CN)s + 0,5 mL (%1) SDS + 0,5 mL (%0,2) FeCls.6H>O eklenerek
hacim 10 mL’ ye tamamlandi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 750 nm’de
reaktif koriine karsi absorbans degerleri ol¢iildii. Bu islem igin 6 olgiim yapilarak

ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.18’ da verilmistir
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Sekil 4.18 : Yesil citlembik meyvesi % 50 metanol ekstrakt ve
infiizyonlarinin Ferrisiyaniir yontemi toplam antioksidan
kapasiteleri (mmolTR/g).

4.2.6.4 Citlembik meyvesi ekstrakti ve infiizyonunun antioksidan kapasitesinin
Folin-ciocalteu yontemi ile karsilastirilmasi

Bolim 3.4 te anlatildigi gibi hazirlanan % 50 metanol yesil citlembik ekstrakt ve
inflizyonlar1 antioksidan kapasitesi Ferrisiyaniir yontemi ile analiz edilmistir. Folin-
ciocalteu yontemi c¢itlembik yesil citlembik meyve ekstrakt ve infiizyonlarina
uygulanirken; deney tiiplerine hazirlanan  yesil c¢itlembik ekstrakt ve
infiizyonlarindan konuldu ve hacim saf su ile 2 mL’ye tamamlandi. 2,5 mL Lowry C
reaktifi ilave edildikten sonra 10 dk. bekletildi. Siire sonunda 0,25 mL Folin reaktifi
eklenip olusan mavi rengin stabil kalmasi icin 30 dakika beklendi. 750 nm’de
referans cozeltiye karsi absorbanslar olgiildi. Bu islem i¢in 6 Ol¢iim yapilarak

ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.19° da verilmistir.
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Sekil 4.19 : Yesil citlembik meyvesi % 50 metanol ekstrakt ve
infiizyonlarinin Folin-ciocalteu yontemi toplam antioksidan
kapasiteleri (mmolTR/g).

4.2.7 Karayemis meyvesi ve cekirdek kisminin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi

Bolim 3.5° te anlatildifi gibi hazirlanan %80 metanollii karayemis meyve ve
karayemis cekirdek ekstraktlart CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir. CUPRAC
yontemi karayemis meyve ve cekirdek ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alindi (ImL bakir kloriir ¢cozeltisi
+ 1mL neokuproin ¢dzeltisi + 1mL amonyum asetat ¢zeltisi). Uzerlerine 6nce saf su
daha sonra karayemis meyve ve gekirdek ekstraktlar1 ayri ayrt (0,1-1mL) toplam
hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450
nm’de reaktif koriine karsi absorbans degerleri Ol¢iildi. Bu islem igin 6 6l¢iim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuclar sekil 4.20° de verilmistir.
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0,0173%(0,0006)

0,00621+(0,0008)

Karayemis ¢ekirdek Karayemis meyve

Sekil 4.20 : Karayemis meyve ve Karayemis ¢ekirdek ekstraklarinin
CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri (mmol TR/g).

4.2.8 Farkh kurutma yontemlerinin karayemis meyvesinin antioksidan
kapasitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Farkli kurutma yontemlerinin karayemis meyvesinin antioksidan kapasitesi tizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla, boliim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan Trabzon
mengseili karayemis ekstraktlarina CUPRAC yontemi uygulandi. CUPRAC yontemi
farkli sekillerde kurutulmus karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney
tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢cozeltilerinden alindi (1mL bakur kloriir
¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine
once saf su daha sonra karayemis meyve ekstraktlari ayri ayri (0,1-1mL) toplam
hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450
nm’de reaktif koriine kars1 absorbans degerleri 6l¢iildi. Bu islem i¢in 6 Olciim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.21° de verilmistir.
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Sekil 4.21 : Farkli kurutma yontemleri ile hazirlanan karayemis meyvesi
ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.9 Farkh ekstraksiyonlarin veriminin belirlenmesi

Farkli ekstrakte yontemlerinin Karayemis antioksidan kapasitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla Bolim 3.5° te anlatildigi gibi hazirlanan Trabzon menseili

Karayemis ekstraktlarina CUPRAC yontemi uygulandi. CUPRAC yo6ntemi  farkli

sekillerde ekstrakte edilmis karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney

tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alindi (1mL bakir kloriir

cozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + 1mL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine

once saf su daha sonra karayemis meyve ekstraktlari ayri ayrt (0,1-1mL) toplam

hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450

nm’de reaktif koriine karsi absorbans degerleri Ol¢iildii. Bu islem igin 6 6lgiim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuclar sekil 4.22” de verilmistir.
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Sekil 4.22 : Farkli ekstrakte yontemleri ile hazirlanan karayemis
meyvesi ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan
kapasiteleri (mmol TR/g).

4.2.10 Karayemis meyvesi ekstraksiyonu i¢in uygun ¢oziicii cinsinin
belirlenmesi

Bolim 3.5 te anlatildigi gibi hazirlanan mutlak metanol, %80 metanol, mutlak
etanol, %80 etanol ve %70 asetonlu Trabzon menseili karayemis meyve ekstraktlari
CUPRAC yontemi ile analiz edilmisti. CUPRAC yontemi karayemis meyve
ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif
cozeltilerinden alind1 (1mL bakir kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + 1mL
amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine &nce saf su daha sonra Trabzon menseili
karayemis ekstraktlart ayri ayr1 (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde
eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif koriine karsi
absorbans degerleri Olgiildii. Bu islem icin 6 dl¢lim yapilarak ortalama degeri alindi.

Sonuglar sekil 4.23’de verilmistir.
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Sekil 4.23 : Karayemis meyvesinin farkli ¢6ziiciilerde hazirlanan
ekstraktlarinin CUPRAC toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TR/g).

4.2.11 Coziicii optimizasyonu

Coziicii olarak kullanilacak metanoliin karayemis meyvesinin ekstraksiyonunun
verimi agisindan en uygun oraminini belirlemek amaciyla, bolim 3.5 te anlatildigi
sekilde ekstraktlar %100, %80, %70, %50, %40 ve %25 (v/v)’lik metanol ile
hazirlanmigtir. Trabzon ve Istanbul menseili karayemis meyve ekstraktlart CUPRAC

yontemi ile analiz edilmistir.

4.2.11.1 Trabzon menseili karayemis ekstraktlari icin ¢oziicii optimizasyonu

Coziicli olarak kullanilacak metanoliin Trabzon menseili Karayemis meyvesinin
ekstraksiyonunun verimi agisindan en uygun oraninini belirlemek amaciyla, bolim
3.5 te anlatildig: sekilde ekstraktlar %100, %80, %70, %50, %40 ve %25 (v/v)’lik
metanol ile hazirlanmigtir. Karayemis meyve ekstraktlari CUPRAC yontemi ile
analiz edilmistir. CUPRAC yontemi karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken;
deney tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alindi (1mL bakir
kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + 1mL amonyum asetat ¢Ozeltisi).
Uzerlerine 6nce saf su daha sonra karayemis ekstraktlar ayri ayri (0,1-1mL) toplam

hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450
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nm’de reaktif korline karsi absorbans degerleri olgiildii. Bu islem icgin 6 ol¢iim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuclar sekil 4.24” de verilmistir.
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Sekil 4.24 : Farkli oranlardaki metanol ile hazirlanan Trabzon menseili
karayemis meyvesi ekstraktlarinin CUPRAC yontemi toplam
antioksidan kapasiteleri (mmol TR/g).

4.2.11.2 Istanbul menseili karayemis ekstraktlari icin ¢oziicii optimizasyonu

Coziicii olarak kullanilacak metanoliin Istanbul menseili Karayemis meyvesinin
ekstraksiyonunun verimi agisindan en uygun oraninini belirlemek amaciyla, bolim
3.5’ te anlatildig: sekilde ekstraktlar %100, %80, %70, %50, %40 ve %25 (v/v)’lik
metanol ile hazirlanmistir. Karayemis meyve ekstraktlari CUPRAC yontemi ile
analiz edilmistir. CUPRAC yontemi karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken;
deney tiiplerine toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alindi (1mL bakir
kloriir ¢ozeltisi + 1mL neokuproin ¢ozeltisi + ImL amonyum asetat c¢ozeltisi).
Uzerlerine 6nce saf su daha sonra karayemis ekstraktlar1 ayr1 ayri (0,1-1mL) toplam
hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat bekletildikten sonra 450
nm’de reaktif koriine kargi absorbans degerleri o¢lgiildii. Bu islem igin 6 Olgiim

yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuclar sekil 4.25 de verilmistir.
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Sekil 4.25 : Farkli oranlardaki metanol ile hazirlanan Istanbul menseili
karayemis meyvesi ekstraktlarinin CUPRAC yontemi
toplam antioksidan kapasiteleri (mmol TR/g).

Farkli oranlarda metanol ¢oziiciileriyle hazirlanan Istanbul menseili karayemis

meyve ekstraktlariyla yapilan antioksidan kapasite tayinlerinde en yiiksek verimin %

50 (v/v)’lik metanol ile hazirlanan ekstraktlarda oldugu belirlendi.

4.2.12 Trabzon ve Istanbul menseili karayemislerin antioksidan kapasitelerinin
karsilastirilmasi

Trabzon ve Istanbul menseili karayemislerin antioksidan kapasitelerinin

kargilagtirllmas: amaciyla % 50 metanol ile hazirlanan karayemis ekstraktlarina

CUPRAC, CERAC, Ferrisiyaniir ve Folin-ciocalteu yontemleri uygulandi.

4.2.12.1 Trabzon ve Istanbul menseili karayemislerin antioksidan
kapasitelerinin CUPRAC yontemi ile karsilastirilmasi

Bolim 3.5 te anlatildigi gibi hazirlanan %50 metanollii Trabzon ve Istanbul
mengeili karayemis meyve ekstraktlart CUPRAC yontemi ile analiz edilmistir.
CUPRAC yoOntemi karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
toplam 3 mL olacak sekilde reaktif ¢ozeltilerinden alind1 (1mL bakir kloriir ¢6zeltisi
+ ImL neokuproin ¢dzeltisi + 1mL amonyum asetat ¢ozeltisi). Uzerlerine once saf su
daha sonra % 50 metanollii Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktlari ayr1
ayrt (0,1-1mL) toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yarim saat

bekletildikten sonra 450 nm’de reaktif koriine karst absorbans degerleri dlgiildii. Bu
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islem igin 6 Olclim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.26’da

verilmistir.
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Sekil 4.26 : Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktalrinin
CUPRAC yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmolTR/g).

4.2.12.2 Trabzon ve Istanbul menseili karayemislerin antioksidan
kapasitelerinin CERAC yontemi ile karsilastirilmas:

Bolim 3.5’ te anlatildigi gibi hazirlanan %50 metanollii Trabzon ve Istanbul
mengseili karayemis meyve ekstraktlart CERAC yontemi ile analiz edilmistir.
CERAC yontemi karayemis meyve infiizyonlarina uygulanirken; deney tuplerine 0-
2 mL arasinda degisen saf su ve % 50 metanolde hazirlanan Trabzon ve Istanbul
mengseili karayemis meyve ekstraktlari ayr1 ayr1 konuldu. Uzerine 1 mL 2x10 mL
Ce(IV)S04.6H2 O ve 7 mL Na>SOg4 ¢ozeltisi ekleyip 10 mL’ye saf su ile tamamlandi.
Agz1 kapali olarak yarim saat bekletildi. Absorbans degerleri 320 nm’de saf suya
karsi olgiildii. Orneklerin her biri icin troloks cinsinden antioksidan miktart
hesaplandi. Bu islem i¢in 3 8l¢lim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil

4.27° de verilmistir
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Sekil 4.27 : Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktlarinin
CERAC yo6ntemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmolTR/g).

4.2.12.3 Trabzon ve istanbul menseili karayemislerin antioksidan
kapasitelerinin Ferrisiyaniir yontemi ile karsilastiriimasi
Boliim 3.5° te anlatildigi gibi hazirlanan %50 metanollii Trabzon ve Istanbul
mengeili karayemis meyve ekstraktlart Ferrisiyaniir yontemi ile analiz edilmistir.
Ferrisiyaniir yontemi karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney tiiplerine
% 50 metanol ile hazirlanan Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktlari ayr1
ayr1 konuldu ve hacim % 50 metanol ile 1 mL’ ye tamamlandi. Uzerlerine 6,3 mL saf
su+ 0,2 mL 1M HCI + 1,5 mL (%1)Fe(CN)s + 0,5 mL (%1) SDS + 0,5 mL (%0,2)
FeCl3.6H,0 eklenerek hacim 10 mL’ ye tamamlandi. Ornekler yarim saat
bekletildikten sonra 750 nm’de reaktif koriine karsi absorbans degerleri 6lciildii. Bu
islem icin 6 Ol¢lim yapilarak ortalama degeri alindi. Sonuglar sekil 4.28° de

verilmistir
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Sekil 4.28 : Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktalrinin
Ferrisiyaniir yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmolTR/g).

4.2.12.4 Trabzon ve Istanbul menseili karayemislerin antioksidan
kapasitelerinin folin-ciocalteu yontemi ile karsilastirilmasi

Bolim 3.5’ te anlatildigi gibi hazirlanan %50 metanollii Trabzon ve Istanbul
mengeili karayemis meyve ekstraktlar1 Folin-ciocalteu yontemi ile analiz edilmistir.
Folin-ciocalteu yontemi karayemis meyve ekstraktlarina uygulanirken; deney
tiiplerine hazirlanan %350 metanol ile hazirlanan Trabzon ve Istanbul menseili
karayemis ekstraktlarindan konuldu ve hacim saf su ile 2 mL’ye tamamlandi. 2,5 mL
Lowry C reaktifi ilave edildikten sonra 10 dk. bekletildi. Siire sonunda 0,25 mL
Folin reaktifi eklenip olusan mavi rengin stabil kalmasi icin 30 dakika beklendi. 750
nm’de referans ¢ozeltiye kars1 absorbanslar 6lciildii. Bu islem igin 6 6l¢lim yapilarak

ortalama degeri alindi. Sonugclar sekil 4.29° da verilmistir
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kapasite (mmol TR/ g)

0,045

0,040 -

0,035 -

0,030

0,025 -

0,020 -

0,015 -

0,010

0,005 -

0,000 -

0,0386+(0,0001)

0,0210+(0,0001)

TR KRY iST KRY

Sekil 4.29 : Trabzon ve Istanbul menseili karayemis ekstraktalrinin
Folin ciocalteu yontemi toplam antioksidan kapasiteleri
(mmolTR/g).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismamizda Citlembik ve Karayemis meyvelerinin toplam antioksidan
kapasiteleri belirlenmistir. Antioksidan tayin yoOntemleri, ¢itlembik meyvesinin
olgunlagsma evresi boyunca doniistiigii yesil, sart ve siyah hallerine uygulanarak
citlembik meyvesinin antioksidan kapasitesindeki degisim ve sebepleri belirlenmek
istenmigtir. Ayrica, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan (Istanbul Teknik
Universitesi Ayazaga kampiisiinden (IST KRY) ve Trabzon’un Arakli ilcesinden (TR
KRY) ayni tiirdeki karayemis meyveleri kullanilarak toplam antioksidan kapasiteleri
bekirlenmistir.

CUPRAC yontemi kullanilarak elde edilen sonuglara gore Citlembik cekirdek
(0,0082 (mmol TR/g)) kisminda Citlembik meyve 0,0374 (mmol TR/g)) kismina
nazaran ¢ok daha diisiik antioksidan kapasite gozlenmistir. Bu nedenle Citlembik
meyve kismiyla deneysel calismalar yapilmistir.

Citlembik meyvesi ekstraksiyonu icin uygun c¢oziici cinsi belirlenmesi
calismalarinda antioksidan kapasite sirasina gore sonuclar %70’ lik (v/v) aseton >
%80’ lik (v/v) metanol > %80’ lik etanol (v/v) > mutlak metanol > mutlak etanol
seklinde belirlenmistir (sekil 4.6). Fenolik asitler ve polifenoller bol miktarda
hidroksil grubu iceren bilesikler olup polar yapidadirlar ve bu nedenle de polar
coziiciilerde ¢oziiniirler. Metanol polaritesi sudan daha diisiik olmasina ragmen
organik molekiiller i¢in ¢ok ideal bir ¢oziictidiir. Polar molekiilleri ¢6zebildigi gibi
nisbeten diisiik polariteli molekiilleri de sudan daha iyi ¢cozmektedir. Ancak zehirli
oldugundan  dolayr  gidalarin  hazirlanmasinda ve gida  endiistrisinde
kullanilmamaktadir. Fakat yapilan bilimsel arastirmalarda antioksidan kapasitenin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciilerinden biridir. Bu sebeple
yapilan deneylerde aseton ile daha fazla verim alinmasina ragmen ¢oziicii olarak
metanol tercih edilmistir.

Coziicii optimizasyonu c¢alismalarinda mutlak, %80, %70, %50, %40 ve %25 lik
(v/v) metanol kullanilarak citlembik ekstraktlari hazirlanmis ve bu ekstraktlara

CUPRAC yontemi uygulanarak en yiiksek antioksidan kapasiteye 0,072 (mmol
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TR/g) degeriyle %50’ lik (v/v) metanol ile hazirlanan ekstraktlarin sahip oldugu
goriilmiistiir (sekil 4.7).

Citlembik meyvesinin olgunlasma evresi boyunca doniistiigii yesil, sari ve siyah
halleri icin %50’ lik (v/v) metanol ile ekstraktlari ve infiizyonlar1 hazirlanmistir.
%50’ lik (v/v) metanol ekstraktlari ve infiizyonlarina CUPRAC, CERAC, Folin-
Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis Ferrisiyaniir yontemleri uygulanmis ve her
yontem sonucunda toplam antioksidan kapasite miktarlart mmol TR/g cinsinden
belirlenmis ve en yiiksek toplam antioksidan kapasite yesil renkli c¢itlembik
meyvesinde belirlenmistir. Citlembik meyvesinin yesil (olgunlagsmamis ) hali siyah
(olgunlagsmis) haline nazaran daha sulu ve etli bir yapidadir. Citlembik meyvesi
olgunlastikca suyunu kaybetmekte ve etli sert yapi yerini daha gézenekli ve kuru bir
yaptya birakmaktadir. Citlembik meyvesindeki bu yapisal degisiklikler, siyah
citlembik meyvesinin yesil ¢itlembik meyvesine nazaran daha fazla 1s1 ve 1s13a
maruz kalmasi toplam antioksidan kapasitesindeki azalmaya sebep olabilir.
Citlembik meyvesinin yesil, sar1 ve siyah halleri i¢in %50’ lik (v/v) metanol ile
ekstraktlar1 ve infiizyonlarinin deneysel analiz sonuglarina ait korelasyon katsayilari
(r) (0.00-0.25 Cok zayif iliski; 0.26-0.49 Zayif iliski; 0.50-0.69 Orta iliski; 0.70-0.89
Yiiksek iliski; 0.90-1.0 Cok yiiksek iligki) programlart kullanilarak (Microsoft Excel
2010 Ofis) hesaplanmistir. Korelasyon katsayilart ¢izelge 5.1 ve cizelge 5.2 de

verilmistir.

Cizelge 5.1: Yesil, sar1, siyah ¢itlembik meyvelerinin % 50 metanollii ekstraktlarinin
CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis
Ferrisiyaniir yontemleri korelasyon katsayilari

CUPRAC CERAC Ferri Folin
CUPRAC 1
CERAC 0,994702 1
Ferri 0,997193 0,984214 1
Folin 0,980159 0,995342 0,962567 1
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TAC cgrac=1.6578TAC CUPRAC + 0,6840

CERAC ve CUPRAC s

CERAC ve FERRISIYANUR | TACcerac = 0,2542TAC rerri + 0,0198
(r = 0,9842)

CERAC ve FOLIN- TACcrrac = 1,1788TAC rorm + 0,1551

CIOCALTEU (r = 0,9953)

CUPRAC ve FERRISIYANUR

TACcuprac = 0,4293TAC FERRI +0,0016
(r=0,9972)

Korelasyon katsayilar

TAC istatiksel karsilastirmalar:

CUPRAC ve FOLiN- TACCUPRAC = 1,9346TAC FOLIN +0,0766
CIOCALTEU (r=0,9801)

FERRISIYANUR ve FOLIN- TACkerri = 4,4132TAC roLin + 0,0739
CIOCALTEU (r = 0,9625)

Cizelge 5.2:

Yesil, sar1, siyah ¢itlembik meyvelerinin infiizyonlarinin

CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis
Ferrisiyaniir yontemleri korelasyon katsayilari

CUPRAC CERAC Ferri Folin
CUPRAC 1
CERAC 10,998924 1
Ferri 1 0,999956 0,998446 1
Folin 10,941587 0,924956 0,9447 1

CERAC ve CUPRAC

TAC cerac =0,7979TAC cuprac + 0,0180 (r
=0,9989)

CERAC ve FERRISIYANUR

TAC cgrac = 0,3586TAC FERRI + 0,0048 (r =
0,9984)

CERAC ve FOLIN-
CIOCALTEU

TACcgrAC = 2,0055TAC FOLIN + 0,0214 (r =
0,9249)

CUPRAC ve FERRISIYANUR

TACcuprac = 0,2869TAC FERRI +0,0015 (I‘ =
0,9999)

Korelasyon katsayilari

TAC istatiksel karsilastirmalari

CUPRAC ve FOLiN— TACcuprac = 1,6306TAC FOLIN +0,0499 (I’ =
CIOCALTEU 0,9415)

FERRISIYANUR ve FOLIN- | TACkgrei = 5,703TAC povin + 0,0402 (r =
CIOCALTEU 0,9447)

CERAC ve CUPRAC, SDS katkili pH’s1 belirli Fe(IIl)-ferrisiyaniir ve Folin-

Ciocalteu yOntemine gore elde edilen degerler

ile korelasyon katsayilari

kiyaslandiginda korelasyon giiciiniin ¢ok yiiksek iliskili oldugu sylenebilir.
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Citlembik meyvesi icin yapilan benzer ¢alisma Karayemis icin de yapilmistir.
CUPRAC yontemi kullanilarak elde edilen sonuglara gore Karayemis cekirdek
kisminda Karayemis meyve kismina nazaran ¢ok daha diisiik aktivite gdzlemlenmis
Karayemis meyve [0,0173 (mmol TR/g)] > Karayemis ¢ekirdek [0,0061 (mmol
TR/g)] ve daha sonraki ¢aligmalara Karayemis meyve kismiyla devam edilmistir.
Farkli kurutma yontemlerinin (YAS, LIYO, ODA SICAKLIGI), karayemis
meyvesinin antioksidan kapasitesi tizerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.21). Ornekler
kurutuldukga antioksidan kapasitelerinin azaldig1 en diisiik antioksidan kapasitesinin
ise oda sicakliginda (25°C’de) oldugu belirlenmistir. Karayemis ekstraktlarinin
hazirlanmasinda ¢Oziicli tiirii ve oranlarmin etkisi incelenmistir (Sekil 4.23).
Karayemis meyvesi ekstraksiyonu icin uygun ¢oziicli cinsi belirlenmesi amaci ile
etanol, metanol ve aseton ile calisilmistir. Antioksidan kapasite sirasina gore
sonuclar %70’ lik (v/v) aseton > %80’ lik (v/v) metanol > mutlak metanol > mutlak
etanol > %80’ lik etanol (v/v) seklindedir. Elde edilen sonuglar ¢itlembik meyvesi
i¢in yapilan ¢dziicl secimi deneyleriyle paraleldir. Metanol polaritesi yiiksek, polar
bilesenleri 1yi ¢ozmesinin yanisira non — polar bilesenleri de az miktarda da olsa
¢Ozebilme kapasitesine sahip bir c¢oziictidiir ve biyomolekiillerin ekstraksiyonunda
yaygin olarak kullanmilmaktadir. Karayemis meyvesinin suda ¢6ziinen polifenol,
antosiyanin gibi antioksidanlar acisindan zengin oldugu diisiincesiyle ¢oziicii olarak
metanol tercih edilmistir. Farkli ekstraksiyon yontemlerinin verimliligini belirlemek
amaciyla da galigmalar yapilmistir. Tiim ¢alismamiz boyunca kullandigimiz standart
ekstraksiyon yontemi (ekstraksiyon 1) ile birlikte TR KRY meyvesine farkli bir
ekstraksiyon yontemi (ekstraksiyon 2) uygulanmistir. Antioksidan kapasite sirasina
gore sonuglar ekstraksiyon 2 [0,0072 (mmol TR/g)] > ekstraksiyon 1 [0,0053 (mmol
TR/g)] seklindedir (Sekil 4.22).

Coziicii oranin optimizasyonu calismalarinda ise mutlak, %80, %70, %50, %40 ve
%25’lik (v/v) metanol kullanilarak ayr1 ayri IST KRY ve TR KRY ekstraktlari
hazirlanmis ve bu ekstraktlara CUPRAC yontemi uygulanarak IST KRY
ekstraklarindan en yiiksek antioksidan kapasiteye 0,2123 (mmol TR/g) degeriyle
%40 lik (v/v) metanol TR KRY ekstraklarindan ise 0,1428 (mmol TR/g) degeriyle
% 70’ lik (v/v) metanol ile hazirlanan ekstraktlarin sahip oldugu belirlenmistir.

Ayn testlerin sonuglarindan yola ¢ikarak kiyaslama yapabilmek amaciyla %50’lik
(v/v) metanol kullanilarak TR KRY ve IST KRY ekstraklar1 tekrar hazirlanmis ve bu
ekstraktlara CUPRAC, CERAC, Folin-Ciocalteu ve SDS ile modifiye edilmis
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Ferrisiyaniir yontemleri uygulanmustir. Her yontem sonucunda antioksidan kapasite
miktarlart mmol TR/g olmak iizere IST KRY > TR KRY seklinde belirlenmistir.
Sonu¢ olarak ; bu calismalar ile citlembik ve karayemis meyvelerinin toplam
antioksidan kapasitesi dort farkli yontem ile incelenmistir ancak bitkilerde ¢ok farkl
antioksidanlar mevcuttur ve her bir antioksidan bileseni ayrica dlgmek ¢ok zordur.
Bu nedenle her ©ziitlin antioksidan potansiyelini degerlendirmek icin birkag farkli
test kullanmak daha bilgilendirici olacaktir bunun yaninda meyvelerin yapilarindaki
antioksidan bilesenleri belirleme ¢aligmalar1 s1vi kromatografisi (HPLC, LC-MS vb.)
yontemler ile de yiiriitiilebilir.

Genel anlamda siyah haliyle tiiketilen citlembik meyvesinin toplam antioksidan
kapasitesinin yesil haldeyken daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sebeple
antioksidan etkisini daha fazla gosterebilmesi agisindan ¢itlembik meyvesi yesil
haldeyken tiiketilebilir.

Karayemis meyvesinin toplam antioksidan kapasitesi incelenirken sadece
olgunlagsmis hali ile calismalar yapilmistir. Citlembik meyvesiyle yaptigimiz
caligmalar gibi Karayemis meyvesinin de olgunlasma dénemi boyunca toplam
antioksidan kapasitesindeki degisim incelenebilir.

Karayemis farkli gekillerde tiiketilen bir meyvedir. Ozellikle Karadeniz Bolgesi halki
tarafindan regeli, tursusu ve kavurmasi yapilmaktadir. Karayemisin islem gormiis
formlar1 ile c¢aligmalar yapilarak bu islemlerin karayemisin toplam antioksidan
kapasitesi tizerine etkileri incelenebilir.

Karayemis meyvesi antioksidan potansiyelini degerlendirmek igin farkli testlerin
kullaniminin yanisira meyvelerin yapilarindaki antioksidan bilesenleri belirleme

calismalar icin s1vi kromatografisi (HPLC, LC-MS vb.) yontemleri de uygulanabilir.
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