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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI FENOLIK BILESIKLERIN ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

HATICE YAVUZ
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
KiMYA ANA BiLIM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI ILHAMI KARATAS)
(IKINCI DANISMAN: PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS)

Bitkiler sekonder metabolit olarak adlandirilan c¢ok c¢esitli organik bilesikler
sentezlemektedirler. Fenolik bilesikler bitki sekonder metabolitlerinin 6nemli bir
boliimiinii  olusturmakta olup biyolojik fonksiyonlar1 ve antioksidan aktiviteleri
nedeniyle yogun sekilde saflastirrlmakta ve yapilar1 aydinlatilmaktadir. Fenolik
bilesikler gida endiistrisinde ve diger bircok sektorde (tip, eczacilik, vb.) sentetik
antioksidan bilesiklerin yerini alabilecek degerli bilesikleridir. Bu ¢alismada 18 fenolik
bilesigin (gallik asit, katesin, protokatesik asit, kuersetin, gentisik asit, kafeik asit,
isoorientin, rutin, ferulik asit, resveratrol, klorojenik asit, neoklorojenik asit, vanilik asit,
p-kumarik asit, biokanin A, salisilik asit, naringenin ve p-hidroksibenzoik asit)
antioksidan kapasitesi (¢ standart antioksidan bilesikle (BHT, BHA ve troloks)
karsilagtirilmistir. Bu  bilesiklerin antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde Serbest
radikal giderme aktivitesi (DPPH’), Katyon radikal giderme aktivitesi (ABTS™),
Indirgeme giicii aktivitesi (FRAP), Cu? Iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC) ve
Metal selatlama aktivitesi yontemleri kullanilmistir. Bilesiklerin DPPH radikal giderme
aktivitesinde I1Csy degerleri 5.32+0.18 — 728.14+9.49 pg/mL araliginda degisirken
ABTS metodunda 0.83£0.011 - 6.60+0.07 pug/mL araliginda degismistir. DPPH
metoduna gore en yuksek aktiviteye sahip ilk bes bilesik sirasiyla gallik asit, katesin,
protokatesik asit, kuersetin, ve gentisik asitten olusurken ABTS metoduna gore bu
siralama gallik asit, naringenin, resveratrol, protokatesik asit ve isoorientinden
olusmaktadir. Bilesiklerin FRAP aktvitesi 0.14+0.09 - 11.13+0.84 umol TE/mg arasinda
degisirken CUPRAC aktivitesi 2.01+0.37-23.66+0.12 pmol TE/mg arasinda degismistir.
CUPRAC ve FRAP metoduna gore en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ilk bes
bilesigin gallik asit, protokatesik asit, kafeik asit, gentisik asit ve kuersetinden olustugu
belirlenmistir. Analizi yapilan fenolik bilesikler igerisinde en yiiksek metal selatlama
aktivitesi sirastyla naringenin, katesin, klorojenik asit ve protokatesik asitte
belirlenmigstir. Tim bu analizler neticesine gore protokatesik asit tiim antioksidan
metotlarina gore en yiiksek aktiviteye sahip ilk 4 fenolikbilesik arasinda yer almistir.
Gallik asit ise metal selatlama aktivitesi hari¢ diger 4 metoda gore en yiiksek aktiviteye
sahip bilesik oldugu belirlenmistir.

2019, 50 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Fenolik bilesik, Antioksidan aktivitesi, DPPH, ABTS,
Metal selatlama, FRAP, CUPRAC



ABSTRACT
MASTER THESIS

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF SOME PHENOLIC
COMPOUNDS

HATICE YAVUZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. ILHAMI KARATAS)
(CO-SUPERVISOR:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS)

Plants synthesize a wide variety of organic compounds called secondary metabolites.
Phenolic compounds, which make up a significant portion of these compounds, are
intensively purified from plants and their structures are elucidated due to their many
biological functions and antioxidant activities. Phenolic compounds are valuable
compounds that can replace synthetic antioxidant compounds in the food industry and
many other sectors (medicine, pharmacy, etc.).In this study, antioxidant capacity of 18
phenolic compounds (gallic acid, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, protocatechuic
acid, salicylic acid, genticic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, chlorogenic
acid, neochlorogenic acid, resveratrol, naringenin, catechin, isoorientin, quercetin, rutin,
biochanin A) were compared with three standard antioxidant compounds (BHT, BHA
and Trolox). Antioxidant activity of these compounds were determined by free radical
scavenging activity (DPPH"), cation radical scavenging activity (ABTS™), reducing
power activity (FRAP), Cu”* ion reducing capacity (CUPRAC) and metal chelation
activity methods. The ICs, values of DPPH radical scavenging activity of the
compounds ranged from 5.32 = 0.18 to 728.14 + 9.49 pg / mL, while the ABTS method
varied from 0.83 + 0.011 to 6.60 + 0.07 pug / mL.The first five compounds with the
highest activity according to the DPPH method consist of gallic acid, catechin,
protocatechuic acid, quercetin, and genticic acid, whereas in ABTS method, gallic acid,
naringenin, resveratrol, protocolatechic acid and isoorientine, respectively.FRAP
activity of the compounds ranged from 0.14 £ 0.09 to 11.13 + 0.84 umol TE / mg, while
CUPRAC activity ranged from 2.01 £+ 0.37 to 23.66 + 0.12 umol TE / mg. According to
CUPRAC and FRAP method, the first five compounds with the highest antioxidant
activity were found to be gallic acid, protocolatechic acid, caffeic acid, genticic acid and
quercetin. Among the phenolic compounds analyzed, the highest metal chelating
activity was determined in naringenin, catechin, chlorogenic acid and protocolatechic
acid, respectively. As a result of all these analyzes, protocatechuic acid was among the
first 4 phenolic compounds having the highest activity according to all antioxidant
methods. Gallic acid was found to have the highest activity according to 4 antioxidant
methods except metal chelating activity.
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KEYWORDS: Phenolic compound, Antioxidant actvity, DPPH, ABTS, Metal
chelating, FRAP, CUPRAC
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1. GIRIS

Bitkiler sekonder metabolit olarak adlandirilan ve bitkileri biyotik veya abiyotik strese
kars1 savunmanin yaninda bir¢ok fizyolojik olayin ger¢eklesmesinde rol alan ¢ok gesitli
organik bilesikler Uretmektedirler. Bu bilesiklerin bitkilerdeki fonksiyonlarinin yaninda
ilag, kozmetik, ziraat ve gida gibi bircok sektdrde kullanilabilmelerinden dolayr biiytik
Onem arz etmektedir. Bu bilesiklerin 6nemli bir boliimiinii olusturan fenolik bilesiklerin
biyolojik fonksiyonlar1 ve antioksidan aktivitelerinden dolay1 bitkilerden yogun sekilde
saflagtiritlmis ve yapilart aydmlatilmistir. Fenolik bilesikler aromatik halkaya sahip olan
ve yapisinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunan bilesiklerdir (Vermerris ve Nicholson, 2006). Fenolik bilesiklerin en basit
uyesi olan ve bir tane hidroksil (-OH) grubu igeren fenoliin yapisi1 Sekil 1.1°de verilmistir

(Vermerris ve Nicholson, 2006).

OH

Sekil 1.1. Fenol’tin yapist (Vermerris ve Nicholson, 2006)

Bu zamana kadar yaklasik 8000 fenolik bilesik tanimlanmis ve bu bilesiklerin 2000’den
fazlas1 fenolik bilesiklerin bir grubu olan flavonoidlerden olugsmaktadir. Bu bilesikler
bitkilerin yaprak, meyve veya c¢icek gibi canli kisimlarinda glikozitler halinde, odunsu
kisimlarinda aglikonlar halinde, ¢ekirdeklerinde ise her iki halde de bulunabilmektedirler

(Shahidi ve Naczk, 1995).

Meyve, sebze ve tibbi bitkilerde bulunan dogal fenolik bilesiklerin giiglii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan ifade edilmistir (Heim ve ark.,
2002). Bu nedenle fenolik bilesikler ilgi odagi haline gelmistir (Balasundram ve ark.,
2006). Fenolik bilesiklerin giiglii antioksidan aktivitelerinin yaninda, anti-enflamatuar,
anti-trombotik, anti-aterojenik, kardiyoprotektif ve vasodilator gibi 6nemli biyolojik

aktivitelere de sahip oldugu bilinmektedir (Quifiones ve ark., 2013). Ayrica fenolik



bilesiklerin gram negatif ve gram pozitif bakterilerin inhibisyonunda énemli etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Davidson ve ark. 2005).

Serbest radikallerin kanser, diyabet, kardiyovaskuler, otoimmin, ndrodejeneratif,
alzheimer, parkinson gibi bir ¢ok hastaliga neden oldugu bilinmektedir (Gengaihi ve ark.,
2014; Giasson ve ark., 2002; Kawasaki ve ark. 2008). Antioksidan maddeler, serbest
radikallerin hiicrenin lipit, protein, enzim, karbonhidrat ve DNA'sina zarar vermeden
Oonce notralize ederek olumsuz etkilerini  son derece azaltan ajanlar olarak
bilinmektedirler (Fang ve ark., 2002). Bu etkilerini gosterirken serbest radikallerin
reaksiyonlarmi durdurmak, oksijeni ve metalleri baglayarak oksidayonun sebep oldugu

zararlar1 engellemek yoluyla gostermektedirler (Kolag ve ark., 2017).

Gunumuzde gida endustrisinde drinleri korumak ve depolanma émirlerini uzatmak icgin
genellikle BHT, BHA ve Trolox gibi sentetik antioksidanlar tercih edilmektedir. Fakat,
sentetik antioksidanlarin olas1 toksisite risklerine karsi, son donemde dogal
antioksidanlara olan ilgi artmigtir (Vareltzis ve ark., 1997). Bu baglamda bitkilerde
bulunan bir¢ok madde test edilmis ve gidalarda antioksidan olarak kullanilabilecegi ifade
edilmis; hatta baz1 dogal maddelerin antioksidan aktivitelerinin sentetik antioksidanlardan
daha vyiksek oldugu belirtilmistir. Ayrica dogal antioksidan kaynaklarmin en
6nemlilerinin; meyve, sebze, ¢ay, tohum ve baharatlarda yer aldigi da ifade edilmistir
(Hall 111, 2001).

Serbest radikallerin olugmasini engelleyen ya da olugmus radikalleri etkisizlestiren
biyoaktif maddeler olarak ifade edilen antioksidanlar oksijen ile bozulabilecek trtinlere
ilave edilerek bunlarin bozulmasimi geciktirmekte ya da engellenmektedir. Bu amacla
sentetik antioksidanlar gidalarin raf 6mriinii uzatmak ve korumak igin yogun sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica tip, eczacilik ve kozmetik gibi diger birgok sektordede kullanimi
bulunmaktadir. Ancak bir¢ok arastirmaci sentetik antioksidanlarin insan sagligi iizerinde
olumsuz etkilerinin oldugunu ifade etmektedir. Bu nedenlerden dolayr gida ve diger
bircok sektorde kullanilabilecek dogal antioksidan bilesiklerin belirlenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu calismada bitkilerde yaygin olarak bulunan 18 fenolik bilesigin
antioksidan kapasitesini belirleyerek ii¢ standart antioksidan bilesikle kiyaslanmasi

amaclanmistir. Bu baglamda fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri 5 farkli yonteme



gore analiz edilerek sonuglar BHT, BHA ve Troloks gibi standart antioksidan bilesiklerle
karsilastirilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde Serbest
radikal giderme aktivitesi (DPPH’), Katyon radikal giderme aktivitesi (ABTS™),
Indirgeme giicii aktivitesi (FRAP), Metal selatlama aktivitesi ve Cu?* Iyonu indirgeme
kapasitesi (CUPRAC) yontemleri kullanilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler temel biiylime ve gelisim i¢in gereksinim duyulmayan fakat
bitkilerin biyotik ve abiyotik strese karsi korunmasinda ve c¢evreye uyumlarinda rol
oynayan diisiikk molekiil agirligina sahip bilesiklerdir (Nascimento ve Fett-Neto, 2010).
Farkli bir tanimlamada ise bazi bitkilerde yiksek miktarlarda biriken bitki kimyasallar:
olarak isimlendirilmektedir. Bir cok sekonder metabolit bitkiler aleminde belli bir
taksonomik sinifa (tiir, cins, aile) spesifik olan ve biyosentezleri genellikle primer
metabolitlerden baslayan bilesiklerdir (Ramawat ve Merillon2007). Bu bilesikler bitkileri
kuraklik, tuzluluk ve zararli giines 1sinlar1 gibi abiyotik kaynakli streslere herbivorlar ve
mikroorganizmalar gibi biyotik streslere karsi1 korumada gorev almaktadirlar (Bourgaud
ve ark., 2001; Sokmen ve Girel, 2001; Karatas, 2013).

Sekonder metabolitlerin bahsedilen goérevlerinin yaninda endustride de kullanim alani
yaygindir. Bu bilesikler genellikle ilaclarda hammadde olarak, besinlerin bozulmasini
onlemede koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik ve zirai miicadelede de bir
¢ok amaca yonelik kullanimi bulunmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001; S6kmen ve Giirel,
2001). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kabul géren 252 ilacin %]11°nin bitki kaynakli
oldugu ve gelismis Ulkelerde regete edilen ilaglarin dortte birinin bitkisel kokenli oldugu
ifade edilmistir (Namdeo, 2007). Bazi1 6nemli sekonder metabolitlerin kullanimalanlar: ve
kaynak bitkileri Cizelge 2.1°de verilmistir (Sokmen ve Girel, 2001; Ramachandra ve
ark., 2002; Karatas 2013).



Cizelge 2.1. Baz1 degerli sekonder metabolitlerin kullanim alanlari, kullanildig: sektorler

ve elde edildigi bitkiler (Sokmen ve Giirel, 2001; Ramachandra ve ark., 2002; Karatas

2013)
Sektor Sekonder Kullanim Alani Elde Edildigi Bitki
Metabolit
Ajmasilin Antihipertansif Catharanthus roseus
Atropin Antikolinerjik Atropa belladona
Efedrin Brong agici Ephedra sinica
Kamptotesin  Antitumoral Camptotheca acuminata
Kapsaisin Tahris onleyici Capsicum frutescens
Kodein Analjezik Papaver somniferum
Kolsisin Antitimoral Colchicum autumnale
Mla¢ Digoksin Kardiatonik Digitalis lanata
Elliptisin Antitimoral Ochrosia elliptica
Emetin Amipli dizanteri Cephaelis spp.
Morfin Yatistirict Papaver somniferum
Taksol Antikanser Taxus brevifolia
Vinkristin Antilosemik Catharanthus roseus
Kinin Sitma tedavisi Cincbona ledgerana
Antosiyanin Renklendirici Vitis vinifera
Betalain Renklendirici Beta vulgaris
Likopen Renklendirici Lycopersicum esculentum
Kinin Acilastiric Cinchona ledgeriana
Gida Vanilin Koku verici Vanilla plenifolia
Taumatin Tatlandirict Thaumatococcus danielli
Krosetin Renklendirici Crocus sativa
Glisirrizin Tatlandirici Glycyrrhiza glabra
Humulon Act ve koku verici ~ Humulus lupulus
Parfum ve Yaseminyagr Parfim Jasminum spp.
Kozmetik Gl yagi Parfim Rosa damascena
Lavanta yagi  Parfim ve kozmetik Lavandula officinalis
Piretrin Insektisit Chrysanthemum
Ziraat Yasmolin Insektisit cinerariifolium
Nikotin Insektisit Chrysanthemum
Anakardik Molluskusit cinerariifolium
asit Nicotiana tabacum

Anacardicum occidentale

Sekonder metabolitler farkli parametrelere gore degisik sekillerde siniflandiriimaktadir.

En yaygin smiflandirmaya gore sekonder metabolitler terpenler, alkaloitler ve fenolik

bilesikler olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir.



2.2. Terpenler

Terpenler ya da terpenoitler sekonder metabolitlerin en biyik grubunu
olusturmaktadirlar. Tim terpenler bes karbonlu bir hidrokrabon olan izopren
birimlerinden (2-metil-1,3-bltadien, CsHg) olusan bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkilerde
gerceklesen bircok fizyolojik olayda rol almaktadir. Dormanside rol alan absisik asit
(ABA) hormonu bir terpen (seskiterpen) grubu bilesiktir. Bununla birlikte terpenler
bircok sektdrde yaygin olarak kullanilmaktadir. En yaygin kullanilanlar arasinda; timol
karvakrol, limonen, a-pinen, citral ve geraniol énemli bir yer tutmaktadir. Terpenlerin
izopren Unitesi ve karbon sayina gore alt gruplar1 Cizelge 2.2°de verilmistir (Karahan,
2007; Karatas, 2013; Yayli, 2013).

Cizelge 2.2. Terpenlerin alt gruplar1 (Karahan, 2007; Yayli, 2013)

Siifi Izopren Unitesi Karbon Sayisi Kapah Formiil
Hemiterpenler 1 5 CsHg
Monoterpenler 2 10 CioH16
Seskiterpenler 3 15 CisHo4
Diterpenler 4 20 CooHs
Sesterpenler 5 25 CasHao
Triterpenler 6 30 CsoHus
Tetraterpenler 8 40 CaoHes
Politerpenler n 5n (CsHg)n

2.3. Alkaloidler

Alkaloidler aminoasitlerden sentezlenen ve hetero halkali yapilarinda en az bir tane azot
(N) atomu iceren bir¢ogu hayvan ve mikroorganizmalara karsi savunmada gorev alan
sekonder metabolitlerin bir alt grubudur (Ayaz ve S6kmen,2015). Bu bilesiklerin
cogunun toksik oOzelliginden dolayr predatorlere karsi savunma olusturabilecegi de
bildirilmistir (Mazid ve ark., 2011). Alkaloidler bitkilerin yaklasik %20’sinde bulundugu
ve suana kadar 15 000 den fazla azotlu sekonder metabolitin belirlendigi ifade edilmistir.
Biiyiik ¢ogunlugu bazik karakterli olan bu bilesiklerin sentezinde bir ka¢ amino asit

onculik etmektedir. Bu amino asitler arasinda lizin, tirozin ve triptofan 6nemli bir yer



olusturmaktadir (Tilrkan, 2008). Yaygin olarak karsilasilan alkaloid siniflari, yapisi ve

biyosentetik onciilleri Sekil 2.1°de verilmistir.

Alkaloit sintfi  Yapisi Biyosentetik énciil Ornekler
Pirolidin @ Ornitin {(aspartat) Nikotin
N
Tropan @ Ornitin Atropin
Kokain
Piperidin C|\|j Lizin (ya da asetat) Koniin
Pirolizidin CI\ID Ornitin Retrorsin

Kinolizidin C\'O Lizin Lupinin
=

izokinolin Tirozin Kodein
/N

Morfin

indol @j Triptofan Psilosibin
N

Rezerpin

Sekil 2.1. Yaygin olarak karsilagilan alkaloid siniflari, yapisi ve biyosentetik onciilleri
(Tlrkan, 2008).

2.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler dogrudan bir aromatik halkaya bagli bir veya daha fazla hidroksil
grubuna sahip bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerde ¢ok sayida farkli fenolik
bilesigin sentezlendigi ve bunlarin bir kismi sadece organik ¢oziculerde ¢ozunurken bir
kismi da suda c¢Ozinmektedir. Son bir kismi ise ¢oziinmez biliyiik polimerlerden
olusmaktadir. Bitkisel fenolik bilesikler farkli biyosentez yollariyla iiretildiklerinden
oldukga heterojen bir metabolit grubu olusturmaktadir. Bunlarin sentezinde sikimik asit
ve malonik asit olmak (zere iki temel metabolik yol bulunmaktadir. Sikimik asit yolu
bitkisel fenoliklerin Uretiminde daha aktifken malonik asit yolu bakteri ve funguslarda
daha aktiftir. Malonik asit yolu yiiksek bitkilerde fenoliklerin iiretimi agisindan ¢ok fazla

Oonem tagimamaktadir (Turkan, 2008). Fenolik bilesikler fenilalanin amino asidinden ve



bazi bitki tiirlerinde ise fenilalainin ve tirozin amino asidinden sentezlenmektedir (Ayaz

ve S6kmen,2015).

2.4.1. Fenolik bilesiklerin simflandirilmasi

Fenolik bilesikler aromatik halkaya baglanmis karbon sayisina gore alt gruplara
ayrilmaktadir. Bu bilesikler basit fenoller (Cs), fenolik asitler (C¢-C;), fenolik alkoller,
asetofenonlar ve fenil asetik asitler (Cg-C,), fenil-propanlar (Cs-C3), naftakinonlar (Ce-
C4), benzofenonlar ve ksantinler (Cg-C1-Cg), stilben ve antrokinonlar (Cg-C,-Cs),
flavonoidler ve izoflavonoidler (Cs-C3-Cg) ve polimer fenolik bilesikler (tanenler, lignin
ve melanin) olmak Uzere alt gruplara ayrilmaktadir (Vermerris ve Nicholson, 2006;
Mammadov, 2014). Fenollik bilesiklerin karbon sayisina gore siniflandirilmasi Cizelge
2.3.’de verilmistir (Saxena ve ark., 2013; Giizel 2016).

Cizelge 2.3. Fenollik bilesiklerin karbon sayisina gore siniflandirilmasi (Saxena ve ark.,
2013; Guzel 2016).

Karbon Temel iskelet  Simiflandirma Ornek

sayisl1

5 Cs Basit fenoller Resorsinol
Benzokinonlar Ubikinon

7 Ce-C1 Fenolik asitler Gallik Asit

8 Cs-C> Asetofenonlar 2-hidroksiasetofenon
Fenil asetik asitler 2-hidroksifenil asetik asit

9 Cs-Cs Hidroksisinnamik asitler  Kafeik asit
Kumarinler Bergenin

12 Ce-Cs4 Naftakinonlar Juglon

13 Ce-C1-Co Ksantonlar Ksanton

14 Cs-C,-Cs Stilben_zenler Resve'ratrol
Antrokinonlar Emodin

15 C6-C3-Ce Flavonoidler Naringenin

18 (Ce-Ca)2 Lignanlar Sesamin

30 (C6-C3-Ce):2 Biflavonoidler Ginkgetin

n (Cs-C3)n Ligninler Lignin

n (Ce-C3-Co)n Tanninler Korilagin




Basit fenoller

Basit fenoller, en az bir aromatik halkaya sahip, bir veya daha ¢ok sayida hidroksil grubu
bulunan, organik ve kristal yapida maddelerdir. Renksiz olan basit fenoller hava ile
temaslarinda kirmizi renk verirler. Pirokatesin, rezosin ve hidrokinon basit fenol
grubunun en iyi bilenen 6rneklerindendir. Bazi1 basit fenoller Sekil 2.2’de verilmistir
(Mammadov, 2014).

OH OH OH
OH
-
OH
OH
Pirokategin Rezorsin Hidrokinon

Sekil 2.2. Bazi basit fenoller (Mammadov, 2014).

Fenolik asitler

Fenolik asitler temel olarak, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit turevlerinden
olusmaktadir. Hidroksibenzoik asitler; Cg-C; fenilmetan yapisina sahip renksiz
bilesiklerdir. Hidroksisinnamik asit tiirevleri ise, Cg-C3 fenilpropan yapisinda bilesikler
olup fenilpropan halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli
Ozellik gostermektedirler (Gulgin, 2012a). Fenolik asitler canli dokularinda genellikle
serbest halde bulunmazlar ancak bitkilerin islenmesinde hidrolize sekilde ortaya
cikmaktadirlar. Fenolik asitler bitkilerde bulunan dogal antioksidan aktivite gdsteren
bilesikler olup yapilarinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igermektedirler (Cetinkaya,
2013). Bazi1 fenolik asit ttirevleri Cizelge 2.4” de verilmistir (Gulgin, 2012a).



Cizelge 2.4. Baz1 fenolik asit tirevleri (Gulgin, 2012a)

Ry Ry
0] @)
R, &_oH R, c=Cc—C_oH
HH
R;3 R3
Benzoik asit tiirevleri Hidroksisinnamik asit tlirevleri
Asit R, R, R3 Asit R, R, R3
p-hidroksibenzoik H OH H p-kumarik H OH H
Protokatesik asit H OH OH Kafeik H OH OH
Vanilik CH;O OH H Ferulik CH;0 OH H
Siringik CH;O0 OH CH3O  Sinaptik CH;O OH CH30
Gallik OH OH OH Sinnamik asit H H H

Stilbenler

Stilbenler iki karbon atomu kopriisii ile birbirine baglanmis iki aromatik halkadan
olusmus fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle ¢cam, ladin, okaliptiis gibi agac
tirlerinin odunsu kisimlarinda bulunmakta olup en O6nemli tlrevi resveratrol’dur
(Gogmez ve Seferoglu, 2014; Mammadov, 2014; Gulcl; 2016;). Resveratrolin;
karacigerden lipoprotein Ttretimi, lipid sekresyonunu baskilayici ve kan yaglarini
diistiriicii, ayrica anti-aterojenik (damar sertligini Onleyici) etkilerinin oldugu ifade

edilmistir (Xie ve ark., 2013). Resveratrol’un kimyasal yapist Sekil 2.3.’de verilmistir.
OH
Son g

OH

Sekil 2.3. Resveratrol’un kimyasal yapist (Alkan, 2007)

Polimer fenolik bilesenler

En 6nemli bilesenleri; tanenler, lignin ve melanindir.
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Tanenler; Tanenler kestane, mese, mese palamudu, sumak gibi bitkilerde ytksek
miktarda bulunan ve molekiil agirliklar1 20 000 daltona kadar ulasabilen polifenolik
bilesiklerdir. Bunlar kabuk, kok, yaprak, meyve ve tohum gibi hemen hemen bitkilerin
tim kisimlarinda bulunabilmektedir. Tanenler agik saridan beyaza, parlaktan mata kadar
degisen gorsel oOzellikler sergileyen gevsek yapili buruk tatta bilesiklerdir. Tanenler;
ellagitanenler, gallotanenler, kompleks tanenler ve kondense tanenler olmak tizere dort alt
gruba ayrilmaktadir (Aydin ve Ustlin, 2007; Ergezer ve Cam, 2008). Ayrica tanenler
dericilik, boyacilik, hayvan yemlerinde, ahsap ve ddsemelerde kullanilmaktadir (Unver
ve ark., 2014).

Lignin; Bitkilerin hiicre ¢eperinde seltlozla birlikte bitkinin odunsu yapisina dayaniklilik
saglamaktadir. Lignin polimer yapist kompleks yapida olup molekiil agirligi 10.000
daltonu bulmaktadir (Kolankaya ve ark., 1988; Mammadov; 2014).

Melanin: Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan ve renk pigmentasyonundan
sorumlu saclar, beynin bazi bolgeleri, deri ve melanik urlarda bulunan polifenolik koyu
renkli bilesiklerdir (d’Ischia ve ark., 2014).

Kinonlar

Fenollerin oksidasyonu sonucunda olusmaktadirlar. Kinonlar; yapisal ¢esitliligi biiyiik
olan renk pigmentleridir. En o6nemli tdrevleri; benzokinon, naptokinon ve

antrakinonlardir (Deveoglu ve Karadag, 2011).

Flavanoidler

Bu bilesikler sar1 renkli olmalari nedeniyle latince 'sari' anlamina gelen ‘flavus’
sozcugilinden tiiretilerek ‘flavonoid’ olarak adlandirilmaktadir. Flavonoidler, kimyasal
olarak 15 karbonlu 2-fenil benzopiron (difenil propan) yapisina sahip bilesiklerdir
(Kahraman ve ark., 2002 ).

Flavonoidler, tipik olarak (¢ karbon zinciri (Cs - C3 - Cg) ile birlestirilen iki aromatik

halkas1 bulunan polifenolik bilesikler olarak tanimlanmistir. BlyUlk Olcide heterosiklik

oksidasyon derecesine bagli olarak flavonoidler farkli alt gruplara ayrilmaktadirlar.
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Hidroksil gruplarinin sayisi ve konumu flavonoid ¢esitlerini belirlemektedir. Bunlardan
bazilar1; flavonoller, flavanoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve
glikozitlerinden olusmaktadir (Vicente ve Boscaiu, 2018). Genel bir flavanoid iskeletinin

yapist Sekil 2.4’ de verilmistir (Prasain ve ark., 2004).

Sekil 2.4. Flavanoidlerin genel yapis1 (Prasain ve ark., 2004).

Flavonoidler meyve ve sebzelerde, bircok bitkinin yaprak, dal, gévde ve cigeklerinde
bulunmaktadirlar. Bu bilesikler bulunduklari meyve ve sebzelerin parlak renklerini
saglamanin yani sira, bitkilerin blyumesini dizenlemeye, zararlilara karsi korumaya,
bulasic1 ajanlar1 inhibe etmelerine ve bitki hiicrelerinin iletisimine yardimci
olmaktadirlar. Flavonoidler ayrica meyve ve sebzelerin tadin1 ve kokusunu
etkilemektedirler. Flavonoidler bitkilerin  bocek, mikrop gibi zararlilara karsi

korunmasinda yardimei olan bilesiklerdir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Yiksek miktarda flavonoidleri iceren bitkilerin tuketimi bagisiklik sistemini destekler ve
vucudun iltihaplanmalara kars1 direng gostermesini saglamaktadir. Ayrica kanserle, kalp
ve sinir sistemi bozukluklari gibi diger hastaliklarla miicadelede Onemli rol
oynamaktadirlar (Lobo ve ark., 2010). Flavanoidlerin kimyasal yapilar1 Cizelge 2.5° de
verilmistir (Manach ve ark., 2004).
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Cizelge 2.5. Flavanoidlerin kimyasal yapilari (Manach ve ark., 2004)

Flavanoidler R, R, .

Kaemferol H OH H
Kuarsetin OH OH H
Mirsetin OH OH OH
Apigenin H OH H
Luteolin OH OH H
Daidzenin H
Genistein OH
Naringenin H OH
Eriodiktol OH OH
Hesperetin OH OCHjs
Pelargonidin H H
Siyanidin OH H
Delpinidin OH OH

Antosiyanidinler Petunidin OCHs; | OH
Malvidin OCH3 | OCHj3
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Cizelge 2.5. (Devami) Flavanoidlerin kimyasal yapilart (Manach ve ark.,
2004)

Katesin OH OH H

Gallokatesin OH OH OH

Flavononol

Flavonoidler, oksidasyon sonucu olusan serbest radikalleri zayiflatma, radikal
olusturabilecek aktif metalleri gelatlama, lipit peroksidasyonunu onleme gibi 6zelliklere
de sahiptirler. Oksidasyon, oksijen kullanilarak yiiriiyen bir reaksiyondur ve viicudun
dogal islevinin bir pargasidir. Bununla birlikte, bu reksiyon ayrica hiicrelere zarar
verebilecek serbest radikaller olarak bilinen maddeleri de uretilmektedir. Serbest
radikallerin insan vicudundaki yiuksek miktar1 oksidatif strese ve viicutta hasara yol
acmaktadirlar. Flavonoidlerin bu radikalleri stiptrme 6zellikleri, flavonoidin g¢ekirdegine
baglanan hidroksil gruplarinin sayist ve konumuyla iliskili ve aktivitesini de Onemli

Olcide etkilemektedir (Heim ve ark., 2002).

2.4.2. Fenolik bilesiklerin biyolojik 6zellikleri

Fenolik bilesikler bitkinin hemen hemen her bdlgesinde yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Meyve ve sebzelerde, tahillarda ve bir¢ok bitkinin kdklerinde, kabugunda,
govdelerinde ve c¢igeklerinde bulunduklart gibi onlar1 bocek, kiif, mantar ve
mikroorganizmalara kars1 korurlar. Fenolik bilesikler; ilag, kagit, plastik, boya,
farmasotik, patlayict madde, pestisit, antioksidanlarin iiretimi ve ila¢ gibi allanlarda da

kullanilmaktadir (Y1ldiz ve Baysal, 2003).

Fenolik bilesiklerin en 6nemli 6zelligi olan gucli antioksidan etkiye sahip olmalariyla,
vicuttaki oksidasyon veya lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan serbest
radikallerin olusturdugu hasarlar1 diizeltebilmektedirler. Radikal kaynakli strese bagl
kardiyolojik hastaliklar, baz1 kanser tiirleri gibi hastaliklar1 6nlemek ya da hastaliklarla

micadele etmede yardimci olmaktadirlar (Ness ve Powles,1997).
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Fenolik bilesikler bitkilerde bir ¢cok kimyasal, fizyolojik ve ekolojik olayda fonksiyon
gostermektedir. Bunlar asagidaki gibi 6zetlenebilir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999;
Mammadov, 2014; Seckin 2014; Ayaz ve S6kmen, 2015);

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda aktif gorev alirlar.

Fotosentez ve solunum olaylarinda (plastokinon ve ubikinon) gérev alirlar.
Olumsuz iklim kosullarina kars1 bitkilerin dayanikliligini artirlar.

Bitkinin hiicre duvarina (lignin) dayaniklilik saglamaktadirlar.
Antibakteriyel ve antifungal aktivitelerde gorev alirlar.

Bitki hiicrelerini patojenik mantarlara karsi korumasina yardimci olurlar.

N g~ D oRE

Epidermal hiicrelerde UV 1smlarimi emerek hiicre zarini radyasyona karsi
korurlar.

8. Ekolojik fonksiyonlari bulunmaktadir (tozlasma, tohumun dagilimi).

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron bulunan
molekdllerdir. Eslestirilmemis elektronlarin varligi serbest radikallere yiiksek reaktivite
ve oksitleyici potansiyel kazandirmaktadir. Biyolojik sistemlerdeki en cok rastlanan
serbest radikal, eslesmemis elektronun bir oksijen atomuna ait oldugu molekiillerdir.
Reaktif oksijen tirleri olarak bilinirler ve superoksit anyon radikalini olusturan
mitokondriyal solunum sirasinda tiiretilmislerdir. Stiperoksit, stiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan bir reaksiyonda hidrojen peroksite (H,O,) doniistiirmektedir. Hidrojen peroksit
katalaz enzimi ile suya doniistiiriilerek detoksifiye edilir. Hidrojen peroksit serbest bir
radikal degildir; bununla birlikte, fazla miktarda {iretildiginde veya enzimatik
detoksifikasyon mekanizmalar1 yetersiz oldugunda, hidrojen peroksit demir ve bakir gibi
gecis metalleri varliginda hidroksil radikaline doniisebilmektedir. Hidroksil radikali,
reaktif oksijen tiirlerinin en zararlisidir. Reaktif oksijen tiirlerine ek olarak, hiicrede
bulunan bir diger 6nemli radikal sentezlenen nitrik oksittir. Nitrik oksit temel fizyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirir, ancak ayn1 zamanda bir oksidan gorevi de gorebilmektedir
(Phaniendra ve ark., 2015). Reaksif oksijen ve azot tirleri Cizelge 2.6 ve Cizelge 2.7°de
verilmistir (Karabulut ve Gilay, 2016).
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Cizelge 2.6. Reaktif oksijen tlrleri (Karabulut ve Giilay, 2016)

Reaktif Oksijen Turleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Suiperoksit 0;" Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO Ozon O3
Hidroperoksil HO, Singlet oksijen '0,
Lipid peroksil LOO

Cizelge 2.7. Reaktif azot turleri (Karabulut ve Gilay, 2016)

Reaktif Azot Turleri

Radikaller Radikal Olmayanlar

Nitrik oksit NO*® Nitrik asit HNO;

Nitrojen dioksit NO,* Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N204
Dinitrojen trioksid N2O3
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ROONO

Serbest radikaller, viicudun onlar1 diizenleme yetenegini bastirirsa, oksidatif stres olarak
bilinen bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda serbest radikaller, lipidleri, proteinleri
ve DNA'y1 kotu yonde etkileyerek insanlarda birgok hastalig: tetiklemektedirler. Lipitler
serbest radikallere egilimlidir ve viicutta olumsuz degisikliklere yol acabilecek lipid
peroksidasyonu meydana gelebilmektedir. Bu nedenle, disardan alinan antioksidanlar bu

oksidatif stresi dnlemede yardimci olabilmektedir (Lobo ve ark., 2010).
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Insanlarda serbest radikallere bagli olusan oksidatif stres; parkinson, romatoid artrit,
kroner kalp hastaliklari, diabet, alzheimer ve kanser gibi ciddi saglik sorunlarina neden
oldugu bildirilmektedir. Ayn1 sekilde serbest radikallerin birikmesi hiicre membraninda

hasar olusturabilecegi i¢cin yaslanmanin sebebi olarak da goriilmektedir (Goris, 2016;

Akkus, 1995; Tietz, 1995).

Serbest radikaller (6rnegin, siiperoksit, nitrik oksit ve hidroksil radikalleri) ve diger
reaktif tiirler (6rnegin, hidrojen peroksit, peroksinit ve hipoklorik asit) viicutta, aerobik
metabolizma sonucunda Uretilmektedir. Antioksidanlar (6rnegin, glutatyon, arginin,
sitrilin, taurin, kreatin, selenyum, c¢inko, E vitamini, C vitamini, A vitamini ve cay
polifenolleri) ve antioksidan enzimler (6rnegin, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
rediktaz ve glutatyon peroksidaz) serbest radikalleri temizlemektedirler (Fang ve ark.,
2002). Antioksidanlarin siiflandirilmasi Cizelge 2.8’de verilmistir (Karabulut ve Giilay,
2016).

Cizelge 2.8. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Gilay, 2016)

ANTIOKSIDANLAR

Yapay

Dogal Antioksidanlar Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan

Enzimatik Endojen Eksojen
Slperoksit dismutaz Glutation Vitamin E
Katalaz Seruloplazmin Vitamin A BHT
Glutatiyon peroksidaz Bilirubin Vitamin C BHA
Glutatiyon S transferaz  Ferritin Flavoneller Troloks
Sitokrom oksidaz Laktoferrin Polifenoller

Urik asit

Haptoglobinler

Giliniimiizde antioksidanlarin gida sanayinde kullanim1 oldukga yaygindir. Antioksidanlar
gidalar1 bozulmaya karsi koruyarak bozulmalarini engeller ve daha uzun siireli muhafaza
edilmesini saglarlar. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) (Sekil 2.5. a) ve butillenmis
hidroksi anisol (BHA) (Sekil 2.5. b) bu amagla kullanilan sentetik antioksidan
bilesiklerdir. Fakat giinlimiizde bu sentetik antioksidanlardan ziyade daha ucuz ve
giivenilir antioksidanlarin eldesi icin dogal {iriinler iizerine yogun calismalar

yurutilmektedir (Fang ve ark., 2002).
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OH OH
C(CH (H3C)sC C(CHy)s

CH, Hs

a ) b')

Sekil 2.5. a. Bitillenmis hidroksi toluen (BHT), b. Biitillenmis hidroksi anisol (BHA)

2.6.Antioksidan Test YOontemleri

Antioksidan aktivite belirleme analizleri reaksiyon mekanizmalarina gore Hidrojen
atomu transferine dayanan reaksiyonlar (HAT ) ve Tek elektron transferine dayanan
reaksiyonlar (SET) olmak {izere baslica iki gruba ayrilmaktadir (Huang ve ark., 2005;
Prior ve ark., 2005, Gilgin, 2012a).

2.6.1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

HAT mekanizmasina dayanan tayinlerin ¢ogu yarismali reksiyon kinetigine
dayanmaktadir. Bu metot genellikle sentetik bir radikal Gretici, ylkseltgenebilir
molekdler probdan ve bir antioksidan bilesikten olusmaktadir. HAT temelli metotlarda
peroksil radikali (ROQO) Uretmek Uzere bir radikal baslatici kullanilmaktadir. EKlenen
antioksidan bilesik radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarisir. Sonug olarak ROO™ ve

hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Huang ve ark., 2005).

Bu prensibe gore ¢alisan bazi antioksidan aktivite analiz metotlar1 asagida verilmistir

(Gulgin, 2012a).

1. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

2. Toplam radikal tutucu antioksidan parametresi (TRAP)

3. Uyarilmis LDL oksidasyonunun inhibisyonu

4. Toplam oksiradikal temizleme kapasitesi deneyi (TOSCA)
5. Krosin agartma deneyleri

6. Chemiluminescent deneyi
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2.6.2. Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (SET)

Elektron transferine dayanan metotlar; bir reaksiyon karisiminda antioksidan ve oksidan
olmak flizere iki bilesen icermektedir. Oksidan antioksidandan bir elektron alir ve bu
oksidanda renk degisimine sebep olur. Renk degisiminin derecesi ise, antioksidan
derisimiyle orantilidir (Gulgin, 2012; Huang ve ark., 2005). Bu prensibe gore ¢alisan bazi
antioksidan aktivite analiz metotlar asagida verilmistir (Gulgin, 2012a).

Oksidan + e (antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan

1. Folin-Ciocalteu reaktif ile toplam fenolik testi

2. Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC)

3. Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gict (FRAP)

4. 2,2-Dipenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) giderme katvitesi

5. 2,2-Azinobis 3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit radikal (ABTS) giderme aktivitesi
6. N, N-dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD) giderme aktivitesi

2.7. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi Uzerine Yapilan

Calismalar

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteye sahip olmalari, temel olarak indirgeyici ajanlar
olarak etki etmelerini saglayan redoks 6zelliklerinden, hidrojen dondrleri olmalarindan,
singlet oksijen soOndiiriici  Ozellikleri ve metal selatlama  6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir (Spiridon ve ark., 2011).

Elmastas ve ark., (2018) Anadolu bitki ¢ay1 olan Origanum minutiflorum’un sekonder
metabolitlerinin  izolasyonu,  karakterizasyonu ve  antioksidan  aktivitelerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada yapilari belirlenen molekiillerin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinde indirgeme giicti aktivitesi, CUPRAC, DPPH" ve ABTS yontemlerini
kullanmuslardir. En yiiksek ABTS™ aktivitesini luteolin, eriodictyol ve 3,4-dihidroksi
benzoik asitte belirlemislerdir. DPPH’ ve indirgeme giicu aktivitesini en yiksek 3,4-
dihidroksi benzoik asitte belirlemislerdir. Ayrica luteolin, eriodictyol rosmarinik asit ve

3,4-dihidroksi benzoik asidin CUPRAC aktivitesine sahip oldugunu ifade etmislerdir.
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Csepregi ve ark., (2016) dogal fenolik bilesiklerin otuz yedi tanesinin Toplam antioksidan
aktivitesini (TAC) Troloks esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC), Folin-ciocalteu
reaktivitesi (FCR), Ferrik indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP) ve 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal stpirtici yontemlerine gore analiz etmislerdir. Bu analiz
neticesinde flavonoidlerin B halkas1 iizerindeki hidroksil gruplart bu doért TAC
yonteminde pozitif bir etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Flavonoidin C halkasi
Uzerinde bir 3-hidroksil grubunun varligi, TEAC ve FRAP aktivitelerini artirirken DPPH
veya FCR aktivitesini etkilemedigini belirtmislerdir. Ayrica 3-hidroksil grubu
bulunmayan fenolik asitler, bu yapiya sahip bilesiklerden daha diisiik FRAP veya DPPH
aktivitesine sahip oldugu ifade edilmistir. TEAC ve FCR aktivitesinin bu durumdan
etkilenmedigi bildirilmistir. Bu ¢calismadan segilen bazi flavonoidlerin ve fenolik asitlerin

TAC degerleri myricetin-3-0-glukozit esdeger olarak Cizelge 2.9’ de verilmistir.

Cizelge 2.9. Baz1 flavonoidlerin ve fenolik asitlerin TAC degerleri myricetin-3-0-glukozit
esdeger olarak (Csepregi ve ark., 2016).

Fenolik Bilesik TEAC FRAP DPPH FC

Katesin 1.888 1.255 1.146 1.040
Naringenin 0.326 0.000 0.000 0.856
Gallik asit 1.903 1.503 1.098 0.535
Vanilik asit 0.511 0.026 0.246 0.391
Kafeik asit 0.628 1.813 0.763 0.596
Siyanidin 1.267 2.136 1.445 1.245
Troloks 0.661 0.903 0.438 0.231
p-kumarik asit 0.335 0.000 0.011 0.380

Yavager (2011) BHA, BHT, etoksikuin ve propil gallat, epikatekin, fisetin, flavon, gallik
asit, kaempferol, kafeik asit, karnosol, klorojenik asit, kuersetin, luteolin, mirisetin,
naringenin, rutin, sinnamik asit, siyanidin kloriir ve taksifolin gibi baz1 dogal ve sentetik
bilesiklerin antioksidan aktivitelerini incelemistir. Bu bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde Ferrik Tiyosiyanat Yontemi (FTC), DPPH, CUPRAC,
Indirgeme Giicii Tayini ve TEAC yéntemlerini kullanilmistir. Bu ¢alismanin neticesinde
luteolin, kuersetin, karnosol, gallik asit ve fisetinin besinlere koruyucu ve katki maddesi

olarak kullanilabilecek iyi birer dogal antioksidan olabilecegi ifade edilmistir.
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Re ve ark., (1999) ABTS yontemi kullanilarak bazi fenolik bilesiklerin antioksidan

aktiviteleri test edilmis ve elde edilen sonuglar asagidaki Cizelge 2.10’da verilmistir.

Cizelge 2.10. Baz1 flavonoidlerin ve fenolik asitlerin ABTS radikal giderme aktiviteleri
(Re ve ark., 1999)

Fenolik Bilesik ABTS (mM)
Ferrulik asit 1.90 £ 0.02
p-kumarik asit 2.22 +0.06
Kafeik asit 1.26 £0.01
Kuarsetin 4.72+0.10
Naringenin 1.53 £ 0.05

Villano ve ark., (2005), baz1 standart fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri DPPH ve
ABTS metotlarini kullanarak test etmislerdir. Bu ¢aligsmaya ait antioksidan test degerleri

mM olarak Cizelge 2.11’de verilmistir.

Cizelge 2.11. Baz1 flavonoidlerin ve fenolik asitlerin ABTS ve DPPH radikalleri giderme
aktiviteleri (Villano ve ark., 2005).

Fenolik Bilesik ABTS (mM) DPPH (mM)
Gallik asit 1.98 +0.01 2.66 + 0.06
Katesin 0.57+0.01 2.16 £0.16
Protokatesik asit 0.32+0.01 1.29 £ 0.09
Kuersetin 1.14 +0.09 2.55+0.15
Kafeik asit 1.01 £0.00 1.11+£0.01
Ferulik asit 0.23+0.00 0.60 +0.03
Resveratrol 0.40+0.01 0.49 +0.03

Gunumuze kadar cesitli insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak {izere hem dogal
hem de sentetik kdkenli cok c¢esitli antioksidanlar onerilmistir. Yapilan bir¢ok caligmada
flavonoidler ve bitki kaynakli fenolik bilesiklerin serbest radikallerin etkilerini ortadan
kaldirdig1 ve antioksidan 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde
antioksidan 6zellige sahip fenolik bilesiklerin kaynaklart ve Troloks esdegeri antioksidan
aktiviteleri (mM) Cizelge 2.12°de verilmistir (Rice-Evans ve ark., 1997).
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Cizelge 2.12. Bazi antioksidan maddeler ve dogal kaynaklar1 (Rice-Evans ve ark. 1997)

Antioksidan Antioksidan
Madde Kaynagi Aktivitesi (mM)
C vitamini Meyve ve sebzeler 1.0+ 0.02
E vitamini Tahillar, findik ve yaglar 1.0+0.03
Oenin Kara {iziim, kirmiz1 sarap 1.8+0.02
Siyanidin Uziim, ahududu, cilek 44 +0.12
Delfinidin Patlican kabugu 44+0.11
Kuarsetin Sogan, elma, ¢ilek, kara iiziim, ¢ay ve brokoli 4.7 + 0.10
Kemferol Hindiba, pirasa, brokoli, greyfurt ve gay 1.3£0.08
Rutin Sogan, elma, cilek, kara tzim, cay ve brokoli 2.4 +0.12
Luteolin Limon, zeytin, kereviz ve kirmizibiber 2.1 +£0.05
Krisin Meyve kabugu 1.4 +£0.07
Apigenin Kereviz 1.5+0.08
Taksifolin Turuncgiller 1.9+0.03
Narirutin Turuncgiller 0.8+0.5
Naringenin Turuncgiller 1.5+0.05
Hesperidin Portakal suyu 1.0+£0.03
Hesperetin Portakal suyu 1.4 £0.08
Kafeik asit Beyaz {iziim, zeytin, lahana ve kuskonmaz 1.3£0.01
Klorojenik asit Elma, armut, kiraz, domates ve seftali 1.3+£0.02
Ferulik asit Tahillar, domates, lahana ve kuskonmaz 1.9+0.02
p-Kumarik Asit Uziim, domates, lahana ve kuskonmaz 2.2 +0.06

Ozer ve ark., (2018), Teucrium poliumL. bitkisinde yapmis olduklar1 ¢alismada demleme
ve kaynama eckstraktlarimin fenolik bilesik igerigi ve antioksidan aktivitelerini
arastirmiglardir. Kaynatmadan elde edilen ekstrakttan; fumarik asit, luteolin-7-o-glikozit,
luteolin-5-0-glikozit belirlenirken; demleme 06rnegi icin; fumarik asit, luteolin-7-o-
glikozit, pelargonin ve luteolin-5-0-glikozit olarak bilesikler belirlenmistir. Elde ettikleri
fenolik bilesiklerin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Koysu ve ark., (2018) Salvia absconditifloranin sekonder metabolitlerin izolasyonu,
karakterizasyonu ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Bu bilesiklerin bir kisminin
ve standart antioksidan bilesiklerin ABTS, FRAP ve DPPH aktivitesi Cizelge 2.13’de

verilmistir.
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Cizelge 2.13. Bazi fenolik ve standart antioksidan bilesiklerin ABTS, FRAP ve DPPH
radikalleri giderme aktiviteleri (Koysu ve ark., 2018)

Bilesik DPPH FRAP ABTS
1Cs0 (ng/mL) mmol TE/g 1Cs0 (ng/mL)

Luteolin 16.29 £ 0.78 3.56 £0.12 5.61+0.04
Kafeik asit 10.83+£0.25 3.82+0.33 8.07+£0.38
Rosmarinik asit 7.52 +£0.06 4.23 + 0,06 6.00+ 0.26
Apigenin-7-o0-p-glukosid ~ 91.90 £5.18 1.30+0.01 15.48 +0.14
BHT 851+1.01 4.33+0.23 2.32£0.11
BHA 3.30+£0.28 7.26 £0.26 2.48+ 0.25
Troloks 3.54 +0.26 3.96 + 0.26 4.84+ 0.08

Elzaawely ve ark., (2017), yapmis olduklar1 ¢alismada piring samanimnin etil asetat
ekstraktinin toplam fenolik bilesik analizi ve antioksidan ozelliklerini test etmislerdir.
Ekstraktin HPLC analizi ile yedi fenolik asit ve iki flavonoid igerdigini belirlemisler.
Elde ettikleri tiim fenolik bilesiklerin radikal supirme metodu (DPPH) ile antioksidan
Ozelligini arastirmislar ve ferulik ve p-kumarik asitlerin, piring samanindaki baslica
¢Oziinilir fenolik asitler oldugunu ve piring samanindan hazirlanan etil asetat ekstraktinin

giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Tyagi ve Mala (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada, Eichhornia crassipes (Su simbull)
bitki ekstraktinin toplam fenolik madde bilesimini ve antioksidan ozelliklerini test
etmiglerdir. Yaptiklart ¢alismada bir fenolik asit turevi olan gallik asit ve bir flavanoid
olan kuarsetin’in DPPH yoOntemi ile antioksidan ozelliklerini arastirmislardir. Sonug
olarak dogal bir kaynaktan elde ettikleri iki fenolik bilesigin gii¢lii antioksidan 6zellige
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Gomes ve ark., (2003), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada papaya meyvesinin fenolik
bilesikleri ve antioksidan ozelliklerini arastirmislardir. Meyvenin igerdigi fenolik
bilesikleri; p-kumarik asit, protokatesuik asit, ferrulik asit, vanilik asit, naringenin ve
kafeik asit olarak belirlemislerdir. Papaya meyvesinin antioksidan kapasitesini radikal

giderme metodu (DPPH) ve demir indirgeyici antioksidan gucl (FRAP) yontemleri ile
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belirlemisler ve papaya meyvesinin yiiksek antioksidan ozelligi gosterdigini

belirtmislerdir.

Veljkovi¢ ve ark., (2013) Sirbistan'da ticari olarak tiketilen bazi ¢ay 6rneklerinin (siyah
ve yesil ¢ay, bitki ve meyve caylar gibi) fenolik bilesiklerini ve antioksidan 6zelliklerini
aragtirmiglardir. En bol miktarda bulunan bilesigin gallik asit oldugunu ve bunu kafeik
asit, rutin, katesin ve epik atesinin takip ettigini belirlemislerdir. Yaptiklar1 antioksidan
testleri sonucunda yesil cay ve bogiirtlen cayinin antioksidan giiciiniin siyah c¢aydan

oldukea yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallardan 2,2°-Azinobis (3-etilbenzotiyoazolin-6-sulfonik
asit) (ABTS), 1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH"), trikloroasetik asit (TCA), troloks,
methanol, potasyum persulfat (K,S,0g), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit
(HCI),ferrozinve neokuprin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline) Sigma-Aldrich’ten satin
alimmustir. Folin-Cioceltaus, etanol, aliminyum Kloriir (AICl3), sodyum karbonat
(Na,COs3), sodyum asetat (CH3;COONa), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,), potasyum
ferrik siyanir (KsFe(CN)g) ve demir-111-klorir (FeCls), NHsAc, bakir (II) kloriir (CuCly),
demir (1) klorlr (FeCl,) Merck'ten temin edilmistir.

3.1.2. Antioksidan aktivitesi belirlenen fenolik ve standart bilesikler

Analizi yapilan fenolik bilesikler gallik asit, katesin, protokatesik asit, kuersetin, gentisik
asit, kafeik asit, isoorientin, rutin, ferulik asit, resveratrol, klorojenik asit, neoklorojenik
asit, vanilik asit, p-kumarik asit, biokanin A, salisilik asit, naringenin ve p-
hidroksibenzoik asit, EDTA ve troloks Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir. BHT ve BHA
Merck'ten temin edilmistir. Antioksidan aktivitesi belirlenen fenolik ve standart bilesikler

Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Antioksidan aktivitesi belirlenen fenolik ve standart bilesikler
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Cizelge 3.1.Antioksidan aktivitesi belirlenen fenolik ve standart bilesikler (Devam)
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3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

Hassas terazi . Precisa XB 220A
Magnetik karistiric . Heidolph-MR
Otomatik pipet . Gilson

pH metre : Hanna HI 9321
UV-VISSpektrofotometre . Hitachi U-2900
Derin dondurucu . Hettich/Nuaire
Vorteks : VELP Scientifica
Saf su cihazi . GFL 2004

Etuv : Memmert
Ultrasonik Banyo : Elmasonic S 100H (60 Hz)
3.2. YOntem

Bu caligmada 18 fenolik bilesik ve 3 standart bilesigin antioksidan aktivitesi asagida
belirtilen yontemlere gore yapilmistir. Bu analizlerin yapilmasinda her bilesik icin
hazirlanan stok c¢ozeltiler kullanilmistir. Bu amagla fenolik ve standart antioksidan
bilesiklerin 1 mg/mL derisimli stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak metanol kullanilmistir. Bilesiklerin tam olarak ¢oziinmesi

icin Ultrasonik banyoda 4 saat bekletilmistir. Tiim analizler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.1. Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH")

Serbest radikal (DPPH") giderme aktivitesi Blois (1958) metoduna gére yapilmistir.
Standart ve fenolik bilesiklerin stok ¢6zeltisinden (1 mg/mL derisimli) 40 uL, 80 puL ve
120 pL almarak hacmi etanol ile 3 mL’ye tamamlanmistir. Uzerine etanolde hazirlanmis
0.26 mM DPPH" (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) radikalinden 1 mL eklenerek
vortekslenmistir. Numuneler 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra 517 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbanslar1 Olgllerek sonuglar 1Csy degeri olarak

verilmistir. 1Csp degerlerinin belirlenmesinde numune konsantrasyonuna karsilik gelen %
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aktivite grafiginden elde edilen denklem kullanilmistir. Numunelerin % serbest radikal
giderme aktivitelerinin belirlenmesinde asagidaki verilen formiil kullanilmustir.

DPPH giderme aktivitesi (%) = [ (AbSkontroi-AbSnumune)/ AbSkontrot] X100

ADbSyonmor: 3 Ml Etanol + 1 ml DPPH ¢6zeltisinden elde edilen absorbans

AbSnumune= Numelerin absorbansi

3.2.2. indirgeme guicii aktivitesi (FRAP)

Fenolik ve standart antioksidan bilesiklerin Indirgeme giicii aktivitesi Oyaizu metoduna
gore belirlenmistir (Oyaizu, 1986). Stok ¢ozeltilerden 40 pL ve 80 pL alinarak hacmi
fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ile 1.25 mL’ye tamamlanmustir. Uzerine %1 lik
potasyum ferrik siyanir KsFe(CN)g’den 1.25 mL ilave edilerek 50 "C’de (etiivde) 20
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra tiiplere sirastyla %10’luk
TCA’dan 1.25 mL ve %0.1’lik FeCls’ten 0.25 mL ilave edilmistir. Deney tupleri
vortekslendikten sonra spektrofotometrede 700 nm dalga boyunda absorbanslari
Olgiilmiistiir. Kor olarak numune ve FeCls hari¢ tiim karisim kullanilmistir. Fenolik ve
standart bilesiklerin FRAP aktivitesinin belirlenmesinde 5, 10, 20 ve 40 pg Troloks/mL
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerden elde edilen standart grafik kullanilmistir. Sonuglar

umol Troloks Esdeger/mg bilesik (umol TE /mg bilesik) olarak verilmistir.

3.2.3. Katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS™)

Bilesiklerin ABTS™ katyon radikali giderme kapasitesi Re ve ark. (1999) belirttigi
metoda gore belirlenmistir. Fosfat tamponu (0.1 M, pH: 7.4) ile hazirlanan 2 mM ABTS
(2,2"-azino-bis 3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) c¢ozeltisi ile 2.45 mM K;S;0g
(potasumpersuilfat) cozeltisi 1:2 oraninda (ABTS-K;S;0g) karistirilarak karanlik oda
kosullarinda 6 saat bekletilmistir. Standart ve fenolik bilesiklerin stok ¢ozeltisinden 20
uL, 40 uL ve 4 kat seyreltilmis stok ¢ozeltiden 20 pL alinarak hacimleri fosfat tamponu
(0.1 M, pH 7.4) ile 3 mL’ye tamamlanmistir. Bu karisima 1 mL ABTS-K;S,0g ¢0zeltisi
ilave edildikten sonra vortekslenmis ve oda kosularinda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda spektrofotometre 734 nm dalga boyunda absorbanslar1 dlgiilerek

sonuglart ICsp olarak hesaplanmistir. 1Csp degerlerinin  belirlenmesinde numune
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konsantrasyonuna karsilik gelen % aktivite grafiginden elde edilen denklem

kullanilmastir.

3.2.4. Cu?* iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC)

Fenolik ve standart bilesiklerin Cu®* iyonu indirgeme kapasitelerinin belirlenmesinde
Apak ve arkadaglarinin (2004) belirttigi yontem kullanilmistir. Bu yontemde deney
tiipiine sirasiyla 1 mL 0.01 M CuCl,, 1 mL 7.5x10"° M neokuprin (etanolde) ve 1 mL 1
M CH3;COONH,; (amonyum asetat, pH: 6.5) tamponu ilave edildikten sonra
vortekslenmistir. Bu karigimin tizerine stok ¢ozeltilerden 20 pL, 40 puL ve 80 pL ilave
edilerek son hacim saf su ile 4 mL’ye tamamlanmistir. Numuneler 30 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 450 nm’de absorbanslari
Ol¢iilmiistiir. Kor olarak numune hari¢ tim karisim kullanilmistir. Fenolik ve standart
bilesiklerin CUPRAC aktivitesinin belirlenmesinde 5, 10, 20 ve 40 pg Troloks/mL
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerden elde edilen standart grafik kullanilmistir. Sonuglar

umol Troloks Esdeger/mg bilesik (umol TE /mg bilesik) olarak verilmistir.

3.2.5. Metal selatlama aktivitesi

Fenolik ve standart bilesiklerin metal selatlama aktivitesi Dinis ve ark., (1994) tarafindan
belirtilen metoda gore yapilmistir. Analizi yapilacak numunelerin stok ¢ozeltiden 20 pL,
40 pL ve 80 pL almarak iizerine 50 pL 2 mM FeCl, ilave edilmistir. Bu asamadan sonra
toplam hacim etanol ile 3.8 mL’ye tamamlanmistir. Reaksiyon 200 uL 5 mM ferrozinin
ilavesiyle baglatilmistir. Deney tiipleri vortekslendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Bu silirenin sonunda 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede
absorbanslar1 Olgiilmiistiir. Ayrica glicli metal seltalama aktvitesi gostren EDTA
(etilendiamin tetraasetik asit)’nin da analizi yapilmistir. Numunelerin metal selatlama
aktiviteleri 1Csp degeri olarak verilmistir. ICsp degerlerinin belirlenmesinde numune
konsantrasyonuna karsilik gelen % aktivite grafiginden elde edilen denklem
kullanilmuistir.

Metal selatlama aktivitesi (%) = [ (AbSkontroi-ADbSnumune)/AbSkontro1] X100

ADSyontnol : Numune hari¢ ¢6zeltinin absorbansi

AbSnumune: Numelerin absorbansi
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3.2.6. istatistiki analiz

Bu caligmadaki verilerin istatistiki analizinde SPSS (20.) paket programi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile
belirlenmistir. Gruplar arasindaki dagilim Duncan c¢oklu aralik testine gore p<0.05

onemlilik degerinde belirlenmistir (Duncan, 1955).

31



4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada 18 adet fenolik bilesik ve 3 adet standart antioksidan bilesigin antioksidan
kapasiteleri analiz edilmistir. Analizi yapilan fenolik bilesikler gallik asit, katesin,
protokatesik asit, kuersetin, gentisik asit, kafeik asit, isoorientin, rutin, ferulik asit,
resveratrol, klorojenik asit, neoklorojenik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, biokanin A,
salisilik asit, naringenin ve p-hidroksibenzoik asitten olusmaktadir. Standart olarak da
BHT, Troloks ve BHA bilesikleri kullanilmistir. Ayrica metal selatlama yOonteminde
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit)’nin da analizi yapilmigtir. S6z konusu bilesiklerin 1
mg/mL konsantrasyonundaki stok c¢ozeltisi hazirlanarak bu stok ¢o6zeltiden analiz
metoduna gore farkli hacimlerde alinarak analizleri yapilmistir. Antioksidan
aktivitelerinin karsilastirllmasinda Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi, Metal
Selatlama Aktivitesi, Cu** Iyonu indirgeme Kapasitesi (CUPRAC), Katyon Radikali
Giderme Aktivitesi (ABTS) ve Indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP) yontemleri

kullanilmistir.
4.1. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

Standart bilesiklerin ve 18 adet fenolik bilesigin DPPH giderme aktivitesi Blois (1958)
metoduna gore yapilmistir. Bu metot antioksidanlarin DPPH’ radikalinin radikal olmayan
DPPH-H molekdliine indirgeme kabiliyetinin belirlenmesine dayanmaktadir. DPPH’
radikal miktarindaki azalmanin 517 nm’de absorbansi 6l¢iilerek aktivite belirlenmektedir
(Giil¢in, 2012; Elmastas ve ark., 2015). Standard ve fenolik bilesiklerin DPPH giderme
aktivitesinin belirlenmesinde 10, 20 ve 30 pg/ml olmak tzere (¢ farkli konsantrasyonda
analiz edilmistir. Sonuglar serbest radikallerin %50’sini gidermek icin gerekli olan
numune konsantrasyonunu ifade eden 1Csy degeri olarak Cizelge 4.1°de verilmistir. ICs
degerlerinin belirlenmesinde numune konsantrasyonuna karsilik gelen % aktivite
grafiginden elde edilen denklem kullanilmistir. ICsg degerinin diismesi o bilesigin daha
yliksek DPPH’ radikal giderme aktivitesine sahip oldugunu ifade etmektedir. Farkli bir
ifadeyle daha diisiik konsantrasyonlarda radikalin %50’sini etkisizlestirebilmektedir.
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Cizelge 4.1. Fenolik ve standart bilesiklerin DPPH radikal giderme aktiviteleri

Analizi Yapilan 1Csp
Bilesikler (ng /mL)

Gallik asit 532+0.18 g
Katesin 850+£0.24 f
Protokatesik asit 8.77+0.23f
Kuersetin 9.51 +0.26 ef
Gentisik asit 9.55+0.87 ef
Kafeik asit 11.75+0.20 e
BHA 12.07+£0.99 ¢
BHT 16.80+1.45d
Isoorientin 17.60 £ 0.56 cd
Troloks 17.89£0.91 cd
Rutin 19.20 £ 2.65 cd
Ferulik asit 19.65 + 3.18 bc
Resveratrol 21.75+1.98 ab
Klorojenik Asit 22.00 £ 0.56 ab
Neoklorojenik asit 2258 +2.18a
Vanilik asit 76.52 + 3.35*
p-Kumarik Asit 215.35+ 19.70*
Biokanin A 319.84 + 20.83*
Salisilik asit 480.58 + 33.52*
Naringenin 529.22 + 4.40*
p-Hidroksibenzoik asit 728.14 + 9.49*

*Cok diisiik aktivite gosterdigi i¢in istatistiksel analize dahil edilmemistir.

Analizi yapilan fenolik ve standart bilesikler icerisinde en yiksek DPPH radikal giderme
aktivitesi gallik asitte belirlenmistir. Bunu sirasiyla katesin, protokatesik asit, kuersetin,
gentisik asit ve kafeik asit takip etmektedir. Bu bilesiklerinin aktivitesinin standart olarak
kullanilan troloks, BHT ve BHA’dan daha yiiksek olarak belirlenmistir. En diisiik DPPH
radikal giderme aktivitesi vanilik asit, p-kumarik asit, biokanin A, salisilik asit,

naringenin ve p-hidroksibenzoik asitte belirlenmistir.
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Analizi yapilan bilesiklerin ICsp degerleri 5.32 + 0.18 pg/mL ile 728.14 + 9.49 pug/mL
arasinda degismektedir. En diisiik ICso degerleri gallik asitte, en yiiksek 1Cso degerleri ise
p-hidroksibenzoik asitte belirlenmistir. Gallik asit, katesin, protokatesik asit, kuersetin ve
gentisik asitin 1Csp degerleri 10 pg/mL daha diisiik olarak belirlenmistir. Kafeik asit,
isoorientin, rutin, ferulik asit, resveratrol, klorojenik asit ve neoklorojenik asittin 1Cs
degerleri 11.75 £ 0.20 pg/mL ile 22.58+ 2.18 ug/mL arasinda degisirken analizi yapilan
diger fenolik bilesiklerin ICsy degerleri 75 pg/mL’den yiiksek olarak belirlenmistir.
Standart olarak kullanilan BHA, BHT ve troloks’un ICsp degerleri sirastyla 12.07 £ 0.99
pg/mL, 16.80% 1.45 pg/mL ve 17.89+ 0.91 pg/mL olarak belirlenmistir. Yapilan benzer
bir arastirmada katesin, rutin, kuersetin, ferulik asit, kafeik asit ve sinapik asidin Serbest
Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH) kapasitesini belirlemislerdir. Bu arastirmadan elde
sonuglar yiiriitiilen ¢alismadan elde edilen verilerle Ortlismektedir. S6z konusu
aragtirmada DPPH aktivitesi kuersetin > rutinin olarak ifade edilmistir. Ayrica her iki
calismada da  kafeik asidin ferulik asitten daha yliksek aktiviteye sahip oldugu
gorilmistir (\Vaisali ve ark., 2016).

4.2. Indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP)

Standart bilesiklerin ve 18 adet fenolik bilesigin FRAP indirgeme giicli aktivitesi
Oyaizu (1986) metoduna gore belirlenmistir. Kullanilan bu metotta, fenolik asitlerin
ferrik iyonlarini (Fe**) ferréz iyonlarma (Fe?") indirgeme kapasitesi 6lctilmektedir.
Test c¢ozeltisinin  sar1  rengi ortamda bulunan antioksidanlarin indirgeme
aktivitelerinden dolay:1 farkli tonlardaki yesil renge doniismektedir (Giilgin 2006b;
Gulgin et al. 2006a). Fenolik bilesiklerin indirgeme potansiyelleri 10 ve 20 pg/mL
olmak tizere iki farkli konsantrasyonlarda analiz edilerek sonuglar pmol Troloks

Esdeger/mg bilesik (umol TE /mg bilesik) olarak Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Fenolik ve standart bilesiklerin FRAP indirgeme giicii aktiviteleri

Analizi Yapilan pmol TE / mg bilesik
Bilesikler

Gallik asit 11.13 £ 0.84a
Kafeik asit 9.66+0.06 b
Kuersetin 7.85+0.53¢C
Protokatesik asit 7.82+0.08c
Gentisik asit 7.77+0.13¢c
BHA 6.98 +0.23d
Katesin 6.46 £ 0.77 de
Ferulik asit 6.19 + 0.52 ef
Neoklorojenik asit 6.05 +0.29 ef
Klorojenik Asit 5.97£0.32 ef
Resveratrol 554 +0.15fg
BHT 551 +0.54 fg
Isoorientin 5.03+£0.70 gh
Rutin 4.60+0.45h
Vanilik asit 3.38+0.061
p-Kumarik Asit 1.54+0.08j
Naringenin 0.36 £0.01 k
Biokanin A 0.14+£0.09 k
Salisilik asit *
p-Hidroksibenzoik asit *

*Aktivite gostermedi.

Fenolik ve standart bilesiklerin FRAP aktivitesinin belirlenmesinde 5, 10, 20 ve 40
pg/mL  Troloks konsantrasyonlarindan elden edilen standart grafik (Sekil 4.1.)
kullanilmistir. Bu standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklem kullanilarak

bilesiklerin aktviteleri hesaplanmustir (R?=0.9998).

Absorbans (700 nm)= 0.0645 x [Bilesik]+0.0606
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Sekil 4.1. FRAP indirgeme giicii aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

Analizi yapilan fenolik ve standart bilesiklerin FRAP aktiviteleri 0.14 + 0.09 -11.13 +
0.84 pmol TE/mgarasinda degistigi belirlenmistir. En yiuksek FRAP aktivitesi gallik
asitte 11.13 + 0.84 pmol TE / mg olarak belirlenmistir. Gallik asitti sirasiyla kafeik
asit, kuersetin, protokatesik asit, gentisik asit, BHA, katesin, ferulik asit ve neoklorojenik
asit takip etmektedir. Bunlarin FRAP aktivitesi 6umol TE / mg’dan daha yuksek olarak
belirlenmistir. Salisilik asit ve p-hidroksibenzoik asittin FRAP aktivitesi gostermedigi

belirlenmistir.

4.3. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS)

Standart ve fenolik bilesiklerin ABTS™ katyon radikali giderme aktivitesi Re ve ark.
(1999) tarafindan belirtilen metoda gore yapilmistir. Bu metotta 734 mm’de absorbans
veren koyu yesil-mavi renkli ABTS™ radikali antioksidan maddelerle reaksiyona
girdiginde radikal olmayan ABTS’ye donligmektedir. Bunun sonucunda radikal
indirgenmekte ve renksizlesmektedir. Bu renkte meydana gelen diisiisten bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri belirlenmektedir. Standard ve fenolik bilesiklerin ABTS™ katyon
radikali giderme aktivitesi 1.25, 5 ve 10 pg/mL olmak {izere ii¢ farkli konsantrasyonda

analiz edilmis ve sonuglar ICs (Ug/mL) olarak Cizelge 4.3.’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Fenolik ve standart bilesiklerin ABTS radikal giderme aktiviteleri

Analizi Yapilan Bilesikler 1Cs0 (g /mL)

Gallik asit 0.83+0.011
Naringenin 0.92 +£0.08 ki
Resveratrol 1.02 £0.04 k
Protokatesik asit 1.23 £0.10]
Isoorientin 1.25 +0.04
p-Kumarik Asit 1.26 £0.03]
Katesin 1.51 £0.041
Ferulik asit 1.54 £0.031
BHA 2.25 £0.11h
Kuersetin 2.32+0.07h
Kafeik asit 237 £0.05h
Biokanin A 2.69 £0.09¢
Rutin 2.78 +£0.18¢
p-Hidroksibenzoik asit 299 +0.07f
Klorojenik Asit 347 £0.20e
BHT 348 +0.03¢e
Vanilik asit 3.56 £0.04 de
Neoklorojenik asit 3.71 £0.03d
Salisilik asit 3.90 +0.23¢
Troloks 559 £0.13b
Gentisik asit 6.60 +0.07 a
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Analizi yapilan fenolik ve standart bilesiklerin igerisinde en yuksek ABTS radikal
giderme aktivitesi 0.83 + 0.01 pg/mL ICsq degeri ile gallik asitte belirlenmistir. Standart
antioksidan bir bilesik olan BHA’dan daha diisiik I1Csg degerine sahip bilesikler sirasiyla
naringenin, resveratrol, protokatesik asit, isoorientin p-kumarik asit, katesin ve ferulik
asitten olusmaktadir. Bunlarin ICsq degerleri 0.92 +0.08 -1.54+ 0.03 pg/mL arasinda
degismektedir. En yiiksek ICso degeri ve farkli bir ifadeyle en diisiik ABTS katyon
radikali giderme aktivitesi gentisik asitte (6.60 =+ 0.07 pg/mL) belirlenmistir. Standart
olarak kullanilan BHA, BHT ve troloks’un ICso degerleri sirasiyla 2.25+0.11 pg/mL,
3.48 £0.03 pg/mL ve 5.59 £0.13 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglar daha 6nce
yapilan arastirma sonuglari ile ortiismektedir. Oztaskin ve ark., (2015) BHA, BHT ve
troloks’un 1Csg degerleri sirasiyla 2.72 pg/mL, 2.88 ug/mL ve 2.86 pg/mL oldugunu
ifade etmisledir. Huyut ve ark., (2017) ise BHA, BHT ve troloks’un ICs, degerlerin
sirastyla 3.60 pg/mL, 6.04 pg/mL ve 8.47 pg/mL oldugunu belirtmislerdir.

4.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Standart ve 18 adet fenolik bilesigin Metal Selatlama Aktivitesi Dinis ve ark., (1994)
tarafindan belirlenen metoda gore yapilmistir. Metot giiclii bir demir selatlayici olan
ferrozin reaktif ile analizi yapilan bilesigin Fe?* iyonlarin1 baglamak iizere yarigmasi
esasia dayanmaktadir. Analizi yapilan bilesik yiiksek selatlama giiciine sahipse kirmizi
renkli Fe**-ferrozinin kompleksinin olusumunu engellemektedir. Absorbansin azalmasi
ferrozinin  Fe”* iyonlarm baglanmadan o6nce metal iyonlarmin  selatlandigim
gostermektedir (Glgin, 2012a). Ayrica bu metottda gii¢lii bir metal selatlama aktvitesi
gosteren EDTA’nin da analizi yapilmistir. Analizler 3 tekrarli olarak 5, 10 ve 20 pg/mL

konsantrasyonda yapilmis ve sonuglari ICsg degeri olarak Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Fenolik ve standart bilesiklerin metal selatlama aktiviteleri

Analizi Yapilan Bilesikler

I1Cso (Mg /mL)

EDTA 1.98 +0.03 |
Naringenin 5.57 £0.05 jk
Katesin 7.56 +0.12 15
Klorojenik asit 8.42 £0.02 1j
Protokatesik asit 8.85+£0.09 yj
Isoorientin 10.37 £+ 0.08 hij
Kuersetin 11.71 £0.05 h1
Resveratrol 11.96 = 0.62 h1

Neoklorojenik asit

12.33 £ 0.69 lu

Kafeik asit 15.18 £ 0.08 h
Gentisik asit 20.24+2.45¢
Ferulik asit 20.43 + 0.02 ¢
BHA 24.01+£1.32fg
p-Kumarik Asit 28.60+0.87 ef
Salisilik asit 30.08+ 3.14¢
Gallik asit 31.39+£0.07e
Rutin 36.36 £ 2.61d
Troloks 39.97 £4.69d
Vanilik asit 56.44£2.96 C
p-Hidroksibenzoik asit 86.95+5.72b
Biokanin A 105.49+9.93a

Analizi yapilan bilesiklerin igerisinde en yiiksek metal selatlama aktivitesi 1.98 +0.03

pg/mL ICsp degeri ile EDTA belirlenmistir.
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Fenolik bilesikler icerisinde en yiiksek metal selatlama aktivitesi sirasiyla naringenin,
katesin, klorojenik asit ve protokatesik asitte belirlenimistir. Bunlarin 1Cso degeri 10
ug/mL’den diisiiktiir. Yapilan benzer bir arastirmada katesin, rutin, kuersetin, ferulik asit,
kafeik asit ve sinapik asidin metal selatlama kapasitesi belirlenmistir. Bu arastirmanin
sonucunda elde edilen veriler yiiriitiilen bu ¢aligmadan elde edilen sonuglarla ortiistiigli ve
en yiiksek aktivitenin katesinde belirlendigi ifade edilmistir (Vaisali ve ark., 2016).
Flavanoidlerin metal gelatlama 6zelligi flavaonid molekiiliine gecis metal iyonlar1 iki
baglanma noktasina baglanmasiyla meydana gelmektedir. Bu noktalar flavonoidlerin B
halkasindaki 3',4'-dihidroksi pozisyonlarindaki o-difenolik gruplar ileflavonollerin C
halkasindaki ketol (4-keto, 3- hidroksi veya 4-keto ve 5-hidroksi) yapilaridir (Rice-Evans
ve ark., 1997).

4.5. Cu** iyonu indirgeme Kapasitesi (CUPRAC)

Standart ve fenolik bilesiklerin Cu?* Iyonu Indirgeme Kapasitesi Apak ve arkadaslarmin
(2004) metoduna gore belirlenmistir. Bu metot antioksidan bilesiklerin Cu? iyonlarinin
Cu™’ya indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Neokuprin’in Cu(Il) ile olusturdugu sari
renkteki Cu(ll)-neokuproin kompleksinin 450 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
Bu bakir(I)-neokuproin selatindan olusan sar1 rengin siddetine gore indirgeme kapasitesi
belirlenmistir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek antioksidan kapasitesinin gdstergesidir.
CUPRAC yonteminin tek zayifligi, ferulik ve p-kumarik asitlerin izole edilmis
hidrokarbon ¢ift baglarinin (Ar-CH=CHCOOH) Cu (Il)-neokuproin reaktifi tarafindan

saldiriya ugramayisidir.
Standard ve fenolik bilesiklerinCu®* Iyonu Indirgeme Kapasitesi 5, 10 ve 20 pg/mL

olmak iizere li¢ farkli konsantrasyonda analiz edilmis ve sonuglar pmol Troloks

Esdeger/mg bilesik (umol TE /mg bilesik) olarak Cizelge 4.5.”de verilmistir.
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izelge 4.5. Fenolik bilesiklerin Cu** iyonu indirgeme aktiviteleri
g

Analizi Yapilan Bilesikler pmol TE / mg bilesik
Gallik asit 23.66 £0.12 a
Protokatesik asit 20.78 £0.79 b
Kafeik asit 18.85+2.32C
Gentisik asit 14.97 +0.05 d
Kuersetin 14.48 £+0.28 d
Neoklorojenik asit 10.89 £0.01 e
Isoorientin 10.03 +0.67 ef
Katesin 9.77 £0.34 ef
Vanilik asit 9.21+1.08f
Klorojenik Asit 7.73+0.44¢
Resveratrol 6.88 £0.43 gh
Rutin 6.03 £0.97 h1
Ferulik asit 553+0.571
p-Hidroksibenzoik asit 2.01+0.37]
Naringenin *

Salisilik asit *

p-Kumarik Asit

Biokanin A

*Aktivite gostermedi.

Fenolik ve standart bilesiklerin CUPRAC aktivitesinin belirlenmesinde 5, 10, 20 ve 40 ug
Troloks/mL konsantrasyonlarindan elden edilen standart grafik (Sekil 4.2.) kullanilmistir.
Bu standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklem kullanilarak hesaplamalar

yapilmistir (R*=0.9952).

41



Absorbans (450 nm)= 0.0395 x [Bilesik]-0.0322

1,8
y =0,0395x - 0,0322

He R? = 0,9952 o

1,4
1,2

1
0,8 ‘
0,6 )

Absorbans (450 nm)

0,4
0,2

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Mg /mL Troloks

Sekil 4.2.CUPRAC aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

Analizi yapilan fenolik bilesikler icerisindeen yilksek Cu?* Iyonu Indirgeme Kapasitesi
23.66 = 0.12 pmol TE / mgolarak gallik asitte belirlenmistir. Gallik asiti sirasiyla
protokatesik asit (20.78 £0.79 pumol TE / mg), kafeik asit (18.85 £2.32 umol TE / mg),
gentisik asit (14.97 +0.05 pumol TE / mg) ve kuersetin (14.48 +0.28 umol TE / mg) takip
etmektedir. Naringenin, salisilik asit, p-kumarik asit ve biokanin A’nin CUPRAC

aktivitesi gostermedigi belirlenmistir.
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5. SONUC

Bu calismada gallik asit, katesin, protokatesik asit, kuersetin, gentisik asit, kafeik asit,
isoorientin, rutin, ferulik asit, resveratrol, klorojenik asit, neoklorojenik asit, vanilik asit,
p-Kumarik asit, biokanin A, salisilik asit, naringenin ve p-hidroksibenzoik asidin
antioksidan kapasiteleri belirlenmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri Serbest
Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH), indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP), Katyon
Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS), Metal Selatlama Aktivitesi ve Cu? Iyonu
Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC) yontemlerine gére yapilmustir. Elde edilen sonuglar
yaygin kullanilan standart antioksidan (BHT, BHA ve Troloks) bilesiklerle

karsilastirilmistir.

Yapilan analizler neticesinde Cu®* fyonu indirgeme Kapasitesi (CUPRAC) ve indirgeme
Giicii Aktivitesi (FRAP) aktivitesinden benzer sonuglar elde edilmistir. Her iki metot
icinde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ilk bes bilesigin ayn1 oldugu ancak bunlarin
siralamalarinda farkliliklarin oldugu belirlenmistir. CUPRAC metoduna goére bu bes
bilesigin yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru siralamasi gallik asit, protokatesik
asit, kafeik asit, gentisik asit ve kuersetinden olugsmaktadir. FRAP metoduna gore bu
siralama gallik asit, kafeik asit, kuersetin, protokatesik asit ve gentisik asitten
olusmaktadir. Benzer sekilde en diisiik aktiveye sahip veya aktivite gostermeyen
bilesikler her iki metot i¢inde ortaktir. Bu bilesikler p-Hidroksibenzoik, asit, naringenin,
salisilik asit, p-kumarik asit ve biokanin A’dan olugmaktadir. Analizi yapilan fenolik ve
standart bilesiklerin CUPRAC aktivitesi 2.01£0.37- 23.66 £0.12 umol TE/mg arasinda
degisirken FRAP aktivitesi 0.14 £ 0.09 - 11.13 + 0.84 umol TE/mg arasinda degismistir.

Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH) ve Katyon Radikali Giderme Aktivitesinin
(ABTS) sonuglart radikallerin  %50’sini  gidermek icin gerekli olan numune
konsantrasyonunu (ICsp) olarak verilmistir. Bu degerler DPPH yonteminde 5.32 = 0.18 —
728.14 £ 9.49 pg/mL arasinda degisirken ABTS yonteminde 0.83 +0.01 — 6.60 + 0.07
Mg/mL arasinda degismektedir. DPPH metoduna gore en yiiksek aktiviteye sahip bes

bilesik sirasiyla gallik asit, katesin, protokatesik asit, kuersetin, ve gentisik asitten
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olusurken ABTS metodunda gallik asit, naringenin, resveratrol, protokatesik asit ve

1soorientinden olusmaktadir.

Analizi yapilan fenolik bilesiklerin Metal Selatlama Aktivitesi EDTA’dan anlamli sekilde
diisiiktiir. Bu bilesiklerin ICso degerleri 5.57 = 0.05 - 105.49 + 9.93 pg /mL arasinda
degisirken EDTA nin I1Cs degerleri 1.98 £+ 0.03 ug /mL olarak belirlenmistir. En yiiksek
aktiviteye sahip 4 fenolik bilesigin ICso degerleri 10 pg /mL’den disiiktiir. Bunlar
naringenin (5.57+0.05 pg /mL), katesin (7.56+0.12 pg /mL), klorojenik asit (8.42+0.02
ng /mL) ve protokatesik asitten (8.85+0.09 pg /mL) olusmaktadir. En diisiik aktivite
vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve Biokanin A’da ve belirlenmis ve bunlari ICsg

degerleri 50 pg /mL den yiiksektir.

Tum bu analizler neticesine gore gallik asidin metal selatlama aktivitesi hari¢ diger 4
metoda gore en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Protokatesik asit tiim
antioksidan metotlarina gore en yiiksek aktiviteye sahip ilk 4 fenolik bilesik arasinda yer
almigtir. Gentisik asit ve kuersetin FRAP, CUPRAC ve DPPH metotlarina gére en
yiiksek aktiviteye sahip ilk 5 bilesik arasinda yer almistir. Naringenin metal selatlama
metoduna gore en yiiksek aktiviteye sahip fenolik bilesik olarak belirlenirken ABTS

metoduna gore en yiiksek aktiveye sahip 2. bilesik olarak belirlenmistir.

Giliniimiizde antioksidanlarin insan saglig1 lizerine yararlar etkileri nedeniyle tiiketicilerin
ilgisini ¢ekmektedir. Bu baglamda dogal antioksidanlar bakimindan zengin bitkiler
ve/veya ekstreleri besin kaynagi, gida takviyesi, bitkisel ¢ay ve koruyucu olarak
kullanim1 gittikge yaygimlasmistir. Bu c¢alisma yiiksek antioksidan aktivite gdsteren
bitkilerin bu 6zeliklerinin hangi bilesiklerden ileri geldiginin belirlenmesi husussunda
onemli katki saglayacaktir. Ayrica selatlama kapasitesi yiiksek bilesiklerin belirlenmesi
agir metal zehirlenmelerinin 6nlenmesi ve giderilmesi agisindan da buyik ©6nem
arzetmektedir. Bunlara ilaveten gida ve bir¢ok sektorde sentetik antioksidanlarin yerini

alabilecek dogal antioksidan kaynaklarinin belirlenmesine de 6nemli katki saglayacaktir.
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