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OZET

FINDIKTAKI FENOLIK BILESIKLERIN SPEKTROFOTOMETRIK
YONTEMLERLE KARSILASTIRMALI OLARAK TAYINi

Findik, besleyici degerleri (yag, protein, karbohidrat, diyet lifi, vitaminler, mineraller ve
fenolikler) acisindan insan hayatinda 6nemli bir rol oynar. Bu ¢alismanin amaglari,
Tiirkiye'nin Karadeniz Bolgesinde, Giresun ilinde hasat edilen 15 farkli kuru Tiirk
findik c¢esidinin (Corylus avellana L.) kabuksuz i¢ kisminin fenolik bilesimi ve
iceriginin toplam antioksidan kapasitesi (TAC) ve serbest radikal siipiirme aktivitesini

HPLC; Folin, CUPRAC, ABTS ve DPPH denemeleri ile bulmaktir.

Findik igleri ve yag orneklerinin sulu metanollii ekstraktlari ayri ayri analiz edilmistir.
Tirk findik i¢lerinde bulunan serbest fenolik bilesenler ayr1 ayri analiz edilmis ve
HPLC ile tanimlanip miktarlandirilmistir. Kuru findik numuneleri arasinda Mincane en
yiiksek TACcuprac degerini gdstermistir (2,98 + 0,37 mmol TE/g) (n=3). Ac1, Sivri,
Mincane, Palaz ve Yasst Badem numunelerinin fenolik igerigi digerlerine oranla daha
yuksek bulunmustur. Findik yagi ornekleri igin, TACcyuprac sonuglart TACaprs
sonuglarma gore daha yiiksektir. Yag numuneleri arasinda, Tombul en yiiksek DPPH
radikal stiplirme aktivitesi gostermistir (%84+3). Kuru findik i¢lerinin metanollii sulu
ekstraktlar1 arasinda, Yuvarlak Badem tiirlinlin radikal siliplirme aktivitesi en yiiksektir
(%59+4). Bu calisma CUPRAC yonteminin Tiirk findik antioksidan karakterizasyonuna
uygulandig ilk ornektir. Ayrica findik yaglarina CUPRAC ve DPPH analizi ilk kez

uygulanmistir.
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SUMMARY

COMPARATIVE EVALUATION OF PHENOLIC COMPOUNDS OF
HAZELNUT BY SPECTROPHOTOMETRIC METHODS

Hazelnut plays a major role in human health because of its nutritional values, i.e. fat,
protein, carbohydrate, dietary fibre, vitamins, minerals and phenolics. The objectives of
this study were to determine the phenolic composition and content, total antioxidant
capacity (TAC), and free radical scavenging activity — using HPLC, Folin, CUPRAC,
ABTS and DPPH assays — of 15 different dry Turkish hazelnut (Corylus avellana L.)
kernels without skin, cultivated in Giresun province (in the Black Sea region) of

Turkey.

The aqueous methanolic extracts of hazelnut kernels and of oil samples were separately
analyzed. The free phenolic constituents found in Turkish hazelnut kernels were
individually identified and quantified by HPLC. Among the dry hazelnut cultivars,
Mincane showed the highest TACcuprac as 2.98+0.37 mmol TE/g (n=3). The phenolic
content of Aci, Sivri, Mincane, Palaz and Yassi Badem cultivars were found to be
higher than those of other cultivars. For hazelnut oil samples, TACcuprac results were
higher than TACaprs values. Among oil samples, Tombul showed the highest
percentage of DPPH radical scavenging activity (84+3 %). Among methanolic aqueous
extracts of dry hazelnut kernels, radical scavenging activity of Yuvarlak Badem (59+4
%) was the highest. This work is the first application of the CUPRAC method to
Turkish hazelnut antioxidant characterization, and of the CUPRAC and DPPH assays to

hazelnut oils.



1 GIRIS

Tiirkiye findigin en biiyiik ireticisi olup diinya tiretiminin %65'ini karsilamaktadir.
2009-2010 doneminde, Tiirkiye 90 iilkeye 213 milyon ton findik ihra¢ etmis ve yaklasik
1,34 milyar dolar kazanmistir. Tirk findig: kalitesine gore iki kisma ayrilir: "Giresun"
ve "Levant"; bunun disinda bi¢cimine ve aromatik Ozelliklerine goére "yuvarlak" ve
"sivri" seklinde bir siiflandirma da vardir. Giresun kalite findiklar Giresun'un her
tarafinda ve Trabzon'un belli bolgelerinde yetismektedir. Bu tiirler arasinda Tombul
diinya ¢apinda taninmaktadir. Tiirk Levant gesitlerinin yag icerigi Giresun'dakilerden
daha az olmakla beraber muhtemelen diger lilkelerde yetisen benzer tiirlere gore daha
yiiksektir. Tirkiye'de hasadi yapilan on yedi findik tiirii A¢, Cavcava, Cakildak, Foga,
Incekara, Kalinkara, Kan, Karafindik, Kus, Mincane, Palaz, Sivri, Tombul, Uzunmusa,

Yassi Badem, Yuvarlak Badem olarak isimlendirilmektedir [1-2].

Findik insan beslenmesinde ve saglikta yag, protein, karbohidrat, diyet lifi, vitaminler,
mineraller ve fenolik igerik agisindan Onemli bir rol oynamaktadir. Dogal
antioksidanlar1 iceren gidalarin tiikketilmesi (6rnegin bitkiler, meyveler ve sebzelerden)
doku hasarlar1 ile, istenmeyen doniisiimlerle ve saglik riskleriyle basetmek i¢in en etkili
yontem olarak kabul edilmektedir. Oksidatif stres kosullari, organizmanin antioksidan
savunmasi ile reaktif tiirler arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanmaktadir.
Findiklarda, fenolik ve hidroksisinnamik asitler gibi pek cok fenollii antioksidanin
varligr (gallik, kafeik, protokatekuik, vanilik, p-kumarik, ferolik, sinapik asitler),
flavonoidler (katesin, kuersetin, mirisetin, kampferol), vitaminler (vitamin E, o-
tokoferol) bildirilmistir. Findik yag1 E vitamini agisindan ¢ok zengindir; 25-30 g findik
tilketildiginde giinliik E vitamini gereksiniminin %100 karsilanmaktadir. Son
zamanlarda, taze ve kuru findikta tohum kabugu, findigin yesil, yapragimsi kabugu,
kabuk atig1, derisi ve yapraginda, bunlar varken veya yokken antioksidan/antiradikal

aktivite ve fenolik igerik arastirilmistir [2].



Findigin yiiksek bir yag igerigi vardir. Findikta tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri
temel yag asidi bilesikleridir. Bu bilesikler, diisiik yogunluklu lipoprotein’in (LDL)
yiikseltgenmeye karsi dayaniksizligini, plazmada yiikseltgenmis LDL seviyelerini
azaltarak ve biylik/kiicik LDL oranmi artirarak sagliga faydali etkiler gosterebilir.
Findik alimindan sonra plazma oOrneklerinin malonodialdehit (MDA) seviyeleri ciddi
Olclide daha diisiik ve antioksidan potansiyelleri (AOP) daha yiiksektir, bu da
peroksidasyon reaksiyonlarinin  findiktaki  antioksidan bilesenleri  tarafindan

giderildigini ortaya koymaktadir [2].

Tirk findik i¢i ve yan iiriinlerinin antioksidan aktivitesi ve fenolik icerigi hakkinda bazi
calismalar yayilanmis olsa da (Sekil 1), bu ¢alismalar yalnizca az sayida findik tiiriiyle
ilgilenmistir. Bu ¢aligmada, Karadeniz bolgesinde toplanan 15 farkl tiirde kuru Tiirk
findig1 (Coryllus avellana L) iginin fenolik igerigi, toplam antioksidan kapasitesi ve
serbest radikal siipiirme aktivitesi ilk kez tayin edilmistir. Bildigimiz kadar ile, bir bitki
yagina daha 6nce TAC 6l¢iimii CUPRAC yontemi ile uygulanmamugstir. Serbest fenolik
icerik (temelde fenolik ve hidroksisinnamik asitler) HPLC ile tanimlanmis ve

miktarlandirilmstir.

Findik kabugu

Findik ici

(zarh) Findik ici

. l (zarsiz)

Sekil 1.1. Findik ici ve findik yan iiriinleri.

Bu ¢alismada 6zellikle ekonomik 6neme sahip farkli findik ¢esitlerinde bulunan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyon isleminden sonra spektrofotometrik yontemlerle karsilastirmali
tayin edilmistir. Findik iiretim ve ihracatinda Tiirkiye diinya iizerinde lider {ilke
konumundadir. Amerika Birlesik Devletleri, Gida ve Ilag Y&netimi Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan teblige gore kabuklu yemislerin kalp damar hastaliklar1 riskini

azalttig1 aciklanmistir. Bu agidan bakildiginda findigin da igerisinde yer aldigi tiim



kabuklu yemislere duyulan ilgi her gecen giin biiyiiyerek artmaktadir. Findik,
Tirkiye’de iiretilen ve diinyanin diger iilkelerine ihrac edilen bir {iriin olmasina ragmen
fenolik icerikleriyle ilgili arastirmalar yeteri kadar yaygin olmayip son yillarda 6nem

kazanmaya baslamistir [3].

Fenolik bilesikler antioksidan etkiye sahip olup fonksiyonel gida bilesenleri arasina
girmektedirler. Bu nedenle fenolik bilesikler iizerinde yapilan ¢alismalar son yillarda
artmistir. Bu bilesenler metabolizmada gdstermis olduklart etkiler nedeniyle tayinleri
onem kazanmaktadir. Ciinkii antioksidan o0zellik gdsteren bu bilesikler serbest
radikalleri siiptirme 6zelligine sahip olup insanlar1 kotii huylu kolesterole (LDL), DNA
hasarlarina, kalp ve damar hastaliklari, yaglanma vb. etkilere karsi koruyucu etki
gostermektedir. Findik kullanim alaninin genisletilmesi, ¢esitli endiistriyel iiriinlerde

daha fazla kullanilabilmesi 6zel 6neme sahiptir [4-11].

Findik, gida iiretimine hem dogrudan girmekte hem de findik yagi olarak
kullanilmaktadir. Her iki durumda da igerdigi fenolik maddeler (a-tokoferol, gallik asit,
p-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, epikatesin, sinapik asit, kuersetin vb.) nedeniyle
beslenme, saglik ve gidalarin raf dmriiniin uzamasinda 6nemli bir yere sahiptir [4,13-

14].

Bu tez c¢alismasinda Giresun Findik Arastirma Enstitiisiinden temin edilen 15 findik
cesidinde hidrofilik ve lipofilik 6zellige sahip fenolik maddeler spektrofotometrik

yontemlerle tayin edilmistir.

Deneysel ¢aligmalar sirasinda findik 6rnekleri Soxhlet ekstraksiyon sistemiyle findik
yagi elde edilmistir. Elde edilen findik yaglarinin vakum altinda solvent (hekzan)
iceriginden kurtarilmasi ve bunlarin diklorometan (DCM) igerisinde ¢dzlinmesi,
DCM’li yag orneklerinin lipofilik toplam antioksidan kapasitelerinin spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmesi, yagsiz findik bakiyesinin (et kismi) %80’lik metanolle
ekstraksiyonu ve bu metanolik ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitelerinin

(hidrofilik antioksidan kapasite) tayini gergeklestirilmistir.



Bu calismada hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidan kapasite Ol¢iimiinde esas
olarak spektrofotometrik CUPRAC (Bakir(II) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite)
toplam antioksidan kapasite tayini yontemi uygulanmis ve bu yontem bulgular1 diger bir
elektron transfer esasli (ET-esasli) yontem olan ABTS referans yontemiyle elde edilen
sonuglarla karsilastirilmistir. Bunun yamisira HPLC findik c¢esitlerindeki antioksidan
icerikleri de tayin edilmistir. Ayrica bu g¢esitli findik orneklerinin serbest radikal
siipiirme aktiviteleri DPPH yontemiyle, toplam fenolik igerikleri ise Folin yontemiyle

belirlenmistir.

Bu caligmanin amaglari, Tiirkiye'nin Karadeniz Bolgesinde, Giresun ilinde hasat edilen
15 farkli kuru Tirk findik ¢esidinin (Corylus avellana L.) kabuksuz i¢ kisminin fenolik
bilesimi ve igeriginin toplam antioksidan kapasitesi (TAC) ve serbest radikal siiplirme

aktivitesini HPLC; Folin, CUPRAC, ABTS ve DPPH denemeleri ile bulmaktir.



2 GENEL KISIMLAR

2.1 TURKIYE’DE FINDIK URETIiMi VE ONEMI

2008-2009 findik iiretimi verilerine gore (Tablo.2.1) Tiirkiye findik tiretimi 801,000 ton
olarak gerceklesmis olup diinyanin en biiylik findik iireticisidir. Findik iiretiminde

Tiirkiye’yi sirastyla Italya, Amerika Birlesik Devletleri ve Ispanya izlemektedir [24].

Tablo 2.1. 2001-2009 Tiirkiye Findik Uretim, Tiiketim ve ihracati.

Donem Uretim Miktar1  Tiiketim Miktar1  Ihracat Ihracat
(Kabuklu/Ton) (ic/Ton) Miktari Bedeli ($)
2000-01 470.000 183.657 204.253 682.451.341
2001-02 625.000 183.000 255.893 636.027.664
2002-03 600.000 190.000 255.918 593.690.721
2003-04 480.000 128.000 223.363 878.754.034
2004-05 350.000 47.813 194.594 1.554.156.298
2005-06 530.000 60.000 239.366 1.952.767.268
2006-07 661.000 80.000 248.664 1.262.427.04
2007-08 530.000 80.000 207.287 1.589.547.748
2008- 09 801.000 150.000 167.601 808.708.136

Diinya findik tiiketiminin %91°lik kism1 Avrupa iilkeleri tarafindan gerceklestirilmekte
ve bunun %80°1 ¢ikolata ve sekerleme sanayinde ham madde olarak kullanilmaktadir.

%10’luk kism1 ise gerez olarak tiiketilmektedir (Tablo.2.2; [24]).

Tablo 2.2. Diinya findik iiretim ve tiiketimi yillara gore dagilim.

2001-2008 Diinya Findik Uretim ve Tiiketimi (Ton/Kabuklu)
Findik 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Uretim 925906  784.690 611380 581.010 659.940 1.010.092 713.780
Tiiketim 866.108 844993  731.810 642.790 581.770  758.280 709.620




Diinya findik ihracatinin yaklasik %80’ini Tiirkiye gerceklestirmektedir. Tiirkiye findik
thracati, tilkeler itibari ile incelendiginde 90 civarinda iilkeye findik ihracati
gergeklestirildigi goriilmektedir. 2010 yili Tiirkiye findik ihracatinda en biiyiik pay1
basta Almanya, Italya, Fransa, Belcika, Avusturya ve diger Avrupa iilkeleri yer
almaktadir (Tablo.2.3; [1]).

Tablo 2.3. 01.01.2010-31.12.2010 tarihleri arasinda kayda alinan Tiirkiye findik ihracati.

AB Ulkeleri

Miktar (Ton) Deger ($)
Almanya 56.547  341.291.434
Italya 43.393  262.313.459
Fransa 31.626  195.577.394
Belgika 10.729 62.649.277
Avusturya 9.386 56.133.741
Diger 34421  218.258.965
Toplam 186.103 1.136.224.269
Diger Avrupa Ulkeleri
Isvicre 8.967 52.936.509
Rusya Fed. 7.459 48.052.817
Ukrayna 6.430 39.866.831
Norveg 997 6.185.118
Hirvatistan 755 5.207.758
Diger 1.877 11.289.719
Toplam 26.485  163.538.752
Deniz Asir1 Ulkeler
Kanada 7.506 47.925.418
A.B.D. 4.508 28.644.043
Avustralya 2.653 16.836.029
Brezilya 2.072 13.212.031
Cin 1.970 11.231.842
Diger 2.700 17.154.135
Toplam 21.408  135.003.499
Diger Ulkeler
Misir 4.700 28.221.899
Irak 2.203 12.456.201
Tunus 1.900 11.784.656
Israil 1.666 10.399.904
Suriye 1.633 8.602.767
Diger 6.207 38.553.761
Toplam 18.309  110.019.188

Genel Toplam 252.305 1.544.785.708




Karadeniz Bolgesinde yaklasik olarak 550.000-600.000 hektar alanda findik tiretimi
yapilmaktadir. Takriben 8 milyon insan findik tarimi, islemesi, pazarlamasi ve ihracati

ile ugrasmaktadir. Bu yiizden findik Tiirkiye ekonomisi i¢in biiyiik 6neme sahiptir [1].

2.2 KALITELERINE GORE FINDIK CESITLERI

Tiirk findig1 kalite agisindan Giresun ve Levant olmak iizere ikiye ayrilir.

2.2.1 Giresun Kalite

Giresun ilinin tamaminda yetistirilen tombul findiklar ile az cok Giresun kalitesi 6zelligi
tagtyan Trabzon ilinin Besikdiizii, Vakfikebir, Carsibasi ve Akgaabat ilgelerinde
yetistirilen tombul findiklardir. Diinyanin en {istiin 6zellikli findiklaridir. Diinyadaki

findik ¢esitleri i¢inde en yiiksek oranda zar birakan findiktir [25] .

2.2.2 Levant Kalite

Giresun kalite findigin liretim bdlgesi disinda kalan bolgelerde iiretilen tiim findiklara
verilen ortak isimdir. Yetistirildigi yere gore Levant Ak¢akoca, Levant Ordu, Levant
Trabzon ve Levant Samsun olarak isimlendirilen bu findiklar Giresun kalite
findiklardan daha az yag orani igermesine ragmen diger {ilkelerde yetistirilen
findiklardan genellikle daha yiiksek yag oranina sahip olup, tat bakimindan da iistiin
niteliktedirler [25].

2.3 KABUKLU FINDIKLAR

2.3.1 Yuvarlak Findiklar (Tombul Findiklar)

Uzunluk, genislik ve kalinliklar1 hemen hemen ayni olan kiiresel bigimli findiklardir.

Genellikle orta irilikte yiiksek kaliteli ¢esitlerdir [25].

I¢ verimleri (randiman), yag ve protein oranlar1 yiiksektir. Kolay zar atan ve
beyazlatilabilen gesitlerin timi bu gruptandir. Yuvarlak sekilleri nedeniyle kirmaya
elveriglidirler. Bu gruba giren Giresun Tombul Findi§i, diinyanin en {stiin nitelikli

cesididir. Ayrica Palaz, Mincane, Fosa, Kan, Cakildak, Kara bu gruba girmektedir [25].



2.3.2 Sivri Findiklar

Uzunluklar1 genislik ve kalinliklarindan biraz daha fazla olan c¢esitlerdir. Bu cins
findiklar kirilma esnasinda daha fazla zayiat verir. Bu nedenle daha ¢ok kabuklu olarak

pazarlanirlar. Sivri ve Incekara gibi cesitleri vardir [25].

2.3.3 Badem Findiklar

Uzunluklar1 kalinlik ve genisliklerinden oldukga fazla olan ¢esitlerdir. Genellikle iri ve
gosteriglidirler, fakat diisiik kaliteli ¢esitlerdir. Kirmaya ve islemeye elverisli degillerdir.
Kabuklu olarak, daha ¢ok kurutulmadan, ¢erez olarak tiiketilirler. Yuvarlak Badem ve

Yassi Badem olarak iki ¢esidi vardir [25].

Tiirkiye’de yetisen findik ¢esitlerinin resimleri Sekil.2.1 ve Sekil.2.2.’de verilmistir.

2.4 ISLENMIS FINDIK URUNLERI

Islenmis Findik iiriinlerinin basinda i¢ findik gelir ve sirasiyla standart-1, standart-2 ve
standart-3 olmak tizere 13-15; 11-13 ve 9-11 mm cap biiyiikliiklerine gore kabuklu
findiklarin sert meyve kabugundan cikarilip siniflandirilmaktadir. Caplarina gore tasnif
edilen bu islenmis ve ileri derecede islenmis findik iiriinleri icin hammadde olarak

kullanilmaktadir [25].

2.4.1 Beyazlatilmis i¢ findik

I¢ findigin zarinin attirilarak beyazlatilmas1 ve kismen beyazlatilmis tanelerinden
ayrilmasiyla hazirlanmis mamuldiir. Cikolata sanayi ve tuzlu findik imalatinda

kullanilmaktadir [25].

2.4.2 Kavrulmus i¢ findik

I¢ findigim kavrulmasiyla hazirlanmis mamuldiir. Arzu edilen kavurma dereceleri ile
istege bagl olarak hafif, orta veya ¢ok kavrulmus sekilde, yine istege bagli olarak
tamamen zarsiz veya kismen zarli hazirlanabilir. Cikolata sanayisinde ve kuruyemis

olarak tiiketilir [25].
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Sekil 2.1: Tiirkiye’de yetisen findik cesitlerinin resimleri
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Sekil 2.2: Tiirkiye’de yetisen findik cesitlerinin resimleri (Devam)
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2.4.3 Kiyilms i¢ findik

Naturel veya kavrulmus i¢ findigin teknigine uygun olarak milimetrik boylarda (2-4
mm, 3-5 mm vs) parcalar halinde kesilmesi suretiyle hazirlanmis mamuldiir. Dondurma,

biskiivi, ¢ikolata, pastacilikta kullanilir [25].

2.4.4 Dilinmis i¢ findik

I¢ findigin teknigine uygun olarak kesilerek yaprak haline getirilmesi suretiyle

hazirlanmis mamuldiir. Pastacilikta kullanilir [25].

2.4.5 Ogiitiilmiis findik

Natiirel veya kavrulmus i¢ findigin teknigine uygun olarak 6giitiilmesi suretiyle elde

edilen mamuldiir. Pastacilik, biskiivi, dondurmacilikta kullanilir [25].

2.4.6 Findik Ezmesi

Findik ezmesi iiretiminde i¢ findik kavrulurken zarlarindan kismen veya tamamen
ayrilmaktadir. Kavrulmus veya kismen kavrulmus i¢ findigin tiplerine gore gereken
teknoloji uygulanilarak i¢ine mubhtelif lezzet ve ¢esni verici maddelerle gerektiginde
katk1 maddelerinden bir veya bir ka¢inin katilarak kiiciik parcaciklar halinde ezilmis
veya tamamen ezilmis ve homojen hale getirilmis olarak iiretilen mamuldiir. Dogrudan

tiiketildigi gibi ¢ikolata sanayisinde ve pastacilikta kullanilir [25].

2.4.7 Findik Firesi

Kavrulmus i¢ findigin (hafif, orta veya ¢ok kavrulmus) teknigine uygun olarak ezilmesi
ile elde edilen findik ezmesi vb. mamullerin yapiminda kullanilan kivamli bir yar

mamuldiir. Dondurma ve ¢ikolatacilikta kullanilir [25].

2.4.8 Yagda kavrulmus veya tuzlanmis biitiin findik

I¢ findigin tuza bulanarak kavrulmasi veya yemeklik yaglarda kizartilmas: suretiyle
hazirlanmasi ile elde edilen bir mamuldiir. Dogrudan tiiketiciye sunulan bir mamuldiir

[25].
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2.4.9 Kavrulmus kabuklu findik

Kabuklu findiklarin ¢itlatilarak kavrulmasi ile elde edilen bir mamuldiir. Tuza bulanarak

da kavrulabilir. Dogrudan tiiketiciye sunulan bir mamuldiir [25].

2.5 FINDIGIN BIiLESIiMi

Insan sagligina olan faydalarindan dolayi, findigin dénemi diinyada gittikce daha iyi
bilinmekte ve her gecen giin dnem kazanmaktadir. Findigin bu 6zelligi yapisinda
bulunan 6zel yag bilesimi (genel olarak oleik asit), protein, karbonhidrat, lif, vitaminler
(vitamin E), mineraller, fitositeroller (/sitositerol) ve antioksidan fenolik
bilesiklerinden dolayidir. Findigin kendine has tat, aromasi ve besleyici 6zelliginden
dolay1, findik ozellikle fonksiyonel bilesik olarak bircok gida mamullerine ilave

edilebilir [25].

Findik diger kabuklu yemisler gibi icermis oldugu yiiksek orandaki (%60) yagdan
dolay1 iyi bir enerji kaynagidir. Bir ¢ok arastirmaci kabuklu yemis tiiketiminin 6nemini
vurgulamistir. Ozellikle findik yag: tekli ve ¢coklu doymamis yag asitleri bakimindan
zengindir. Doymus yag asidi miktar diisiik ve tekli doymamis yag asidi miktar1 yiiksek
olan yiyeceklerin kolesterol diizeylerini disiirdiikleri ve dengeledikleri Onceden
yapilmis bilimsel ¢aligmalar tarafindan ispat edilmistir ve ayni zamanda kalp damar
hastaliklar1 riskini azalttig1 vurgulanmistir. Buna ilaveten, tekli doymus yag asidi ilave
edilmis diyet (findik yaginda yiiksek miktarda) ayni sekilde etki yapmaktadir. Ornegin,
kalp damar hastaliklar1 riskini azaltmakta, tansiyonu diisiirmekte, kolesterolil
diistirmekte, kotii huylu LDL kolesterolii diistirmekte ve iyi huylu HDL kolesterolii
yiikseltmekte ve triagilgliserid miktarini ise diisiirmektedir. Bunlara ragmen, yag ve
yagda ¢oziilebilen bilesikler haricinde, findigin saglik iizerine etkileri ve fitokimyasal

maddeler hakkinda ¢ok az arastirma yapilmistir [17-18].

Findik miikkemmel bir vitamin E kaynagidir ve iyi bir dogal antioksidan igerigine
sahiptir, ki bunlar viicutta serbest radikallerin olugmasini onler. Serbest radikaller
kanser, damar tikaniklig1 ve diyabetik gibi bir ¢ok hastaligin olugsmasina neden olur.
Vitamin E’in antioksidan 6zelligine sahip olmasindan ve bunun kalp damar hastaliklari

ve kanser karsi olan yararh etkilerinden dolayi, findik tiiketici ve saglik kuruluslar
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tarafindan biiyiik bir ilgiyle takip edilmektedir. Glinliik 40 g findik tavsiye edilen
vitamin E ihtiyacini karsilamaktadir [16, 19-23, 25].

Kisa bir siire 6nce, f-sitositerol’un saglik tizerine etkileri ve bu maddelerinde findik
yaginda yiiksek miktarda oldugu Alasalvar ve arkadaslar1 tarafindan ispat edilmistir.
Bu madde kolesterol diisiiriicii etkisinin yaninda birgok kanser tiirlerinin (kolon, prostat
ve goglis kanseri) Onlenmesinde koruyucu etki yapmaktadir. Ayrica tiimoriin

gelismesini Onler ve apoptosisin olugmasini engeller [25].

Findik iyi bir mineral kaynagidir, 6zellikle yiiksek miktarda kalsiyum, magnezyum,
fosfor ve potasyum bulunmaktadir. Ayrica antioksidan 6zelligine sahip olan iyi bir
selenyum kaynagidir. Az miktarda tuz igerir. Bu minerallerin kemik gelisiminde ve
saglik tizerine etkileri ¢ok iyi bilinmektedir. Findik tiim elzem aminoasitlerle beraber
cogu elzem mineralleri icermektedir. Bu nedenle findik ayni zamanda iyi bir protein

kaynag1 olarak et ve siit yerine alternatif olabilecek potansiyel tasimaktadir [25].

Sonug olarak, findik, giinliik dengeli beslenmede hayati bir besin ve katki maddesidir
ve kalp saglig1 agisindan da en faydali besleyici maddedir. Giinde bir avug findik
yemek, yukarida bahsi gecen bircok hastaliktan koruyabilir [25].

2.6 ANTIOKSIDANLAR

Oksijen, insan viicudunda solunum zinciri i¢inde siiperoksit, singlet oksijen, hidroksil
vb. reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmaktadir. Reaktif oksijen birikimi organizmada
mevcut olan veya gidayla aliman antioksidanlarla dengelenmedigi takdirde; olusan
‘oksidatif stres’ kosullar1 altinda kanser, koroner kalp rahatsizligi, hiicresel yipranma ve
yaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve lipoprotein (LDL) oksidasyonu
ile sonuglanan, DNA ve hiicre membranlar1 gibi duyarli biyolojik yapilarin oksidatif
hasarina neden olabilen radikalik zincir reaksiyonlari meydana gelmektedir.
Antioksidan ve prooksidan Ozelligi gosteren maddeler biyolojik sistemlerde serbest

radikallerin olumsuz etkilerini 6nemli 6l¢iide azaltabilen bilesiklerdir [26].
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Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik konsantrasyonlarda,
substratin prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da
geciktiren maddelerdir. Prooksidanlar ise lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda g¢esitli patolojik olaylara ve/veya
hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Reaktif tiirler i¢in kullanilan bir terimdir.
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu prooksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri,
serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
tirtinlere dontstiirtirler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam igin

antioksidanlar1 6nemli kilmaktadir [27].

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

oldugu saptanmistir [28].

Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Polifenolik
bilesikler; kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis maddelere kadar
cesitlenebilen bitkisel maddelerdir [29]. Bu bilesikler oksidatif diizende farkli sekillerde
davranirlar. Ornegin oksijen konsantrasyonunu diisiirebilirler veya singlet oksijeni
durdururlar. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri yutucu 6zelligini kullanarak

zincir reaksiyonlarin baglamasini 6nlerler, metal iyon katalizorlerini baglarlar [30].

Gidalarda dogal olarak bulunduklari gibi, gida sanayisinde iirtinlerin kalitesini korumak
ve besinsel degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan eklenirler. Besinlerin
acillasmasini, ¢iiriimesini geciktirici 0zellige sahip bir grup kimyasal maddelerdir.
Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu otooksidasyonu yavaslatmak icin
kullanilmaktadirlar. Boylelikle yaglarin, tadini, kokusunu, rengini yani kalitesini ve raf
Omriinii uzatirlar. Ortamda pek az miktarda bulunsalar bile etkin olan maddelerdir. Bir
antioksidanin, besin maddelerinde kullanilmadan 6nce sagliga zarar1 olmadigi kesin

olarak saptanmalidir [29].
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Zincirleme reaksiyon teorisine gore, oksijen ile otookside olabilen madde, oksijenle
birlesmekte ve bu sekilde meydana gelen etkinlesmis peroksit radikal ve molekiilleri,
enerjilerini maddenin yliikseltgenebilen diger molekiilerine aktarmakta ve bu suretle
besinlerdeki otooksidasyon devam etmektedir. Antioksidanlar bu zincir reaksiyonunu
koparici rolii oynarlar. Yani bu bilesikler aktivasyon enerjisini kabul ederler, ancak bu
enerjiyi baska molekiillere aktaramazlar. Bu sekilde, bir antioksidan molekiiliiniin araya
girmesiyle otookside olabilen maddenin birgok molekiilii yiikseltgenmekten kurtulur
[29].

Antioksidanlarin etki mekanizmasini sematik olarak gostermek gerekirse;

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

(AH : Antioksidan molekiilii, A-: antioksidan etkin molekiilii)
Antioksidanlar  yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar sirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar
yalnmiz siirli bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve belli bir noktadan

sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi ylikseltgenmeye devam eder [29].

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

e Diger antioksidanlarla olan etkilesim [28]
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Bu bilesiklerin saglik acisindan yararh etkileri oldugundan, polifenollerin antioksidan
aktiviteleri hakkinda kullanisli, hizli, duyarh ve basit yontemlerin gelistirilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.7 ANTIOKSIDANLARIN YAPILARINA GORE SINIFLANDIRILMASI

2.7.1 Fenolik Antioksidanlar

Antioksidanlarin en Onemlileri fenol grubu igerenler ve bunlardan dihidroksi
tiirevleridir. Bunlarin temel 6rnegi hidrokinon olup tersinir olarak kinona yiikseltgenir.
Yalniz orto ve para polifenoller antioksidan 0Ozellige sahiptir. Fenoliin kendisi
antioksidan degilken yerdegisimli benzenler, birden fazla benzen halkasini igeren
aromatik bilesikler veya heterosiklik bilesikler, yapilar1 orto ve para hidroksi
bilesiklerine benziyorsa antioksidan olabilirler. Ornegin, susam yagmda bulunan
sesamol bir tek serbest hidroksi grubuna sahip oldugu halde, bu grup oksijenlerden

birine gore para pozisyonunda oldugundan, antioksidandir (Sekil 2.3) [29].

Baz1 flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik antioksidanlardir. Dogal fenolik
antioksidanlardan bir diger grubu, tokoferoller yani E vitaminleri olusturur. Antioksidan
ozelligi en fazla olan1 d-tokoferoldiir. Sentetik antioksidanlardan fenolik yapida olanlar
propil gallat, oktil gallat, dodesil gallat, nordihidroguayaretik asid (NDGA), butillenmis
hidroksi anisol (BHA), butillenmis hidroksi toluen (BHT) ve tersiyer butil hidrokinon’
dur (TBHQ) [29].

O

<

O OH
Sekil 2.3: Sesamol
2.7.2 Aromatik Antioksidanlar

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

Bunlardan biri para izo butil amino fenol’dur [29].
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2.7.3 Organik Kiikiirtlii Bilesikler

Kuvvetli antioksidanlardan bir grubu da kiikiirtlii organik bilesikler olusturur. 3, B’-
ditiyo propiyonik asid ve esterleri, 6zellikle dilauril ve distearil ditiyopropiyonatlar ¢ok

etkili antioksidanlardir (Sekil 2.4). Ozellikle yaglarda % 0,01 oraninda kullanilirlar [29].

Sekil 2.4: 2,2°-Dilauril ditiyopropiyonat

2.8 ANTIOKSIDANLARIN ETKi MEKANIZMALARINA GORE
SINIFLANDIRILMASI

2.8.1 Primer Antioksidanlar

Birincil ya da zincir pargalayan antioksidanlar; elektron vererek serbest radikal zincir
reaksiyonunu kiran ve ¢ogunlukla fenolik yapidaki bilesiklerdir. Serbest radikallerle
reaksiyona girerek, daha kararl tirlinler olusturup, hidroperoksit olusumunu engellerler.
Sentetik veya dogal yapida olabilirler. Tokoferoller, flavonoidler, alkali gallatlar, BHA,
BHT ve TBHQ en 6nemlileridir [29].

2.8.2 Sekonder Antioksidanlar

Oksidasyon hizin1 azaltabilen bilesiklerdir. Etki mekanizmalari; metal iyonlarimni
yakalamak, oksijen molekiiliinii tutmak, hidroperoksitleri radikal olmayan bilesiklere
parcalamak, ultraviyole i1sinlarmi absorblamak veya oksijen atomunu etkisiz hale
getirmek seklinde olabilir. Bu antioksidanlar ‘antioksidan sinerjistler’dir. Tek baslarina
bulunduklar1 ortamlarda antioksidan etkileri ¢ok diisiiktiir veya hi¢ gdstermezler. Ancak
ortamda iki antioksidan madde bulunursa yalniz olarak gosterdikleri etkiden daha ¢ok

etkili olurlar. Bu sekilde antioksidan etkisini arttiran maddelere sinerjist denir. Askorbik
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asid, limon asidi, birgcok aminoasid, polifosfatlar ve tartarik asid gibi maddeler fenolli

antioksidanlarin etkilerini arttirirlar [29].

2.9 DOGAL ANTIOKSIDANLAR VE ANTIiOKSIiDAN AKTIiVITELERI

2.9.1 C-Vitamini

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini (Sekil 2.5), diger adiyla askorbik
asid, meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢6ziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan
sondiirebilen giiglii bir antioksidan kaynagidir. Ayrica cesitli besin maddelerinde
acillasma ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini Onler. Dogal kaynaklardan elde

edilebildigi gibi kimyasal olarak da sentezlenebilirler [31].

OH HO

HO
——

OH
& °

Sekil 2.5: C-vitamini

2.9.2 E-Vitaminleri (tokoferoller)

Dogada 7 farkli izomer yapisinda bulunan tokoferoller, baslica bitkisel {iriinlerde
mevcutturlar. Hayvan organizmasi pek az miktarda igerir. Ozellikle bitkisel yaglarda,
yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, siit, yumurtada bulunurlar.
Tokoferollerin kimyasal yapilar1 birbirine benzese de, bunlarin biyolojik etkileri
oldukga farklidir. 3 metil grubu tasiyan a-tokoferol (Sekil 2.6) vitamin olarak en etkili
olanidir ve sadece ‘E-vitamini’ dendiginde a-tokoferol anlasilir. § ve y tokoferoller, o
izomerinin yarist kadar, 6 izomeri ise ancak yiizde biri kadar etkilidir. Tokoferoller,
monofenolik yapidaki dogal antioksidanlardir. Antioksidan etkileri vitamin etkilerinin

tersine olarak o’dan y’ya dogru artar [29].
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Sekil 2.6: a-tokoferoliin kimyasal yapisi

2.9.3 Polifenolik Bilesikler

Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en
genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir.

Besin fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir [29].

Polifenoller giiglii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir. Bitki
polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr
antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu kelatlama
ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar. Bir polifenoliin antioksidan olarak

tarif edilebilmesi i¢in iki temel sart1 saglamasi gerekir [32]:

e Okside olabilen substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,
geciktirebilmeli veya onleyebilmelidir [33].

e Siiplirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte
kararli olmalidir [34].

2.9.3.1 Flavonoidler

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil agirlikli
ve en genis bitki fenolikleri smifidir. 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan olusan
heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar.
Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak ifade edilir. Karbon atomlar1 C
halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki karbon atomlari ise {issii ()
rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.7). Dogada, birgogu yaprak, ¢icek ve kdkte bulunan
4000’den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur. Meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol
miktarda bulunurlar. Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara baglh
olan birgok fenolik hidroksil gruplari igerirler. Metal kelatlama, lipid peroksidasyonunu

engelleme, reaktif oksijen tiirlerini igeren diger prosesleri azaltma oOzellikleri vardir.



20

Gidalarda genellikle 3-orto glikozidleri ve polimerleri seklinde bulunurlar. Glikozit
birimi genellikle glukozdur ancak glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve ramnoz da
bulunabilmektedir. Bu bilesikler yapilarina baglanan gruplarin ¢esidi, pozisyonu ve

sayisina gore farkli radikal yutma ve kelatlama aktivitesine sahiptirler [35].

Sekil 2.7: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoidler, fenolik ve furan halkalarindan olusan benzo-y-furan tiirevleridir. Bu
bilesikler; A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil, metoksi ve
glikozid yan gruplart igerirler [35]. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler
flavonoidleri ¢esitli siniflara ayirmaktadir. Bu siniflardan biri antoksantinler digeri
antosiyaninlerdir. Antoksantinler kendi arasinda 5 farkli sinifa ayrilmaktadir [28]:
1. Antoksantinler

e Flavanoller

e Flavonlar

e Flavonoller

e Flavanonlar

e izoflavonlar

2. Antosiyanin ve antosiyanidinler (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Flavonoidlerin temel kimyasal yapilar (R = H veya OH olabilir).

Not: B halkasinda OH grubuna orto pozisyonunda bulunan siibstitiientler H veya OH

olabilir.

Flavonoidler sinifinin temel maddesi 2-fenil kromon olan flavon’dur. En Onemli

flavonlar; rutin, apigenin, krisin ve luteolin’dir (Sekil 2.9). Rutin kuersetinin glikozidi

olup kirmizi sarap ve domateste mevcuttur. Apigenin; maydanoz ve kereviz sapinda,

krisin; meyve kabugunda, luteolin ise ac1 biberde bulunmaktadir [29].
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rutin krisin
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apigenin luteolin

Sekil 2.9: Rutin, apigenin, krisin ve luteolin’in kimyasal yapisi

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3. karbon atomuna bagli bir hidroksil grubu
tagirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan smifidir. En 6nemli
flavonoller kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferol’dur (Sekil 2.10). Kuersetin
flavonoidlerin en 6nemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda,

elmada ve lahanada bol miktarda bulunur [32].
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Sekil 2.10: Kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferoliin molekiiler yapisi

Flavonun dihidroksi tiirevi flavanon’dur. En 6nemlileri naringenin, naringin, hesperidin

ve hesperetin’dir (Sekil 2.11). Naringenin 3-hidroksi flavanon’dur. Greyfurtun

karakteristik aciligin1 veren bilesik naringeninin glikozidi olan naringin’dir.

Turunggillerden eksi portakalda bulunur ve son derece acidir. Naringinin aglikonu olan

naringenin ise ac1 degildir. Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda bolca bulunur.

Hesperidin, hesperetinin glikozididir [29].
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hesperetin hesperidin
Sekil 2.11: Naringenin, naringin, hesperetin ve hesperidinin kimyasal yapilari

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik B halkasinin, C halkasinin 3. karbon
atomuna baglanmasiyla olusur. Genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olan

genistin ve daidzin baglica izoflavonlar olup soya fasulyesi ve soya fistiginda mevcuttur
(Sekil 2.12) [32].

HO ) HO O
OH O 0]
OH OH
genistein daidzein

Sekil 2.12: Genistein ve daidzeinin kimyasal yapilar

Flavonollerin C halkasinda bulunan ¢ifte bagl oksijen atomunun yerine -CH, grubu
geldiginde flavanol olusur. Flavonlarin indirgenmis tlirevleridir. En 6nemlileri katesin
ve epikatesin’ dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlar1 sonucu katesin
ve epikatesin gallatlar meydana gelir (Sekil 2.13). Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve
siyah ¢ayda, kirmiz1 ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada bol miktarda bulunurlar [29,

32, 36].
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Sekil 2.13: Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin gallatin
kimyasal yapilari

Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun

baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar1 antosiyanidinler’dir. En Onemlileri,
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apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir (Sekil 2.14). Renkli meyvelerde

Ozellikle kirmiz1 ve mor renkli meyvelerde bol miktarda bulunur [29].

Flavonoidlerin ve metabolitlerinin antioksidan aktivitesi halkali ¢ekirdeksel
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin yerlesmesine baglidir. Flavonoidlerin yapilarindaki
siibstitiientlerin yerlesimi flavan iskeletinin tek basina gostermis oldugu antioksidan
aktivitesinden daha yiiksek olabilmektedir. Bircok polifenolik antioksidan birbirleriyle
karsilagtirildiginda, hem konfiglirasyonun hem de toplam hidroksil gruplarinin

antioksidan aktivitesini biiyiik oranda etkiledigi gortilmiistiir [37-39].

OH CHj
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OH Zon
OH

apigenidin delfinidin
Sekil 2.14: Siyanidin, malvidin, apigenidin, delfinidinin kimyasal yapilari

Serbest radikal siipiirme kapasitesinin hidroksil siibstitiientlerinin yiiksek reaktivitesine

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

Flavonoidlerin yapilarina bagli olarak antioksidan kapasitelerinin farklilasmasinda

kapasite degerlerini belirleyen birkag¢ husus vardir:
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e B halkasindaki o-dihidroksi yapisi (radikal formun yliksek kararliligini saglayan
ve elektron delokalizasyonuna katilan)

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

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

radikal-silipiirme potansiyeli i¢in gerekli olan)

Flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken, yapiya

baglanan sekere ve cinsine gore de azalir [34].

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

getirirler [37].

B halkasindaki 3’,4’-katesol yapisi lipid peroksidasyonunu ¢ok kuvvetli sekilde azaltir
[40]. Bu yerlesim ¢ogu antioksidanin en gdze ¢arpan Ozellikleridir. Ornegin luteolin
kaempferol’den daha gii¢lii antioksidan kapasitesine sahiptir. Her ikisi de benzer
hidroksil konfiglirasyonuna sahip olmalarina ragmen kaempferol B halkasindaki katesol
yapisindan yoksundur (Sekil 2.9, 2.10). Katesinin radikal siipiirme yetenegi ¢cogunlukla
bu katesol yapisina sahip olmasindan kaynaklanir (Sekil 2.13). Katesol veya pirogallol
sistemlerinden yoksun flavonlar kararsiz radikaller olusturur ve zayif siipiiriiciilerdir

[38-39].

Flavonoidler tarafindan serbest radikallerin siipiiriilme yetenegi, en ¢ok serbest 3-OH
grubunun varligima baghdir. 3-OH ve 3°,4° katesol yapisina sahip olan flavonoidler
radikallere kars1 daha etkilidirler. Ornegin kuersetin, siyanidin ve katesinin antioksidan
kapasiteleri bu o6zelliklerinden dolay:1 yiiksektir [35]. Sekil 2.15 de, ¢ok giiclii bir
antioksidan olan kuersetinin kimyasal yapisi {iizerinde antioksidan kapasitesini
belirleyen 6zellikleri inceledigimizde, bu oOzelliklerden en Onemlisi daha Once
belirtildigi gibi sar1 renkle gosterilen katesol veya orto-dihidroksillenmis B halkasidir.

Diger 6nemli 6zellikler; C halkasinda kirmizi renkle gosterilmis olan doymamis yapi,
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yesil renkle gosterilen 4-okso fonksiyonunun varlhigidir. Katesol grubu ve diger
fonksiyonlar (mavi renkli) demir ve bakir gibi transizyon metallerini kelatlama yetenegi

saglar [41].

OH O

Sekil 2.15: Flavonoidlerin klasik antioksidan kapasitelerini belirlemede 6nemli olan
ozellikleri gosteren kimyasal yapi

Tablo 2.4’te flavonoidlerin siniflandirilmasi, genel yapilari, adlari, siibstitiisyon

modelleri ve bazi besin kaynaklar1 verilmistir [35].

2.9.3.2 Fenolik asitler

Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, diger ismiyle fenil propanoidler,
hidroksi sinnamik ve hidroksi benzoik asitleri igeren iki gruptan olusur. Fenolik asitlerin
cogunu hidroksi sinnamik asitler olusturur [36]. L- fenil alanin veya L- tirosinden p-
kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve klorojenik asit meydana gelir (Sekil 2.16).
Yapilarindaki -CH=CH-COOH gruplarimin varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini
arttirmakla birlikte benzoik asitlere gore radikalleri daha kararli hale getirebilirler.
Benzoatlardan daha etkilidirler. Hidroksi benzoik asitler yapilarindaki hidroksi ve
metoksi gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore cesitlenirler. Bunlardan birkaci; gallik
asit, vanilik asit, siringik asit, resorsilik, protokatesuik asit’dir. Mono hidroksi
benzoatlar etkili hidroksil radikal siipiiriiciilerdir ¢iinkii hidroksillenmeye ve hidroksil
radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile karboksilat
grubu arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto ve meta
hidroksi tiirevleri 1 mM’a yakin antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi benzoik asit
tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina bagli olup, o-p
pozisyonlarinda aktivite yiiksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda aktivite

diiger [32].
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Tablo 2.4. Flavonoidlerin simiflandirilmasi, adlari, temsili formiilleri, siibstitiisyon
modelleri ve besin kaynaklari

SINIFI ADLARI TEMSILI FORMUL SUBSTITUSYON  BESIN
MODELLERI KAYNAKLARI
Flavanol (+)-Katesin R 3,5,7,3,4-OH Yesil ve siyah ¢cay
(-)-Epikatesin oH 3,5,7,3,4-OH Yesil ve siyah cay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4’,5°-OH Yesil ve siyah cay
Epikatesin gallat HO O R 3,5,7,3°,4’-OH,3- Yesil ve siyah ¢ay
Epigallokatesin gallat Yesil ve siyah cay
gallat OH 3,5,7,3°,4’,5°-OH,3-
OH gallat
Flavon Krisin R 5,7-OH Meyve kabugu
Apigenin OH 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz sap1
Rutin @ 5,7,3’,4’-OH, 3- K.sarap, domates
HO o R rutinoz kabugu, turunggiller
Luteolin @ C | Kirmizi biber
5,7,3’,4’-OH
OH O
Flavonol =~ Kaempferol R 3,5,7,4’-OH Brokoli, greyfurt, cay
Kuersetin OH 3,5,7,3°,4’-OH Sogan, brokoli,
O domates, cay, k. sarap,
HO 0 R mor meyveler,
O | zeytinyagi, elma
Mirisetin OH 3,5,7,3°,4°,5’-OH Uziim, bogiirtlen,
Morin OH O 3,5,7,3°,4’,5°-OH K.sarap
Fisetin 3,7,3’,4’-OH K.sarap, mor meyveler
Flavanon  Naringin R 5,4’-0OH, 7- Turunggiller, greyfurt
Naringenin OH  ramnoglukoz Turunggiller
Taksifolin O 5,7,4’-OH Turunggiller
Hesperidin HO o - 3,5,7,3°,4’-OH Portakal
Hesperetin Q 3,5,3’-OH,4’-OMe,7- Portakal
rutinoz
L 3,5,3’-OH,4’-OMe
Izoflavon  Genistin HO o 5,4’-OH,7-glukoz Soya fasulyesi ve fistig1
Genistein O | R 5,7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistig1
Daidzin 4’-OH, 7-glukoz Soya fasulyesi ve fistig1
daidzein oH b O 7,4’-OH Soya fasulyesi ve fistig1
OH
R
Antosiyan  Apigenidin R 5,7,4’-OH Renkli meyveler
idin Siyanidin oH  3,5,7,3’,4’-OH Visne, ¢ilek, bogiirtlen
Malvidin . O 3,5,7,4’-OH, 3°,5°- Kirmizi tiziim ve sarap
HO 0% " OMe
(L
OH

OH




0 0 0
OH OH OH
CH
OH o~ 3
OH OH

OH
p-kumarik asid kaffeik asid ferulik asid
0] HO @) HO @)
X Z =
OH
HsC CH
"o 0" ° Ho OH OH
OH OH OH
sinapik asid gallik asid protokatesuik asid
HO 0] HO @] HO @)
=
CH H3C CH
i N 0" E 07 ° Ho OH
OH OH
vanilik asid siringik asid resorsilik asid

Sekil 2.16: Fenolik asitlerin kimyasal yapilari

2.9.3.3 Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler, yliksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Yogunlasmis tanenler bu
gruba girerler. Bugiin besin tanenleri denilince genellikle katesin ve epikatesinin
polimerleri anlagilmaktadir (Sekil 2.17). Koyu renkli ve tadi buruk bilesiklerdir. Kirmizi

ve beyaz sarapta, elma ve nar suyunda mevcutturlar [36].



Sekil 2.17: Fenolik polimerlerin yapisi
2.9.4 Karotenoidler

Karotenoidler; bitkilerde sentezlenirler, fakat hayvanlar i¢in Onemlidirler. Yiiksek
derecede doymamis izoprenidlerdendir. Cifte baglarin konjuge olusundan kuvvetli
renklidirler. Acik saridan kirmiziya kadar renkli, bir¢cok bitki ve hayvanlarda bulunan,
azot icermeyen, suda c¢oziinmeyen fakat yaglarda ve organik c¢dziiciilerde ¢dziinen
pigmentlerdir. Birgok sebze, meyve ve ¢igeklerin karakteristik renkleri bunlardan ileri
gelir. Havug, misir, domates, tereyagi, siit, yumurta sarisi ve bir¢gok meyvede bolca
bulunur. En yaygin kullanilan1 A-provitamini olarak da bilinen B-karoten’dir (Sekil
2.18). A-vitamininin kendiliginden antioksidan 0&zelligi bulunmazken, [-karoten

antioksidan aktiviteye sahiptir [29].

Sekil 2.18: B-karotenin yapisi
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2.10 SENTETIK ANTIOKSIDANLAR

2.10.1 Butillenmis Hidroksi Anizol (BHA)

Butillenmis hidroksi anizol (BHA) (Sekil 2.19), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolay
coziinebilen etkili bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baslica iki izomer
olan 3-tersiyer butil-4-hidroksi anizol ve 2-tersiyer butil 4-hidroksi anizol karigimidir.
Zehirli degildir ve katildigi maddeye higbir koku asilamaz. Anizolde benzen
halkasindaki yerdegistirenlerin, maddenin antioksidan etkisi bakimindan rolii biiyiiktiir.
Hidroksi grubunu 5. veya 6. karbon atomunda tasiyan bilesikler antioksidan degilken 4
tizerinde tasiyanlar antioksidan 6zellik gosterir. Bunun haricinde diger yerdegisenlerin
yer ve yapisi da rol oynar. Ornegin; 3-tersiyer butil 4-hidroksi anizol, 3-metil veya 3 n-
butil tlirevlerinden daha etkilidir. Yerdegisenin 3 no’lu karbon atomuna bagli olmasi da
etkiyi arttirir. BHA, gidalarda % 0,02 oraninda kullamlir. Ozellikle hayvansal yaglar, bu
yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve patates cipsinde etkili antioksidan olarak kullanilirlar

[29].

CH
_CHs o~ °
O HyC
3 CH,
CH, veya CH,4
CHs
OH HsC
OH

Sekil 2.19: Butillenmis hidroksi anizoliin (BHA) kimyasal yapisi
2.10.2 Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

Butillenmis hidroksi toluen (Sekil 2.20) hayvansal yaglarda ve etlerde c¢ok, bitkisel
yaglarda az etkilidir. BHA ile benzer 6zelliklere sahiptir. Gidalara ilave edilme islemleri
sirasinda uygulanan c¢ok yiiksek sicakliklara dayanikli degildir. % 0,01 oraninda
kullanilir [29].
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CH; OH H5C
H3C CH3

CHs3
Sekil 2.20: Butillenmis hidroksi toluenin (BHT) kimyasal yapisi
2.10.3 Gallatlar

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

[29].

HO OH
OH

Sekil 2.21: Propil, dodesil ve oktil gallatlarin kimyasal yapilari
(R: propil, dodesil, stearil).

2.10.4 Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

Diger sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar icin en etkili sentetik antioksidan
tersiyer butil hidrokinon (TBHQ)’dur. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Avrupa’da
kullanimi1 yasaklanmistir. Gidalara % 0,02 oraninda katilir [29].
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2.10.5 Nordihidroguareyetik asid (NDGA)

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

% 0,01 oraninda katilir, pisirilmis besinlerde bile etkisini korur [29].

HO
CH,
OH
HO O
CH,
OH

Sekil 2.22: Nordihidroguayaretik asidin (NDGA) kimyasal yapisi.

2.11 SPEKTROSKOPIK ANTIiOKSIiDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

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

alinmustir [42].

Bu yontemleri birkag sinif altinda toplayabiliriz:

1. Bir Ornekte bulunan tim antioksidanlarin tiilkenmesi i¢in gerekli zamanin
Ol¢limiine dayanan yontemler. Bu yontemler, Wayner ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen orjinal TRAP (Toplam Radikal Antioksidan Potansiyeli) yonteminin
[43] modifikasyonu sonucu gelistirilmistir.

2. Tayin edilecek antioksidan bilesigin serbest radikal bulunan bir ortama ilave
edilmesi sonucu radikalin tiikketiminin 6l¢limiine dayanan yontemler.

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

4. Toplam antioksidan miktarin1 orneklerin indirgeme kapasitesiyle baglantili

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

Ik olarak Benzie ve Strain tarafindan plazmanin demir (II1)’ii indirgeme yeteneginden
yararlanilarak  antioksidan giiciini  6lgmek i¢in  gelistirilen bu metodda,
demir(Il)tripridiltriazin (Fe(II)-TPTZ) kompleksi antioksidan (indirgen) vasitasiyla
diisik pH ortaminda demir(Il)tripridiltriazin (Fe(I[)-TPTZ) kompleksine indirgenir.
Meydana gelen Fe(Il)-TPTZ kompleksinin rengi siddetli mavidir ve 593 nm’de

maksimum absorbans vermektedir [44].

Basit ve ucuz bir yontem olan FRAP metodu renkli bir bilesik olusturmak iizere
antioksidanlarin indirgeyebilme yetenegini dlgmektedir. Fe(IIl) bir oksidandir ancak bir
prooksidan degildir. Fe(Il) ise H,O; ile etkilesmesinden dolay1 bir prooksidan olabilir.
Ciinkii etkilesim sonucunda viicutta bulunan en zararli serbest radikal olan hidroksil
radikalleri olusur. Bu durumda bu yontemde bir bilesigin Fe(III)’ii Fe(Il)’ye indirgeme
yeteneginin ‘antioksidan giicli’ olarak ifade edilmesi nasil olabilir sorusu akla
gelmektedir. Bu sorunun cevabi sudur: askorbik asit ve iirik asit gibi baz1 antioksidanlar
hem reaktif tiirleri hem de Fe(Ill)’ii indirgeyebilmektedir ve Fe(Ill)’ii indirgeme
yetenekleri reaktif tiirleri indirgeme yeteneklerine yansimaktadir. Ancak Fe(IIl)’i
indirgeyebilen her rediiktan antioksidan olamaz. Kisaca, prooksidanlar1 kuvvetli bir

sekilde indirgeyebilen bir antioksidan Fe(III)’ii de ayn1 siddette indirgemeyebilir.

Bu yontemin diger bir 6zelligi de biyolojik bir 6rnekte bulunan antioksidanlarin hem
Fe(Il)-TPTZ kompleksini Fe(Il)-TPTZ kompleksine indirgemesi hem de Fe(II)
iyonlarinin ortamdaki H,O, ile reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikalleri ile
etkilesmesinden dolay1 antioksidan kapasitesinin direkt olarak Ol¢iillememesidir. Diger
bir degisle, FRAP metodu toplam antioksidan giicii tayin edebilen dolayli bir metoddur
[45]. pH=3,6’da uygulanan FRAP y&ntemi fizyolojik pH’larda ¢alismadigindan bulunan
sonuclarin insan viicudundaki redoks reaksiyonlarina uyarlanmasi beklenmemelidir.
Yontemin asidik pH’larda ¢alismasi, protonlarini vermemis bazi antioksidanlarin kolay
yiikseltgenememesine ve dolayisiyla toplam antioksidan kapasitesinin oldugundan
diisiik bulunmasina yol agabilmektedir. Ayrica bu yontemin diger bir eksikligi, plazma
antioksidanlarin1 dolayl olarak Olgerken ‘in vivo’ kosullarda dnemli bir tiyol (-SH)

grubu antioksidani olan glutatiyon ile reaksiyon vermemesidir.
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2.11.2 TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)/ABTS Yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS yontemi, ilk
olarak Miller ve dig. tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem; 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal katyonunun absorbansinin
hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesine dayanan bir metoddur.
Absorbanstaki azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi troloks (E
vitamini analogu) cinsinden verilmektedir. Aktivitesi Olgiilecek bilesigin 1 mM’lik
¢oOzeltisinin aktivitesine esdeger olan troloksun milimolar konsantrasyonu (TEAC)
aktiviteyi ifade eder. Orijinal metodda ABTS™ katyonu (Sekil 2.23) metmiyoglobinin
H,0, ile aktivasyonu sonucu meydana gelen ferrilmiyoglobin radikal tiirlerinin ABTS
ile etkilesiminden meydana gelmektedir. ABTS™ radikal katyonunun karakteristik uzun
dalgaboylu absorbsiyon spektrumu 660, 734 ve 820 nm’de maksimum vermektedir
(Sekil 2.24) [46-47].
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Sekil 2.23: ABTS™ katyonunun yapisi

Re ve dig. tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde ise ABTS™ radikal katyonu
ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu olugmaktadir. Olusan radikal
katyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir. Gelistirilen metodun
orijinal metoddan farki hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilmesi ve
bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi olmasidir. Yani sisteme antioksidan ilave
edilmeden oOnce radikal katyonu olusmaktadir. Orijinal metodda ise antioksidan

varliginda radikal meydana gelmektedir [48].

Ucgiincii grupta bulunan yéntemlerde kullanilan kromojen radikallerin kararlilig: pek ¢ok

etkene baglidir ve bu sistemlerde verilen bir bilesik tarafindan gerceklestirilen
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indirgeme olaymin, radikal siipiirme yeteneginden mi yoksa radikal olusumunun

baslangi¢ hizin1 azaltmasindan m1 kaynaklandigi tam olarak belli degildir [42].

WEZ-mmo -

220 B0 SB80 L=2=1s] ao =280

DALGABOYU (nm)

Sekil 2.24: ABTS radikal katyonunun absorpsiyon spektrumu.

TEAC metodunun diger bir modifikasyonu van den Berg ve dig. (1999) tarafindan
gelistirilmistir  [49]. Bu calismada bir azo bilesigi olan 2,2’-azobis-(2-
amidinopropan)HCl (ABAP) kullanilarak ABTS” radikal anyonu olusturulmustur.
Yontemde antioksidanlar radikalin olusmasindan dnce eklenmektedir. Boylece radikal
olusumuna etki edecek olan bilesiklerin enterferansin1 6nlemektedir. Bu yontemde de
hem hidrofilik hem lipofilik antioksidan kapasitesi dl¢iilebilmektedir. Diger bir yenilik
Arnao ve dig. tarafindan ortaya konulmustur. Burada ABTS radikalinin olusumunda
HRP (horse radish peroxidase) kullanilmistir. ABTS/H,O./HRP enzimatik sistem
kullanilarak hidrofilik ve lipofilik antioksidan aktivitesi 6l¢iilebilmektedir [50].

2.11.3 DPPH Yontemi

Bu yontem; antioksidanlarin kararli bir serbest radikal olan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalini stipiiriicii etkilerini 6l¢gmeye dayal1 bir yontemdir. Bu radikal
hidrojen donorlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmiz1 renkli DPPH radikali
517 nm’de maksimum absorbans verir. Etanol veya metanolli DPPH ¢ozeltisine
antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diislis meydana gelir ve antioksidanlarin

varhigiyla radikalin rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem antioksidanlarin radikal
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stipiirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak bilinmektedir
[51]. Ancak dogaldir ki DPPH radikalini siipiirme yetenegi, fizyolojik kosullarda etkin

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

2.11.4 Folin Ciocalteu Yontemi

Bu yontem Singleton ve dig. [52,53] tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik igerigini
Olemek i¢in gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSO4 (bakir(Il) siilfat) alkali ortamda
protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfo-molibdik-
fosfotungstik reaktif) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya
antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu(I) olasilikla molibdatotungstat
reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye doniisiir. Reaksiyon

tamamlaninca 750 nm’de 6rnek absorbanslari Olgiiliir.

2.11.5 TRAP (Toplam Radikal Tutma Potansiyeli) Yontemi

Wayner ve dig. tarafindan gelistirilen toplam radikal tutma parametre (TRAP) yontemi
son 10 yildir plazma veya serumdaki toplam antioksidan kapasitesini 6lgmek ig¢in

kullanilan baglica yontemlerden biridir [43].

Bu metodda; plazma ve diger biyolojik sivilarda bulunan peroksitlenebilen maddelerden
ve 2,2°-azobis (2-amido propan) hidroklorirden (AAPH) meydana gelen peroksil
radikalleri kullanilir. Plazmaya AAPH’iin ilavesinin ardindan reaksiyon sirasinda
tiketilen  oksijenin  Olcililmesiyle yiikseltgenebilen maddelerin  oksidasyonu
gozlenmektedir. Bu oksidasyon indiiksiyon periyodu boyunca plazmadaki
antioksidanlar tarafindan engellenmektedir. Indiiksiyon periyodu &lciilerek plazmadaki
toplam antioksidan kapasitesi, i¢ standart olarak kullanilan troloks esdegeri cinsinden
hesaplanmaktadir [43]. Wayner ve dig. orijinal TRAP yontemini modifiye etmislerdir.
Bu yeni yontemde, peroksil radikalleri tarafindan oksidasyon baslatilmadan once,
plazma ornegine linoleik asit ilavesi yapilmistir [54]. TRAP ydnteminin en 6nemli
dezavantaji, oksijen elektrodu ile ilgilidir. Oksijen elektrodu, gereken zaman
periyodunda kararliligini saglayamamaktadir [47]. Ayrica TRAP indeksine C ve E

vitamini gibi antioksidanlarin az katki saglamasi1 dnemli bir sakincadir.
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2.11.6 Luminol Yontemi

Ik olarak Metsi-Keteld ve dig. tarafindan 1991°de gelistirilen ve yaymnlanan
kemiluminesans bazli TRAP yontemi, daha sonra Alho ve Leinonen tarafindan detayl
sekilde tanimlanmistir [55]. AAPH bilesiginden meydana gelen peroksil radikallerinin
yiikseltgenebilir substrati (luminol) oksidasyonu sonucu 1sik yayan luminol radikalleri
olusmaktadir. Olusan 151k luminolmetre denilen cihazlarla Olgiilmektedir. Antioksidan
Ozelligi olan bir madde, kemiluminesans i1simasinin olusumunu belli bir zaman
(gecikme zamani) icin engeller. Gecikme zamani bir ornekteki toplam antioksidan
potansiyeli ile dogrudan orantilidir. Elde edilen sonuglar troloks esdegeri cinsinden

hesaplanmaktadir.

Whitehead ve dig. tarafindan orijinal luminol yontemine bazi ilaveler yapilmistir.
Luminol maddesinin hidrojen peroksit veya perborat ile yiikseltgenmesinden
yararlanilir. Reaksiyonun daha hizli gergeklesebilmesi i¢in katalizor olarak HRP
kullanilmig ve 151k yayilmasi daha ¢abuk olmustur. Normal sartlar altinda bu reaksiyon
hizla azalan diisiik siddetli bir 151k yayilmas1 olarak gerceklesir. Reaksiyon ortamina p-
iyodofenol ilave edildigi zaman 151k emisyonu daha siddetli, uzun siireli ve kararli hale
gelir. Isigm luminol radikalleri tarafindan yayilmast icin ortamdaki biitlin
antioksidanlarin tiiketilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu yontem antioksidan
girisimine kars1 duyarlidir. Bu yontemin en Onemli dezavantaji, incelenen
antioksidanlarin yalnizca AAPH’dan olusan radikalleri degil luminol radikallerini de

indirgemesidir [56].

2.11.7 Diklorofloresein-diasetat (DCFH-DA)

Temelini TRAP yonteminin olusturdugu bu yontem, Valkonen ve Kuusi tarafindan
gelistirilmistir. Yontemde AAPH peroksil radikali olusturmak i¢in, DCFH-DA ise
yiikseltgenebilen substrat olarak  kullanilmistir. Peroksil radikali ile DCFH-DA
arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucunda olusan diklorofloresein (DCF) yiiksek
floresans ozellige sahiptir. 480 nm’de uyarilip 526 nm’de emisyon yapmaktadir. 504
nm’de de maksimum absorbsiyon gostermektedir. Yontemin uygulanmasi sonucunda
DCF miktar1 ve buna bagl olarak toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir.

Toplam antioksidan kapasitesi iki asamada hesaplanmaktadir. Ilk asamada, numune
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icindeki antioksidanlarin kapasitesi gecikme zamani cinsinden hesaplanip ardindan ayni
numune lizerine miktar1 bilinen troloks ¢ozeltisi ilave edilir. Troloks ¢ozeltisi serbest
radikaller tarafindan tiiketildikten sonra ikinci gecikme zamani hesaplanir. Bu iki
gecikme zamani arasindaki farktan yararlanilarak troloks cinsinden toplam antioksidan

kapasitesi hesaplanir [57].

2.11.8 TOSC (Toplam Oksiradikal Uzaklastirma Kapasitesi) Yontemi

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

okside olmasina dayanir [58].

Kismen antioksidanlar tarafindan engellenen etilen oksidasyonu gaz kromatografisi ile
Olciilmektedir. Toplam kapasiteyi elde etmek i¢in kullanilan denklem asagida

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

SA: 6rnek reaksiyon egrisi

CA: kontrol reaksiyon egrisi

Antioksidan veya TOSC degerleri 0-100 arasinda verilmistir. Bu yontemde kullanilan
alan integralleri agik bir sistemdir, ¢linkii KMBA tarafindan olusan etilen {iretimi
antioksidanlarin tiiketilmesiyle artar. Uygun degerlerde kullanilan KMBA siirlayici bir
faktor degildir. Bu yontemin plazma antioksidanlarin1 degerlendiren bir uygulamasi

mevcut degildir [45].

2.11.9 Krosin Esash Yontemler

Plazma antioksidanlarinin antioksidan kapasitelerini 6lgmek i¢in Tubaro ve dig.
tarafindan gelistirilmis olan yontemde kinetik parametreler kullanilmistir. Bu yontem;
AAPH tarafindan meydana gelen peroksil radikalleri sayesinde krosinin yiikseltgenmesi
(renginin giderilmesi) esasina dayanmaktadir. Krosinin peroksil radikalleri tarafindan
oksidasyon yani renk giderim hizi, ortamda antioksidan bilesiklerin bulunmadigi
haldeki hiz1 (Vo) ve bulundugu haldeki hiz1 (V), 10 dakikalik siire iginde Olg¢iiliip
kaydedilir. [A (antioksidan konsantrasyonu)/C(krosin konsantrasyonu)] ile Vy/V
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arasinda ¢izilen grafigin egimi, teorik olarak Kk, (antioksidan ve peroksil radikalleri
arasindaki reaksiyon hiz sabiti) ile k. (krosin ile peroksil radikalleri arasindaki
reaksiyon hiz sabiti) arasindaki orani (ka/K.) verir, yani peroksil radikalleri ile etkilesen
bilesigin rolatif kapasitesini belirtir. Incelenen antioksidanin k,/k, degeri troloksun k,/k,

degerine boliiniip sonuglar troloks esdegeri cinsinden ifade edilmektedir [59].

Tubaro ve dig., bu kinetik yaklasim sayesinde antioksidan koruma etkinliginin kesin
olarak degerlendirilebilecegine inanmaktadirlar. Ancak bu metod bir antioksidanin diger
bir antioksidana kars1 miicadele etme yetenegini 6lgmektedir. Ayrica kullanilan krosinin
konsantrasyonu sabittir fakat analizlenecek olan bilesigin farkli konsantrasyonlarinin
kullanilmasi i¢in farkli krosin konsantrasyonlar1 gerekmektedir. Bu yontemin diger bir
eksikligi, askorbik asid i¢in bulunan troloks cinsinden antioksidan kapasitesinin 7,7
mmol troloks/g olmast ve bu sonucun diger metodlarla bulunanlardan ¢ok daha yiiksek

olmasidir [45].

2.11.10 Fikoeritrin (PE) Esash Yontemler

Ghiselli ve dig. [60] tarafindan 1995 yilinda yaymlanan bu yontemin bir kismu daha
once Glazer [61] tarafindan 1990 yilinda ifade edilmistir. Glazer, peroksil radikallerini
olusturmak icin AAPH, hidroksil radikallerini olusturmak igin Cu(Il)-askorbat,
yiikseltgenebilir substrat olarak B- veya R-PE kullanmistir. B- veya R-PE substratinin
peroksil veya hidroksil radikalleri varliginda gosterdigi floresansin zamanla lineer
olarak azaldig1 belirtilmistir. Bir numunedeki antioksidanlarin, peroksil veya hidroksil
radikallerine kars1 sagladigi tam koruma siiresi troloksun sagladigi tam koruma siiresine

oranlanarak troloks esdegeri cinsinden verilmistir.

Yeni bir yontem olarak yayimlanan Ghiselli’nin yonteminde Glazer’in gelistirmis
oldugu yonteme atif yapilmamustir. Ayrica yapilan ¢alismada R-PE floresansindaki
azalmanin floresansin %80 tamamlanana kadar zamanla lineer olarak azaldig
belirtilmistir. Ancak bu ¢aligma Cao ve dig. tarafindan tekrar yapildiginda ayni sonuglar
alinamamustir [62-63].
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2.11.11 ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

ORAC yo6ntemi [62-63]; biiylik oranda Glazer [61] tarafindan gelistirilip yayimlanan
calismaya dayali bir yontemdir. Diger yontemden farki hidroksil radikallerinin
olusturulmasinda Cu(I)-H,O, kullanilmasidir. Olusturulan serbest radikaller ile
yiikseltgenir substrat olan B-PE arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucunda
fikoeritrinin (phycoerythrin) floresansindaki diisiis Olgiilerek toplam antioksidan
kapasitesi hesaplanmaktadir. Serbest radikal etkisini inceleyen ve egri altinda kalan alan
teknigini miktar tayininde kullanan bu yontem, antioksidanlarin serbest radikalleri hem
inhibe etme yiizdesini ve hem de siiresini tek bir deger olarak ifade edebilen bir
yontemdir [45]. Cesitli biyolojik drneklerden saf bilesiklere kadar bircok maddeye
ORAC yontemi uygulanip antioksidan kapasiteleri tayin edilmistir [64-66].

ORAC yonteminde prooksidan olarak peroksil ve hidroksil radikalleri kullanilmasi,
yontemi prooksidan olmayan yiikseltgenler iceren yontemlerden ayirmaktadir.
Yontemde oksidasyon i¢in bir protein substrat (PE) kullanilmasi da substrat olarak
luminol [55-56] veya krosin [59, 67] kullanilan yontemlerden ayiran 6nemli bir farktir

[45].

Bu calismada Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Boliimii Analitik
Kimya Anabilim Dali tarafindan gelistirilen spektrofotometrik bakir(II)-neokuproin
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu(II)-Nc) kullanilarak spektrofotometrik yolla
polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin tayin edilmesi ve genel ad1 ‘bakir(II)
iyonu indirgeme antioksidan kapasite tayini’ olarak ifade edilen, CUPRAC [68] metodu

referans metod olarak kullanilmistir.

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

Nec reaktifini indirgemektedirler:
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2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc),” + Ar(=0), + 2n H" (2.1)

Elde edilen kapasite degerleri troloks esdegeri (TEAC) cinsinden verilmistir. Bu amacla
findik cesitlerine ait %80 metanol/su ekstreleri incelenmistir. Sonuglar antioksidan
kapasite, toplam fenolik madde ve troloks tayininde kullanilan diger referans

yontemlerin sonuglartyla istatistiksel olarak karsilastirilmastir.
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3 MALZEME VE YONTEM

3.1 FINDIK ORNEKLERI

Bu calismada kullanilan findik g¢esitleri (Karafindik, Uzunmusa, Kargalak,
Yuvarlakbadem, Kalinkara, Fosa, Kus, Mincane, Palaz, Cakildak, Iincekara, Sivri, Yassi
Badem, Aci, Tombul) Tiirkiye'nin Karadeniz Bdlgesinde bulunan Giresun Findik

Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir.

3.2 KULLANILAN CIiHAZLAR

Spektrumlar ve sogurma olctimleri, eslestirilen kuvars kiivetlerde Varian CARY Bio
100 UV-Vis spektrofotometre kullanilarak alinmistir (Mulgrave, Victoria, Avustralya).
Kromatografik dlgiimler i¢in Waters Breeze™ 2 Model HPLC sistemi (Milford, MA,
ABD) ve 1525 ikili pompa, kolon termostat, 2998 foto-diyot dizi dedektorii
(Chelmsford, MA, ABD) ve Hamilton 25 pL siringa (Reno, NV, ABD) kullanilmastir.
Verilerin alinmas1 Empower PRO (Waters Associates, Milford, ABD) ile yapilmustir.
Ilgili diger cihazlar Velp Scientifica SER148 model soxhlet ekstraksiyon sistemi
(Milano, Italya), Ultra-Turrax CAT X-620 model homojenizatér cihazi (Staufen,
Almanya), Biichi R-210/215 model doner buharlastirici (Flavoil, Isvigre) ve Clay-
Adams Dynac santrifiij cihazidir (Sparta, NJ, ABD).

Kimyasal maddelerin tartilmasinda AX200 SHIMADZU markal1 hassas terazi,
hazirlanan ¢ozeltilerin  karigtirilmasinda girdap karistirici, ¢ozeltilerin - pH’sinin
belirlenmesinde E512 Metrohm Herisau pH-metre, inkiibasyon islemi i¢in IKA HB4
basic su banyosu, Varian Cary 1E model UV-goriiniir alan spektrofotometresi ve dlgiim
yapmak i¢in HELLMA marka 10 mm 151k yollu bir ¢ift kuartz kiivet, Perkin Elmer
HPLC cihazi: Perkin Elmer Series 200 pompa, Perkin Elmer Series 200 UV/Vis
dedektor, enjeksiyon valfi (Model 77251, Rheodyne, USA), Hamilton Hx Sil C18 kolon
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(250 mm x 4,6 mm, 5Sum), Hamilton (Reno, NV, USA) marka 25 pL siringa

kullanilmustir.

3.3 KIMYASAL MADDELER

Analitik reaktif safliginda olmak iizere, agagidaki kimyasallar ilgili kaynaklardan temin
edilmistir: Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc), Folin-Ciocalteau fenol
reaktifi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), katesin (CT), gallik asit (GA), vanilik asit
(VA), sinapik asit (SA), epikatesin (EC), etanol (EtOH): Sigma Chemical Co (St Louis,
MO, ABD); kafeik asit (CFA), ferulik asit (FRA), p-kumarik asit (COU); troloks (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik  asit) (TR): Aldrich (Steinheim,
Almanya); bakir(Il) kloriir dihidrat, amonyum asetat (NHsAc), bakir(I) siilfat, sodyum
karbonat, sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4Og), potasyum persiilfat (K;,S,0s),
glasiyal asetik asit, metanol (MeOH): Merck (Darmstadt, Almanya); ABTS (2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiyazolin)-6-siilfanik asit diamonyum tuzu, 4°C'de tutuldu),
protokatekuik asit (PA), sirinjik asit (SYA): Fluka (Buchs, Isvicre). Aksi
belirtilmedikge, reaktifler "analitik saflikta"dir. HPLC analizi i¢in, su Simpak 1 Synergy
185 system (Millipore, Milford, MA, ABD) kullanilarak saflastirilmistir.

3.3.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Toplam antioksidan kapasitesi (TAC) i¢cin CUPRAC testi amaciyla asagidaki ¢ozeltiler
hazirlandi: CuCl, ¢6zeltisi (10 mM) ve amonyum asetat tampon ¢ozeltisi (1 M, pH 7)
suda hazirlanmistir. 7,5 mM neokuproin ¢ozeltisi i¢in mutlak etanol kullanilmistir.
TAC'nin ABTS testi i¢in, 7,0 mM derisimde, kromojen radikal reaktifi olan ABTS
bilesigi suda ¢oziilmiis ve son persiilfat derisimi 2,45 mM olacak sekilde K,S,0g ilave
edilmistir. Olusan ABTS radikal katyon (ABTS') ¢ozeltisi 12-16 saat boyunca
karanlikta oda sicakliginda olgunlagmaya birakilmis ve sonra ABTS/TEAC denemesi
icin kullanilmigtir. Reaktif ¢ozeltisi etanol ile kullanimdan oOnce 1:10 oraninda
seyreltilerek kullanilmistir. Radikal siipiirme aktivitesi testi i¢in, 0,1 M DPPH radikali
(DPPH") ¢ozeltisi etanolde hazirlanmistir. Toplam fenolik testte kullanilan ¢ozeltiler su
sekilde hazirlanmistir: Lowry A: %2 (w/v) sulu Na,COs, 0,1 M NaOH i¢inde; Lowry B:
%1 (w/v NaKC4H4O4 ¢ozeltisi icinde %0,5 (w/v) CuSOy sulu ¢ozeltisi; Lowry C: 50
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mL Lowry A + 1 mL Lowry B seklinde taze olarak hazirlanmis; Folin-Ciocalteau

reaktifi kullanilmadan 6nce 1+3 hacim oraninda H,O ile seyreltilmistir.

3.3.2 Findik iclerinin ekstraksiyonu

Bu c¢alismada kullanilan findik 6rnekleri Ordu'daki Findik Arastirma Enstitlisii'nden
temin edilmistir. Findiklarin kabuklar1 ve i¢ derileri soyulmus ve findik igleri

cilalanmistir. Cilalanmis findik i¢leri asagida anlatildigi gibi islenmistir.

3.3.2.1 Fndik yagimin Soxhlet ekstraksiyonu

Yaklasik 15 g findik tozu (igler blender ile 6giitiilmiistiir) Soxhlet kartusuna tartilmis ve
130 °C'de 45 dakika n-heksan ile muamele edilmistir. Ayn1 sicaklikta 20 dakika siireyle
n-heksan ile yikandiktan sonra 15 dakika silireyle ¢oziiciiniin geri kazanilmasi igin
beklenmistir. Heksanin tamami cihazda geri kazanilamadig: icin, yag-heksan karisimi
dibi yuvarlak bir balona alinip destillenerek yag elde edilmistir. Yag numunesi bir

siseye konmus, analizden onceye kadar karanlikta bekletilmistir.

3.3.2.2 Yag gizarlmiy findik i¢inin metanolle ekstraksiyonu

Yagi gizarlmis findik numunesi (2 g) %80 MeOH ile bir gece 1slatilmis ve Ultra-Turrax
homojenizatéorde birim zamandaki c¢evrim sayis1 artirilmak suretiyle homojenize
edilmistir. Elde edilen ekstreler santrifiij tiiplerine konmus ve 10 dakika, dakikada 5000
devirde santrifiij edilmistir. Ornegin geri kalan kismu {izerinde ayn1 prosediir 3 kere 25
mL %80 MeOH ile tekrar edilmistir [70]. Biitlin ekstreler birlestirilmis ve ayni ¢oziicii
kullanilarak 100 mL'ye seyreltilmistir. Elde edilen ekstreler azot ge¢irmek ve kapakla
kapatmak kosulu ile +4 °C'de buzdolabinda saklanabilir. Findik ekstreleri HPLC analizi

i¢in 0,45 um membran filtresinden (Whatman, Ingiltere) siiziilmiistiir.

3.4 UYGULANAN YONTEMLER

3.4.1 CUPRAC Yontemi (Bakir(II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini)

spektrofotometrik inceleme

Apak ve dig. (2004) tarafindan bildirildigi gibi, CUPRAC yo6ntemi bakir(II)-neokuproin

kompleksinin antioksidanlarca bakir(I) kelatina indirgenmesine dayanmaktadir [68]. Bir
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test tiibline 1'er mL Cu(II), Nc ve NH4Ac tamponu konur. Metanollii ekstre 6rnekleri x
mL, su (1,1-x) mL olacak sekilde ilk karisima ilave edilir, bdylece toplam hacim 4,1 mL
olur. Tipler kapatilir ve 30 dakika sonra 450 nm'deki absorbans reaktif koriine karsi
oOl¢iillir, absorbans antioksidan derisimine dogrusal bir sekilde baghdir. Tavsiye edilen

teknik ti¢ farkli findik i¢inin metanollii ekstresine ticer kere uygulanmustir.

1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc¢ + 1 mL NH4Ac + x mL 6rnek + (1,1-x) mL su (3.1)

Vioplam: 4,1 mL

3.42 Fmdik yag orneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin

degerlendirilmesinde CUPRAC-DCM yontemi

[lk olarak B-karotenin incelenmesinde uygulanan [69] CUPRAC-DCM yéntemi sentetik
ve gergek Orneklerin lipofilik antioksidan kapasitesinin dl¢limiine uygulanmistir. Bir
test tiibiine 1 mL bakir(Il) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL neokuproin ¢ozeltisi, 1 mL NH4Ac
tampon ¢ozeltisi bu sira ile konur. Findik yagi 6rnegi (x mL) ve DCM (4-x) mL ilk
karisima ilave edilir, burada son hacim 7 mL olmalidir. Karistirilir ve organik faz sulu
fazdan ayrilir. 450 nm'deki absorbans okumasi 30 dakika sonra reaktif koriine kars
yapilir. DCM'nin buhar basinci oda sicakliginda yiiksek oldugu i¢in, buharlasma
kayiplarin1 6nlemek amaciyla +4 °C'de tutulur. Tavsiye edilen teknik, ii¢ farkli findik

yag1 6rnegine liger kere uygulanmistir.

3.4.3 ABTS/persiilfat toplam antioksidan kapasitesi 0l¢iimii

Prosediir Re ve dig. (1999) tarafindan belirtildigi gibi [48] yapilmis ve Tiirk findiklarina
(findik i¢i ekstrelerine ve findik yagi orneklerine) uygulanmistir. 1 mL olgunlagmis
ABTS radikali (ABTS") ¢ozeltisi etanol ile 1:10 oraninda seyreltilir ve x mL metanollii
findik i¢i ekstresine veya x mL findik yag1 6érnegine (DCM'de ¢oziilmiis) ilave edilir, 4-
x mL etanol konur ve 6 dakika sonunda 734 nm'de absorbans okunur. Antioksidanlar
tarafindan sebep olunan absorbans soniimlenmesi (AA) ekstraktin absorbansindan

reaktif koriinlin absorbansini ¢ikarmakla elde edilir. Bu deger dogrusal bir kalibrasyon
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dogrusu yardimiyla troloks esdegeri antioksidan derigimine ¢evrilir. Tavsiye edilen

teknik ti¢ farkli findik i¢i ekstresine veya yag drnegine licer kere uygulanmistir.

3.4.4 DPPH radikal siipiirme aktivitesinin tayini

Findik ici ekstresinin serbest radikal siipiirme aktivitesi Sanchez-Moreno ve dig. (1998)
tarafindan bildirilen yonteme goére yapilmistir [71]. X mL metanollii ekstre ve 4-x mL
EtOH karisimi iizerine 1 mL 0,1 M DPPH'in etanoldeki ¢ozeltisi ilave edilir. Karigim
vortekslenir ve oda sicakliginda 30 dakika dinlendirilir. EtOH'e kars1t absorbans 517
nm'de kaydedilir. Findik yag1 6rnekleri i¢in, x mL yag 6rnegi 4-x mL DCM iginde
¢oziiliir ve 1 mL 0,1 M DPPH'n etanollii ¢ozeltisine ilave edilir, absorbans okumasi
metanollii ekstrede oldugu gibi yapilir. DPPH radikal siipirme aktivitesi asagidaki
esitlik kullanilarak DPPH renk gitmesinin yiizdesi olarak hesaplanmustir:

% stiptirme aktivitesi = 100 [Apppy — Asmek] / ApppH (2.1)

3.4.5 Folin-Ciocalteau toplam fenolik icerik

Metanollii findik ekstresinin toplam fenol igerigi Singleton ve dig. (1999) tarafindan
bildirilen yonteme goére Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak gergeklestirilmistir [53].
X mL metanollii findik i¢i ekstresine 1-x mL H,O konur. 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi
ilave edilir, karistm 10 dakika kendi haline birakilir. Bu siire sonunda 0,25 mL Folin
reaktifi ilave edilir ve olusan mavi rengin kararlilik kazanmasi icin 30 dakika daha
beklenir. Reaktif koriine kars1 absorbans 750 nm'de olgiiliir. Sonuglar 6rnegin gram
basina mmol troloks esdegeri seklinde ifade edilir. Tavsiye edilen teknik ii¢ farkh

metanollii findik i¢i metanol ekstresine liger defa uygulanmigtir.

3.4.6 Findik ici ekstrelerinde fenollii antioksidanlarin HPLC analizi

Analizler ters faz ACE C18 kolonu (4,6 mm x 250 mm, 5 um pargacik boyutu)
(Milford, MA, ABD) kullanilarak yapilmistir. Ters faz HPLC analizinde kullanilan
gradyan ellisyon programi sdyledir: %2'lik CH;COOH (A) bidestile suda ve saf metanol
(B) hareketli fazlar olarak kullanilmigtir. Calisma kipi gradyan eliisyon seklinde

ayarlanmig ve saf zeytinyaginda fenollii antioksidanlarin analizinde kullanilan
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yontemden esinlenilmistir [72]: (Vemek = 20 pnL, akis hizi1 = 1 mL/dak, tayin dalgaboyu A
=280 nm). 3. dakika %95 A - %5 B (egim 1,0); 18. dakika %80 A - %20 B (egim 1,0);
20. dakika %80 A - %20 B (egim 0,0); 30. dakika %70 A - %30 B (egim 1,0); 35.
dakika %60 A - %40 B (egim 1,0); 45. dakika %50 A - %50 B (egim 1,0); 50. dakika
%95 A - %5 B (egim 1,0). Yukaridaki ¢alisma kipi kullanilarak, pik alanina karsi
derisim igeren dogrusal esitlikler bi¢imindeki kalibrasyon dogrulari ilgili antioksidanlar

i¢in olusturulmustur.



50

4 BULGULAR

41 CUPRAC VE ABTS/PERSULFAT TOPLAM  ANTIiOKSIDAN
KAPASITESI (TAC)

Tablo.1'de, 15 farkli Tiirk findik 6rneginde geleneksel CUPRAC ve ABTS/persiilfat
toplam antioksidan kapasitesi Ol¢imleri metanol:H,O karisiminda (4:1 v:v) troloks
esdegeri olarak (mmol TR/g kat1 madde) ifade edilmistir. Yag 6rneklerinin TACcyprac
degerleri TACaprs degerlerine gore yaklasik 2 kat daha yiiksek bulunmustur. TAC
degerleri arasindaki bu fark ABTS radikal katyonunun ilgili biitiin lipofil antioksidanlari
yiikseltgeyememesinden veya ABTS™nin bu bilesiklere karsi yavas kinetiginden
kaynaklanabilir, ¢iinkii ABTS™ N merkezli, sterik olarak engelli bir radikal olup
polimerik fenollerle yavas reaksiyonlar olusmaktadir [76]. Yagi giderilmis findik
iclerinin zar kismi1 olmadan metanollii ekstreleri CUPRAC ve ABTS/persiilfat ile analiz
edilmistir. TACprs degerleri daha diisiik olup TACcuprac degerlerine daha yakindir
(Tablo.4.2). CUPRAC yontemi hem yagda (Tablo.4.1) hem de sulu metanol ekstresinde
(Tablo.4.2) analiz i¢in uygundur, ¢iinki CUPRAC kromoforu bakir(Il) neokuproin
kelat1 olup hem sulu, hem de organik ¢dziicii ortaminda ¢dziinebilmektedir (Apak ve
dig., 2007). Bu calismada, serbest fenollii bilesikler %80 (v:v) metanol/su ile ekstrakte
edilmistir. John ve Shahidi (2010) en iyi ¢oziiciiyii %80 etanol, %80 metanol ve %70
aseton arasindan se¢mistir, en yiiksek ekstraksiyon verimi aseton ile elde edilmistir;
aseton icinde diger ¢oziiciilerle karsilastirildiginda daha ¢ok ¢oziiniir fenollii icerikler
bulunmustur. Caligma Brezilya findik i¢i ve yan iiriinleri ile yapilmistir. Bu yazarlar,
Brezilya fistig1 (kahverengi zarli) igin ¢oziiniir fenollii ekstrelerin toplam antioksidan
kapasitesi, fistik i¢i ve tam fistik i¢in sirasiyla 6,61 ve 2,56 kere daha yiiksektir, ve
¢Oziiniir fenollii ekstrelerin bagli fenoliklere gére daha yiiksek antioksidan kapasitesi

oldugu bulunmustur [15].
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Tablo 4.1. 15 Farkh findik yag: 6rneginin toplam antioksidan kapasiteleri (troloks
ekivalenti olarak) ve radikal siipiirme aktivitesi

Tiirk Findik cesitleri TAC cyprac TACgTs DPPH’ Radikal siipiirme
(mmol TE/g) (mmol TE/g) aktivitesi (%)
Karafindik 0,43+0,06 0,20+0,02 72+6
Uzunmusa 0,41+0,04 0,17+0,03 75+4
Kargalak 0,19+0,02 0,14+0,02 51+£3
Yuvarlak Badem 0,25+0,02 0,14+0,02 60+3
Kahnkara 0,54+0,01 0,12+0,01 56+£8
Fosa 0,36+0,02 0,19+0,01 71+3
Kus 0,30+0,04 0,14+0,01 76+4
Mincane 0,29+0,03 0,11+0,02 68+4
Palaz 0,34+0,03 0,13+0,01 58+4
Cakildak 0,37+0,02 0,11+0,02 66+3
Incekara 0,37+0,04 0,13+0,03 66+1
Sivri 0,35+0,01 0,14+0,01 86+5
Yass1 Badem 0,33+0,02 0,11£0,01 69+4
Act 0,36+0,05 0,14+0,01 69+2
Tombul 0,27+0,01 0,12+0,01 8443

Bulgular (Ortalama£SD), n=3 olarak verilmistir.

4.2 DPPH RADIKAL SUPURME AKTIiVITESI

Yag1 giderilmis Tiirk findik i¢i ve findik yagi 6rneklerinde metanollii ekstrelerin serbest
radikal siipiirme aktivitesi DPPH analizi (Tablo 4.1 ve 4.2) ile ilk kez incelenmistir. Yag
orneklerinde yiizdesel radikal siipiirme aktivitesi %51-84 arasindadir, sulu metanol
ekstrelerinde bu degerler %42-59 arasinda degismektedir. Bu da, findik yagindaki
antioksidanlarin metanollii ekstredekilere oranla daha etkili (DPPH'a kars1) siipiirticiiler
olarak gorev yaptigini ortaya koyar, DPPH lipofilik antioksidanlara daha yiiksek ilgi
gostermektedir [73]. Miraliakbari ve Shahidi (2008) fosfolipidler, sfingolipidler,
steroller ve tokoferoller iceren findik ekstrelerinin DPPH siipiirme aktivitelerini
Olemiistlir [74]. Kloroform/metanol ile ekstrakte edilen yaglarin heksan ile ekstrakte
edilen yaglara gore daha yiliksek antioksidan aktivitesi bulunmustur [74]. Arcan ve
Yemenicioglu (2009), taze ve kuru findikta zar kisminin 6nemini ortaya koymustur, bu

yazarlara gore zar kismi alinmisg findiklarda antioksidan aktivite ciddi Olgiide
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diismektedir [20]. Findik zarindaki fenoliklerin 6nemi Alasalvar ve dig. (2009)

tarafindan agiklanmustir [19].

Tablo 4.2. Yag giderilmis, zar1 almmis 15 farkh kuru Tiirk findik i¢i ¢cesidinin sulu
metanollii ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesi, radikal siipiirme aktivitesi ve
toplam fenolik icerikleri (troloks esdegerleri olarak).

Tiirk findigi cesitleri TACcyprac TACpts DPPH:' radikal Toplam fenolik
(mmol TE/g) (mmol TE/g) siipiirme icerik
aktivitesi (%) (mmol TE/g)
Karafindik 2,07+0,12 1,34+0,20 47+6 3,74+0,10
Uzunmusa 1,94+0,32 1,50+0,26 4547 3,79+0,08
Kargalak 1,90+0,13 2,21+0,11 4544 4,02+0,08
Yuvarlak Badem 2,50+0,26 1,96+0,07 59+4 4,15+0,15
Kalinkara 2,334+0,18 2,19+0,20 4742 4,25+0,14
Fosa 2,22+0,20 2,52+0,27 55+3 5,62+0,25
Kus 2,21+0,23 1,71+0,10 45+1 6,03+0,10
Mincane 2,98+0,37 2,38+0,43 52+1 7,44+0,08
Palaz 2,56+0,23 1,93+0,23 57+5 6,32+0,03
Cakildak 2,7240,12 2,31+0,21 53+4 6,12+0,16
incekara 2,10+0,35 1,59+0,12 50+4 4,77+0,11
Sivri 2,48+0,20 1,74+0,10 5443 7,53+£0,11
Yass1 Badem 2,39+0,22 2,00+0,11 50+6 6,58+0,14
Aci 2,09+0,19 2,00+0,16 58+1 8,14+0,46
Tombul 1,934+0,19 1,90+0,07 4242 5,93+0,11

4.3 FOLIN-CIOCALTEAU TOPLAM FENOLIK ICERIGI

Yag giderilmis, zarsiz 15 adet farkl ¢esit Tiirk findik i¢inin, sulu metanol ekstrelerinde
(mmol troloks esdegeri/gram) toplam fenolik icerigi tespit edilmistir. Sonuclar
Tablo.4.2'de verilmistir. Aci tiiriinlin sulu metanollii ekstresi toplam fenolik agisindan
en zengin kaynak olarak tespit edilmistir, miktar1 8,14 + 0,46 mmol TR/g'dir. Sivri,
Mincane, Palaz ve Yasst Badem ekstrelerinin fenolik icerigi digerlerine gore daha
yiiksek bulunmustur. Ancak, toplam fenolik icerik sonuglart1 (mmol TR/g seklinde)
CUPRAC ve ABTS ile bulunanlara gore ciddi 6l¢iide daha ytiksektir, ¢iinkii Folin-
Ciocalteau reaktifi polifenolik antioksidanlara karsi segici degildir, ancak sitrik ve

askorbik asit gibi diger indirgeme araglari ile esit 6l¢iide reaksiyona girebilir [73].
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4.4 SERBEST FENOLIiK VE HIiDROKSISINNAMIK ASITLERIN TESPIiTI
VE MiKTARLANDIRILMASI

Tablo 4.3'te, Tiurk findik O6rneklerinde serbest fenolik ve hidroksisinnamik asitlerin
HPLC-DAD analizi listelenmistir. Bu asitlerden sekizi (gallik asit, protokatekuik asit,
vanilik asit, kafeik asit, sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asitler), yagi
giderilmis, zarsiz findik iginde, sulu metanol ekstresinde tayin edilmistir. Ilgili
bilesiklerin gecikme zamanlari, dogrusal araliklar ve kalibrasyon esitlikleri tespit
edilmistir. Orneklerde sulu metanol ekstreleri halinde serbest asit miktarlar (pg/g
seklinde) Tablo 4.4'te verilmistir. Yag1 giderilmig Sivri isimli Tiirk findiginin (Corylus
avellana L.) ekstraksiyonuyla elde edilen serbest fenoliklerin HPLC kromatogrami
Sekil.4.1'de gosterilmis olup alt1 fenollii antioksidan tespit edilmistir. Karafindik harig,
findik c¢esitlerinde en baskin bilesen Vanilik asittir. Gallik asit sadece Yuvarlak
Badem'de 26 pg/g olarak bulunmustur, dnceki bir caligmada gallik asidin zar kisminda
ve sert kabukta bulundugu bildirilmistir [16]. Yurttas ve dig. (2000), Tiirk ve Amerikan
findik ekstrelerinde alt1 fenolik aglikonu izole etmis ve tanimlamustir [12]. Bunlar gallik
asit, p-hidroksibenzoik asit, epikatesin ve/veya kafeik asit, sinapik asit ve kuersetindir.
Benzer sekilde, Birlesik Devletler'de hasadi yapilan dokuz c¢esit findigin icinde tespit
edilen fenolik asitler p-hidroksibenzoik asit, p-hidroksifenilasetik asit, vanilik asit,
protokatekuik asit, sirinjik asit, gallik asit, kafeik asit ve ferulik asittir [75]. Shahidi ve
dig. (2007) yag giderilmis ham findik i¢i ve yan iirlinlerinin etanollii ekstresinde
serbest ve esterlesmis halde toplam ¢oziiniir fenolik asitlerin icerigini bulmustur [11].
Gallik asit ve dort sinnamik asit tiirevi (kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik
asit) tespit edilmistir. Alasalvar ve dig. (2006), her bir fenolik asidin varliginin,
orneklerin igindeki yere bagli oldugunu belirtmistir [16]. Ornegin, p-kumarik asit findik

icinde, yesil yapraks: ortiisiinde ve findik agaci yapraginda en bol miktarda bulunur.
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Tablo 4.3. HPLC-DAD analizleri kullanilarak Tiirk findik cesitlerinde tespit edilen serbest

fenolik asitler.

Tespit edilen Pik tr Dogrusal Kalibrasyon esitligi* ve karsilastirma
bilesikler numarast  (dak) araligi katsayisi
(mol/L)

Gallik asit 1 506 5x10°—5x y=1,08x10"c—50622
10 r=0,9997

Prokatekuik asit 2 1127 5x10° -5 y=1525x 10’ c—20867
10 r=0,9996

Vanilik asit 3 17,65 5x 10° -5 x y=6,61x10°c—7971
10* r=0,9999

Kafeik asit 4 2335 5x 10°-5x y=1,19x10"c—77446
10 r=0,9999

Sirinjik asit 5 2601 5x 10°-5x y=1,37x10"¢c-8029
10 r=0,9999

p-kumarik asit 6 3225 5x10°-5x y=1,78x10"c—-5197
10 r=0,9998

Ferulik asit 7 3507 5x 10° -5 y=1,17x10" ¢ + 6134
10* r=0,9999

Sinapik asit 8 3565 5x 10°-5x y=6,38x10"c—19680
10 r =0,9998

*Kromatografik pik alanina kars1 (y sembolii ile belirtilmis) molar derisim.
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Tablo 4.4. Zarsiz findik iclerinin metanollii ekstratlarinda serbest fenolik ve
hidroksisinnamik asitlerin icerigi (ng/g olarak).

Findik tiirii Serbest fenolik asitler (ng/g)
Gallik  Protokatekuik ~ Vanilik  Kafeik  Sirinjik p- Ferulik  Sinapik
asit asit asit asit asit Kumarik asit asit
asit

Karafindik 84 14
Uzun musa 43 29 10 28
Kargalak 29
Yuvarlak 26 53 60
badem
Kahnkara 35 7 33
Fosa 107 25 6
Kus 20 8
Mincane 24 21 36
Palaz 96 25 8
Cakildak 69 45 75
incekara 179 255 23 49
Sivri 51 38 9 11 26 57
Yass1 badem 33 30 8 30
Aci 55
Tombul 28 6 45
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Sekil 4.1: Yag giderilmis Sivri isimli Tiirk findig1 6rneginden ekstrakte edilen serbest
fenolik bilesenlerin HPLC kromatogrami

(3: vanilik asit, 4: kafeik asit, 5: sirinjik asit, 6: p-kumarik asit, 7: ferulik asit, 8: sinapik

asit).
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, Tiirkiye'nin Karadeniz bolgesinde hasadi yapilan 15 farkli kurutulmus Tiirk
findik ¢esitlerinin i¢ kismimin fenolik icerik, toplam antioksidan kapasitesi ve serbest
radikal siipirme aktivitesine iliskin kapsamli bir arastirma ilk kez ylriitilmiistiir. Yagi
giderilmis findik iclerinin sulu metanol ekstreleri ve yag Ornekleri ayri ayri analiz
edilmigtir. Ekstrelerin ve yag oOrneklerinin toplam antioksidan kapasitesi geleneksel
CUPRAC ve ABTS/persiilfat deneyleri ile tespit edilmistir. CUPRAC yontemi ilk kez bir
bitkisel yaga uygulanmistir. Farkli findik cesitlerinde DPPH serbest radikal siipiirme
aktivitesi bulunmustur. CUPRAC bulgulari, kalan diger iic TAC deneyine karst dogrusal
korelasyon katsayilar1 0,46 — 0,54 (Tablo 4.2) araligindadir, bunun anlami, bu testlerin
farkli hassasiyetleri ve reaktiflikleri vardir. Tiirk findik iclerinde bulunan tekil serbest
fenolik bilesenler (temelde fenolik ve hidroksisinnamik asitler) de HPLC ile tayin edilmis
ve miktarlandirilmigtir. Bu ¢calismada bildirilen, Tiirk findiklarinin antioksidan kapasitesi ve
fenolik igeriginin insan beslenmesinde ve saglhiginda dogal antioksidan destegi olarak

findik¢a zengin bir diyeti se¢cmek adina yararli olacagi umulmaktadir.

Antioksidan tayin yontemleri arasinda; kullanim kolaylig1 ve sonuglarin tekrarlanabilirliligi

dikkate alindiginda CUPRAC yontemi daha yiiksek hassasiyet gostermektedir.
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