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Bu calismada defne meyvelerinin kabuk ve meyve ici kismlarindan
su, etilasetat, etanol/su ve aseton/su gibi gesitli ¢ozlicli/cozicu karisimlari ile
antioksidan maddelerce zengin ekstreler ekstre edilmis ve antioksidan
kapasiteleri Ransmat, beta-karoten-linoleik asit model sistemi ve DPPH
radikali ile serbest radikal stipurucu aktivite testleri ile belirlenmistir. Aktif
ekstrelerin  toplam fenolik madde miktarlari Folin-Ciocaltaeu uv-vis
spektrofotometrik metot ile tayin edilmis, fenolik asit ve Flavonoit gruplari
ise YBSK-DAD analizleri ile belirlenmistir.

Kullanilan antioksidan aktivite test yontemlerine gore tim ekstreler
antioksidan aktivite géster mis olmalarina ragmen, Sinnamik asit turevlerince
zengin meyve ici ekstrelerinin lipid peroksidasyonunu inhibe edici
etkilerinin, sentetik antioksidan olarak test edilen BHT ile kiyaslanabilir
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Antioxidant rich fractions were extracted from laurel berry (Laurus
nobilis L.) pericarps and seeds using various solvent and solvent mixtures
such as, water, ethyl acetate, ethanol:water and acetone:water. The
antioxidant activity of extracts was evaluated using Rancimat, beta-car oten-
linoleate model system and free radical scavenging method on DPPH free
radical. Total phenolic compounds of extracts were determined by Folin-
Ciocaltaeu method. Phenolic component groups such as phenolic acids and
flavonoids in the extracts possessed high antioxidant activity were identified
by HPLC-DAD.

Although the extracts obtained from both pericarp and seeds of
berries showed activity on tested antioxidant methods, seed extracts rich in
cinnamic acid derivatives were found to be significantly active on the

inhibition of lipid peroxidation.
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1. GIRISVE AMAC

Yasamin Onemli celiskilerinden biri de oksijen molekiltdir. Aerobik
yasami temin eden oksijen, hem solunum icin mutlak gerekli element olarak
bilinmekte, hem de bir ¢ok hastalik ve dgeneratif kosulun sebebi olarak
gorulmektedir. Paslanan metal malzemeler, soyulmus elmanin kararmasi dogada
oksidatif bozunmanin en izlenir seklidir. Oysa insan metabolizmasindaki
bozunma boylesine gorulir degildir. Yasam igin vazgecilmez olan oksijen
bulundugu ortamdaki diger molekiillerle reaksiyona girerek bu molekillerin
yapilarinin bozulmasina neden olur. Canli organizmanin kendi yapisinda bulunan
ve Reaktif oksijen denilen bu oksijen tirleri canli organizmaya gerekli enerjiyi
saglarken kullanilmayan fazla kismi ise organizmaya zarar vermektedir. Sigara,
stres, toksinler ve ultraviyole isinlari gibi zararli dis etkenlerin de devreye
girmesiyle bu oksijen tlrleri insan vicudunda daha zararli hae gelirler.
GUnUmizde tedavis zor olan kanser gibi bir ¢cok hastaligin nedeni bu
molekillerin organizmadaki DNA, lipit, protein ve karbonhidrat yapilarinin
bozulmasina yol agmasidir.

Reaktif oksijen molekllleri yanizca organizmanin yapisini bozmakla
kalmayip ayni zamanda besinlerin bozulmasina da yol acmaktadir. Ozellikle
besinlerin icinde bulunan yaglarin bozunmasini saglayarak besinlerde istenmeyen
kimyasal ve fiziksel degisikliklere neden olurlar. Bu nedenle piyasada Uretimi
yapilan besinlerin bozunmalarini 6nlemek amaciyla antioksidan adi verilen
koruyucu katki maddelerinin kullanilmasina yer verilmigtir.

Antioksidanlar  yiyeceklerde veya vicutta bulunan, oksitlenebilir
maddelere oranla daha dusik konsantrasyonda olan ve bu maddelerin
oksidasyonunu onleyen veya yok eden maddelerdir. Sentetik ve dogal olarak iki
grupta toplanir. Antioksidanlarin kullanimi yokluklarinda sagliga zarar verici
oksidasyon drunlerinin vicutta toplanmasina neden olacagi icin gereklidir.
Gidaari korumasinin yani sira vicuttaki antioksidanlar aterosikleroz, kanser ve
diger dejenere edici bir ¢cok hastaliga ve yaslanmaya kars micadele edilmesine

yardimci olurlar. Genelde bagisiklik sistemini olumlu yénde etkilerler.



Antioksidanlar oksitlenebilir maddelerin oksidasyonunu onledigi igin
gida Ureticileri tarafindan UrUnlerin besin degerlerini korumak ve bozunmasini
Onlemek amaciyla kullanilmaktadir. Ayni zamanda bu 0Ozelliklerinden dolayi
biyokimyacilarin ve diger saglik uzmanlarinin da dikkatini gekmektedir. Clnku
antioksidanlar vicudu resktif oksijen maddelerine (ROS), reaktif azot
maddelerine (RNS) ve reaktif klor icerikli maddelere (RCS) kars korurlar.

Piyasada gida UrUnlerinde en cok kullanilan sentetik antioksidanlar
Bitillenmis hidroks anisol (BHA), butillenmis hidroks toluen (BHT), propil
galat (PG) ve tersiyer bitilhidrokinon (TBHQ) dur. Basta Amerika olmak lzere
bir cok Ulkede sentetik antioksidanlarin kullanilmasi onaylandigi halde Japonya
ve bazi Avrupa Ulkelerinde olasi kanser yapici etkilerinden dolayi kullanilmasina
izin verilmemigtir. Bu nedenle sentetik antioksidanlarin dogal olanlarla yer
degistirilmes konusundagenel bir kani olusmustur.

Bitkiler dogal antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini olusturmaktadir.
Meyve ve sebzeler, baharatlar, bitkisel caylar ve yagli tohumlarin icermis
olduklari antioksidan bilesikler pek ¢ok calismaya konu olmus ve antioksidan
etkilerin de fenolik bilesklerden ve 0Ozellikle de flavonoit yapisindan
kaynaklandigi gosterilmistir (Shadidi, 2000).

Anavatani Anadolu ve Akdeniz Ulkeleri olan defne Ulkemiz agisindan
onemli bir degere sahip bitkisel triinlerimizden birisidir. Ozellikle yapraklarindan
ucucu yag elde edilmesinde yararlanilmakta, meyvelerinden elde edilen sabit yag
basta sabun olmak Uzere cesitli kozmetik Griinlerin bilesimlerine girmektedir.

Defne meyvelerini sadece sabit ve ugucu yag elde etmek igin
degerlendirmenin  yani sSra, dogal antioksidan kaynagi olarak da
degerlendirilebilme olanaklarinin  arastirilmasi  bu  calismanin  amacini
olusturmaktadir. Bu amaca yonelik olarak defne agaci meyvelerinin (kabuk ve
meyve ici) polifenolik bilesiklerinin lipit peroksidasyonunu inhibe edici ve
serbest radikal stpurict etkileri arastirilmis ve igermis olduklari toplam fenol ve

fenolik bilesik gruplari belirlenmistir.



2. DEFNE (LaurusnobilisL.) AGACI

2.1. Defnenin Botanik Ozellikleri ve Yayilisi

Botanik adi Laurus nobilis L. olan defne Akdeniz kokenli, her zaman
yesil, 3-8 m boylu, sari-beyaz cicekli, kiclik ve oval sekilde siyah renkli meyveli,
Dicotylediane sinifinin Ranales takimindaki Laureceae familyasina dahil olan bir
agacecik veya agagtir (Baytop, 1994).

Defne agacinin ana vatani Anadolu ve Akdeniz Ulkeleridir. Ayrica
Ingiltere, Hindistan, Japonya, Orta Amerika Ulkeleri ve Rusya da dogal olarak
yetistigi ve kllture alindigi bilinmektedir (Pruthi, 1976; Grieve, 1982).

Tuarkiye'de Karadeniz bolges, Marmara Bolges, Ege Bolges Kkiyi
seridinde deniz seviyesinden 1200m yuksekliklere kadar kicuk gruplar halinde
yetismektedir (Davis, 1984). Genelde yabani olarak yetisir. Alt tUrleri ve gesitleri
de bulunmaktadir. Ingilizce Laurel, Bay Laurel veya Sweet Bay adi ile, Fransizca
Laurier ve Almanca da Lorbeer olarak bilinmektedir. Yapraklari baharat olarak
kullanilir. Y apraklari 2-5 cm eninde ve 5-10 cm boyunda, sert, derimsi, kisa sapli,
tlysiiz, parlak, kenarlari dalgali, koyu yesil veya sarims yesil renktedir. Tadi aci
olmasina ragmen hafif tatlimsidir. Taze yaprak daha aromalidir (Baytop, 1984).

2.2. Defnenin Kullanim Alanlari

2.2.1. Tiptakullanimi

Literatirde defne meyves ve yapraginin bircok tibbi 6zelligi olduguna
deginilmektedir. Hazmi kolaylastirici, dilretik, kusturucu, adet sokiicl, narkotik,
stimulan, midevi, terletici etkili oldugu kabul edilmektedir. Halk arasinda histeri,
apse, skleroz, spazm ve iyi huylu cilt timoérlerinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Meyveden hazirlanan preparatlarin uterus fibroma ve skleromasinda, karaciger
fibroma ve sertliklerine, eklem tutulmalarina, goz timdrlerine ve sitmaya lyi
geldigi  bilinmektedir. Ham meyveler abortus (dusik) olusturmak icin
kullanilmaktadir. Meyve sabit yagi eklem tutulmasi, burkulma ve cikiklarda



haricen kullanilmaktadir. Veterinerlikte de kullanilanilmaktadir. Defne meyves
sabit yagindan en fazla sabun yapiminda faydalanilmaktadir (Baytop, 1984).
Defne meyves sabit

Defne meyves sabit yagi, kepege ve doga sa¢ dokilmesine kars
gelistirilen sa¢ losyonlarinin, sedef hastaligi, cilt dokilmesi, egzama icin haricen
kullanilan ilaglarin ve deodorantlarin bilesimlerinde kullanilmaktadir (Mina,
1969).

2.2.2. Diger alanlarda kullanimi

Defnenin kullaniminin M.O. ki yillara kadar uzandigi, M.O. 342 yilina
at dtin Roma paraarinda defne yapragi figlrlerine rastlanmasindan
anlasilmaktadir. Gunimuzde kurutulmus defne yapraklarindan 6zellikle Fransiz
mutfaginda, et, balik, kimes hayvanlari, sebzeler ve corbalarda baharat olarak
kullanilir. Kuru vyapraklar, meyan bali cubuklarinin ve kuru incirlerin
paketlenmesi sirasinda  kullanilmakla birlikte cay olarak da kullanildigi
bilinmektedir (Grieve, 1982). Defne meyvelerinden elde edilen aromatik sabit yag
belirli miktarda sabun yapiminda, veterinerlikte, eczacilikta ve parfimeride
kullanilmaktadir. Y apraklardan distilasyonla elde edilen ucucu yag unlu gidalarda,
sekerlemelerde, et UrUnlerinde, sodar ve kutu corbalarda lezzet verici olarak
kullanilir. Parfiumeride yaprak yagi, taze ve kafurlu kokular ve lavanta ile uyum
saglar. Aldehidik kokular ve hava tazeleyicilerinin yapiminda kullanilir. Meyve
ucucu yagi da hasere kovucu ve baharat yagi olarak kullanilmakla birlikte,
parfimeride, cam ve amber bazli kokularda iyilestirici olarak kullanilmaktadir
(Pruthi, 1976).

Deniz Urdnlerinin  sahip oldugu hos olmayan balik kokusunun
giderilmesinde de diger baharatlarla birlikte defne yapraginin da kullanildigi
cesitli gida katkilarinin, ugucu asitlerden kaynaklanan balik kokusunu bastirdiklari
belirlenmistir. Bazi ¢orbalarda pisme sirasinda defne yapragi katilarak istenmeyen
kokular giderilir. Yemeklik yaglarda istenmeyen lezzet ve kokularin
bastirilmasinda da kullanilmaktadir. Tuvaetler ve kapali mekanlarda istenmeyen



kokularin giderilmesinde kullanilan gesitli preparatlarda da defne ugucu yagi yada
ekstresi kullanilmaktadir (Hidenori, 1989).

2.3. Defnenin Kimyasal Ozellikleri ve Bilesimi

2.3.1. Defneyapragi ugucu yaginin bilesmi

Rusya da yapraklarin olgunlasmas siiresince yag kalitesinin gozlendigi
bir calismada (Odete, 1989), defne ana bileseni olan 1,8-sineol’ Un kisin toplanan
yapraklarda en yuksek degere ulastigi gosterilmistir. Sonbaharda toplanan
yapraklarda terpen glikozitlerinin en ylksek degere ulastigi ve yagin kalitesinin
olumsuz yonde etkilendigi gozlenmistir. Yiksek sineol |G ve yuksek kaliteli
ucucu yag eldesinde yaprak hasadinin kis mevsiminde yapilmasi 6nerilmistir.

Tanriverdi vd. (1992) Siliftke ybres defne yapragindan su ve buhar
distilasyonu yontemiyle elde ettikleri yagin bilesiminde 33 maddenin varligini
belirlemiderdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Su ve buhar digtilasyonu ile elde edilen defne yaprak ugucu yaginin bilesimi (%)
(Tanriverdi vd., 1992)

Bilesen Su Buhar | Bilesen Su Buhar
a-pinen 3,14 5,79 cis-sabinen hidrat 0,34 0,23
kamfen 0,23 0,24 | linaol 0,05 0,11
13 -pinen 2,62 4,19 linalil asetat 0,14 0,24
sabinen 2,58 8,32 bornil asetat 0,12 0,12
mirsen 0,02 0,27 terpinen-4-ol 3,11 1,83
a—terpinen 0,42 0,59 3 -karyofillen - 0,03
limonen 0,62 0,88 mirtenal 1,14 0,75
1,8-sineol 62,64 58,54 | sabinol 0,38 0,18
?-terpinen 0,73 1,10 | trans-pino karveol 1,64 1,36
trans-R —osimen 0,01 oor | &-terp neol+ a-terpinil 5,57 6,40
asetat
p-simen 1,87 1,37 cis-karvil asetat 0,14 -
a —terpinolen 0,21 0,24 karvon 0,45 0,12
emetil-Sheptan- | 45 | 012 | mirtenl 0,54 0,34
2-one
cis-3-hekzen-1-ol 0,04 0,02 p-simen-8-ol 0,14 0,03
prans sabinen 036 | 034 | metil gjenol 0,35 0,13
a —kopaen 0,08 0,03 kumin alkol 0,26 0,06
ojenol 0,30 0,16




2.3.2. Defne meyvesinin sabit yag bilesimi

Defne meyvesinin sabit yagi oda sicakliginda yari kati, yesil renkli ve aci
lezzette, 32-36°C de eriyen bir yagdir (Baytop, 1984). Defne meyvesinin kaba
bilesen analizi Cizelge 2.2'de verilmigtir (Yazicioglu ve Karaali, 1983).

Unal ve arkadaslari (1986), Izmir yoresi defne meyvelerinin %24,2 sabit
yag icerdigini, elde edilen yagin %19,8 laurik asit, %12,3 palmitik asit, %354

oleik asit, %32,6 linoleik asit tasidigini belirlemiserdir.

Cizelge 2.2. Hatay defne meyvesi bilesimi (Yazicioglu ve Karaali, 1983)

Bilesen (%) TUm Meyve | Meyvelgi Kabuk
Su 28,1 32,1 15,7
Yag 36,5 55,6 9,9
Protein 4,6 3,6 4,2
Azotsuz Ekstre 52,8 23,7 122
Ham Lifler 4,5 14,1 33,6
Kl 15 3,0 50

Defne meyves perikarp, mezokarp ve endokarpindan sadece endokarpin
laurik asit tasidigi, yuksek kaynama noktali trigliseritlerin ise sadece perikarp ve
mezokarpta goruldigu belirtilmektedir. Perikarp ve mezokarpin yag miktari %53,
endokarpdaki yag miktari yaklasik %26 olarak bulunmustur. Posa %4 ham protein
icermektedir ve hayvan yemi olarak kullanilmaya uygun degildir (Duke, 1987).

Meyve agirliginin %30  unun perikarptan, %70’ inin ¢ekirdekten olustugu,
meyvenin %20-34 sabit yag icerdigi ve yagin %30-35 laurik asit, %10-11 palmitik
adit, %33-40 olelk asit ve %18-32 linoleik asit icerdigi belirtilmistir (Duke,1987;
Pruthi, 1976). Riaz ve Ashraf (1987) defne meyves perikarpinda %1 laurik asit,
%19,3 pamitik asit, %56,5 oleik asit, %21 linoleik asit, %2,5 linolenik asit,
cekirdeginde ise %45,1 laurik, %3,8 pamitik asit, %28,0 oleik asit, %29,1
linolenik asit bulundugunu belirtmektedirler.

Bir baska calismada ise perikarpin %24-55 arasinda yag icerdigi ve
pamitik asitin %19,24, laurik asitin %0-2,7, oleik asitin %56-63 ve linoleik asitin



%14-22 arasinda degistigi ve linolenik asitin %2,5 oraninda bulundugu
belirlenmistir (Duke, 1987).

Tanriverdi (1989), Hatay ve Silifke yores defne meyves sabit yaglari ve
yOrede Uretilen defne meyve yaglarinin yag asitleri bilesimini belirledigi kapsamli
calismada, bitin meyve, perikarp ve cekirdek sabit yaglari ve geleneksd
yontemle elde edilen defne yaglarinin (gar) yag asitleri bilessmini belirlemistir
(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Hatay ve Silifke yoresi defne meyvesi yag asitleri bilesimi (Tanriverdi, 1989)

Bilesenler Silifke Hatay Gar Yagi
% Meyve | Perikarp | Cekirdek | Meyve | Perikarp| Cekirdek | Silifke | Hatay
laurikast | 1781 | 048 6327 | 1793 | 014 4496 | 2310 | 17.78
g‘s'i;'s“ k 053 | 010 169 124 ] 149 | 068 | 064
g;‘tm'“ K 1851 | 2434 523 | 1602 | 2125 | 665 |1500] 1887
g;‘tm'to'e' Kl o055 | 080 ] 043 | 065 ] 048 | 055
Stearik asit | 1,12 1,61 0,70 161 | 163 1,98 114 | 144
olaik asit 3566 | 4413 1203 | 3419 | 4366 | 2177 | 3843 | 3480
bilinmeyen | 1,66 2.10 ; 127 | 190 3 160 | 159
g;‘t"e' k 2341 | 2519 1696 | 2599 | 2940 | 2316 | 1880 | 2330
g;‘t" enik 080 | 116 ; 077 | 137 ; 070 | 0%
Doymus | 597 | 2653 7089 | 3680 | 2302 | 5508 | 4001 | 3873
yag asitleri
Doymamis | - g4 15 | 7137 28,99 61,38 | 75,08 4493 | 5841 | 59,55
yag asitleri

2.3.3. Defne meyvesi ugucu yaginin bilesmi

Tanriverdi, vd. (1992), defne meyves ugucu yaginin %7,2 a-pinen, %3,6
sabinen, %4,9 a-fellandren, %41,7 1,8-sineol, %7,89 terpinen4-ol, %6,1 a-
terpineol+a-terpinil asetat icerdigini tespit etmiderdir (Cizelge 2.4).



Cizelge 2.4. Defne meyvesi ugucu yagi bilesimi (su distilasyonu) (Tanriverdi, vd., 1992)

Bilesenler % Bilesenler %
a-pinen 7,21 b-kubeben 0,09
Kamfen 0,53 Linalol 0,22
Hekzenal 0,08 bornil asetat 0,33
b-pinen 3,95 terpinen-4-ol 7,89
Sabinen 3,65 b-karyofillen 1,96
Mirsen 0,03 dihidrokarvil asetat 0,44
a-fellandren 4,92 a-terpineol +a-terpinil asetat 6,10
a-terpinen 0,19 germakren-D 1,19
Limonen 1,39 d-kadinen+g-kadinen 1,61
1,8-sineol 41,70 mirtenol 0,06
cis-b-osimen 0,07 nerol 0,03
gterpinen 0,26 2,4-dekadienal (E,E) 0,11
trans-b-osimen 1,79 trans-karveol 0,23
p-simen 2,08 p-simen-8-ol 0,21
a-terpinolen 0,13 etil laurat 0,20
cis-2-heptenal 0,10 pagulan 0,30
6-metil-5-heptan-2-one 0,16 p-menta-1,4-dien-7-ol 0,05
oktenil asetat 0,02 elamol 0,09
cis-linalol oksit 0,08 spatulenol 0,12
a-kubeben 0,04 b-6desmol 0,17
oktil asetat 0,04 etilpal mitat 0,23
a-kopaen 0,19




3. OTOOKSIDASYON ve ANTIOKSIDANLAR

3.1. Otooksidasyon ve Lipid Oksidasyon M ekanizmasi

Yaglar ve yag iceren besinler havadaki oksijenin etkis ile oksidasyona
ugramaktadirlar. Oksijen, besinlerin yag, karbonhidrat ve proteinlerine etki
ederek, az ya da cok kalitelerinde azalmalara neden olmaktadir. Besin bilesenleri
ile hava oksjeni arasinda meydana gelen tepkimelere otooksidasyon denir
(Cakmakci ve Celik, 1998). Bu olay baslangi¢, cogalma ve sonu¢ asamalarindan
olusmaktadir. Badangi¢ asamasinda serbest radikallerin olusmas icin gerekli
aktivasyon; is, isk veya kimyasa enerji ile saglanmaktadir. Bu asamada
doymamis lipid molekilti (RH), hidrojen ayrilmasi yolu ile serbest radika (R-)
haline dontsmektedir (Altug, 2001 ve Keskin, 1975). Cogalma asamasinda olusan
radikal oksijen ile cok cabuk reaksiyona girer. Bu reaksiyon difiizyon ile kontrol
edilmektedir. Olusan peroksi radikal (ROO-) doymamis lipid molektlinden (RH)
hidrojeni alir. Bu olay yeni lipid radikalerinin (R-) olusmasina ve zincir
reaksiyonunda aktivitenin devamini saglar. Zincir reaksiyonunda olusan hidroks
peroksitler (ROOH) tatsiz ve kokusuzdurlar. Hidroperoksitler ¢cok ¢abuk bozulup
akoks radikalerini (RO-) olustururlar. Bu radikaller de lipid molekiltnden
hidrojeni dirlar ve cogalma basamaginda yeni zincir reaksiyonunun baslamasina
katkida bulunurlar (Risch ve Ho, 1997). Sonu¢ basamaginda tum radikaller
birbirleri ile baglanip radikal olmayan trtinler meydana getirirler.

Lipid oksidasyonunda meydana gelen reaksiyonlar:

Badangic :X +RH —» R + XH (3-1)
GCogdma R + O, —» ROO-: (3-2
ROO- +RH —» ROOH + R (3-3)
ROOH — RO- + ROO- +HO (39

Sonu¢ : R ,RO-,ROO-_, stabil bozunma trdnleri (3-5
(aldehit, keton, akol, vb)
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RH : Yag asdi esterleri

R: . Yag asidi serbest radikalleri

ROOH : Yagasidi hidroperoksitleri

ROO- : Peroksit yapisindaki serbest radikaller (Larson, 1997).

Bilinen baslica serbest radikaller (Saldamli, 1998):
1- Su peroksit radikalleri (O2-)

2- Hidroksil radikali (HO-)

3- Alkoksil radikali (RO-)

4- Peroksit radikali (ROO:)

5- Nitrikoksit radikali ~ (NO-)

Doymamis yag aditlerinin oksidasyonu sirasinda meydana gelen ilk
Urdnler hidroperoksitlerdir. Ikincil oksidasyon drtnleri karbonil ve karboksi
bilesikleridir. Bu bilesikler gidalarin istenmeyen tat ve kokularinin artmasina
neden olurlar (Risch ve Ho, 1997).

Oksidasyona yol agan veya onu hizlandiran reaktiflerin basinda oksijen
gelir; ayricaisik, sicaklik, demir ve bakir gibi metal iyonlari, bir takim pigmentler
ve doymamidlik dereces oksidasyonu hizlandirmaktadir (Koseoglu ve ark., 1996).
Bu faktorler ortadan kalktigi taktirde oksidasyon onlenebilmektedir. Ancak
pratikte bu mumkiin olmamaktadir. Dolayisiyla, oksidasyonu disaridan herhangi
bir madde katmadan ©6nlemek cok zordur. Oksidasyonun fiziksel yontemlerle
Onlenemedigi durumlarda antioksidanlar katki maddesi olarak kullanilmaktadir
(Cakmakgi ve Celik, 1998).

Yag ve yag iceren besin maddelerinin oksidasyonu, yalnizca neden
olduklari tat ve koku bozulmaari yoninden Onem tasimaz. Bunun yaninda
oksidasyon sirasinda degisik tepkime Urinlerinin insan sagligi acisindan tehlike
olusturmasi s6z konusudur.

Y aglarda olusan oksidatif tepkimeler, olusum sekil ve kosullarina bagli
olarak, kimyasal veya enzimatik olabildigi gibi, otokatalitik, termik oksidasyon ya
dabunlarin karisimi seklinde de ortaya cikabilmektedir (Pekin, 1979).
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3.2. Otooksidasyonun Engellenmesi ve Antioksidanlarin Etki M ekanizmasi
Fenolik OH grubu iceren tim antioksidanlar, gida maddelerinde asagida

verilen tepkime esitliklerine uygun olarak iderler.

R + AH — RH +A- (3-6)
RO- + AH — ROH  +A. (3-7)
ROO- + AH —— ROOH +A. (3-8)
R- + A — RA (3-9
RO- + A —» ROA (3-10)
ROO- + A —» ROOA (3-11)

Ilk Uc tepkimeye gore antioksidanlar besinde olusan radikallerle
tepkimeye girerler ve fenoks radikallerini olustururlar ki bunlar stabil
maddelerdir. Diger taraftan bu antioksidanlar, son ¢ esitlikte goruldiugu gibi,
hidrojen verdiklerinde, olusan kendi radikalleri vasitasiyla ortamdaki alkoks ve
peroksit radikallerini  de bagladiklarindan, otooksidasyondaki  zincir
tepkimelerinin kirilmasini ve durmasini saglarlar. Clnki antioksidan radikalleri
ile son ¢ tepkime sonucu olusan Urinler de doymamis bilesenlere kiyasla daha
stabil maddelerdir.

Bir antioksidan molekilt en ¢ok iki radikalde olusacak zincir tepkimesini
bloke edebilmektedir. Ancak antioksidanlar yalnizca aktif radikal yakalamazlar,
bunun yaninda ortamda hidroksi ve hidroperoksitlerin olusumunu da baski altina
adirlar (Saldamli, 1998).

Otooksidasyonu onleyebilmek icin cesitli inhibitor madde veya madde
grubu kullanilabilir. Otooksidasyonu inhibe edici maddeler etki mekanizmasina
gore Cizelge 3.1.’de siniflandirilmistir (Pokorny, 1991). Oksidasyonu inhibe edici
dogal madde kaynaklari ise Cizelge 3.2' de verilmistir (Pokorny, 1991).



Cizelge 3.1. Lipid oksidasyonu inhibe edici madde/madde gruplari

Inhibitor Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar Serbest radikallerle reaksiyona girerek zincir reaksiyonun ¢ogalma
basamagini engeller

Sinerjistler Antioksidan aktivitesini arttirir

Geciktiriciler Serbest radikaller olusmaksizin hidroperoksitleri azaltirlar

Metal Stpiriciler Serbest radikallerin olusumunu katalize eden agir metalleri engellerler

Tekli-oksijen tutucular Serbest radikal reaksiyonunu baslatan tekli oksijeni deaktivite ederler

Cizelge 3.2. Oksidasyonu inhibe edici dogal madde kaynaklari

Kaynak Oksidasyonu Inhibe Edici Dogal Madde/M adde Gruplari

Y aglar ve yagli tohumlar Tokoferol ve tokotrienoller, susam, zeytin yagi recinesi,
fosfolipitler

Y ulaf ve piring Cesitli lignin tirevleri

Meyve ve sebzeler Askorbik asit, hidroksikarboksilik asitler, flavonoitler,
karotenoidler

Bitki, baharat, cay ve kakao Fenolik maddeler

Protein ve protein Urinleri Amino asitler, dihidroksi pridinler, Meillard reaksiyonu
hidrolizatlari

3.3. Antioksidanlar

Besinlerde oksidatif bozunmayi 6nleme calismalari yaklasik 70 yil dnce
basamistir. Cesitli dogal maddeler kullanilmis olsa da kisa slre sonra bu
maddelerin yerini daha ucuz ve kolay elde edilen ve yiksek antioksidan etkilere
sahip sentetik antioksidanlar amistir. Gida givenlik yasalarinin  gtindeme
gelmesiyle gidalarda kullanilan sentetik kimyasallarin hayvanlar Uzerindeki
etkilerinin test edilmes gerekmistir. Bu idem ¢ok kompleks, zaman dlici ve
pahali toksikolojik calismalari gerektirmistir. Son otuz yil icinde de gerek
tiketiciler, gerekse yasa koyucular sentetik kimyasallarin guvenligi deneylerle
saptanmis olsa da doga aternatifleri kadar guvenli olamayacagi ile ilgili
endiseleri giindeme getirmistir. Dolayisi ile Ureticiler pahali testleri gerektiren ve
tiketici tarafindan kullanilmasi stphe ile bakilan sentetiklerin yerine dogal
maddel eri tercih etmeye basdamistir (Pokorny, 1991).
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3.3.1. Insan metabolizmasinda oksidatif stresveantioksidanlarin roli

Insan vicudunda oksijen kullanimindaki normal islemler sirasinda bazi
etmenlerin tesviki ile; slperoksit (O-), hidroksil (OH-), peroksil (ROO-),
alkoksl (RO-), nitrik oksit (NO ) kokleri ile hidrojen peroksit (HOy),
peroksinitril (ONOO™) ve singlet oksijen (O,) gibi aktif oksijen (AO) formlari
olusmaktadir. Radyasyon, gazlar, agir metaller gibi cevre kirleticiler ile tedavi
amacli kullanilan bir cok ilag vicutta etkilesme girerek AO olusumuna neden
olmaktadir. Bu dis etmenlere ilave olarak vicutta antimikrobiyal savunma sistemi,
atedi iltihabik durumlar, kanser olusumu, yorgunluga sebep olan agir egzersiz
durumlari da AO olusumunu esvik etmektedir. AO birikimi bir antioksidanla
engellenmedigi  taktirde, insan metabolizmasinda oksidatif strese neden
olmaktadir (Sivritepe, 2000).

Oksidatif stres, normal metabolik fadiyetlerin devam ettirilmes igin
gerekli olan AO-antioksidan dengesini AO lehine bozarak; DNA, protein,
karbonhidrat ve lipidlerde bozunmaya yol agmaktadir. Sayilan bilesiklerdeki bu
bozunmalar, hiicre membraninin hem yapisini hem de fonksiyonlarini bozarak, bir
cok dejeneratif hastaliga neden olmaktadir. Bugln literattirlerde 50’ nin tzerinde
hastaligin AO’larla ilgili oldugu bildirilmektedir. Bunlar arasinda yaslanma,
katarakt, kanser, asiri trombosit kimelenmesi, kan akiminin azalmasi (iskemi),
aterosikleroz gibi dolasim ve kalp hastaliklari en énemlileridir. Uzerinde en fazla
durulani aterosikleroz yani damar sertligidir (Sivritepe, 2000).

Insan sagligi bakimindan antioksidan fonksiyonlari ile 6n plana ¢ikan
metabolitler; vitaminler, karotenoidler ve fenollerdir. Bu metabolitlerin asil
kaynagi gunlik diyetimizde yer alan besinlerdir. Ozellikle bitkilerin farkli organ
ve dokularinda dogal olarak bulunan antioksidanlar, direk bitkilerin veya
bunlardan elde edilen farkli Urinlerin tuketilmes yoluyla ya da bitkilerden ekstre
edilen antioksidanlarin farkli sekillerde idenerek ticari anlamda insanlarin
kullanimina sunulmasiyla gunlik yasantimizda onem kazanmis, hatta populer
olmusdlardir (Sivritepe, 2000).
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3.4. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar kaynaklari bakimindan doga ve sentetik antioksidanlar
olmak Uzere ikiye ayrilirlar (Shadidi, 2000).

3.4.1. Sentetik antioksidanlar

Yaglarin oksidasyon ve mekanizmaarinin anlasiimas ile birlikte,
oksidasyonu 6nlemek konusunda pek cok calisma gerceklesmistir. Bu amacla
tokoferoller ve askorbik asidin dogala 6zdes formlari veya turevleri sentezlendigi
gibi, doga yapi ile ilgis olmayan yapay antioksidanlar da Uretilmistir. 1940’
yillardan itibaren ylzlerce yapay antioksidan madde sentezlenmesine ragmen,
bunlarin ancak az bir kismi gunimizde kullanilmaktadir (Altug, 2001).
GUnUmuzde gida drUnlerinde yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar
Bdtillenmis hidroks anisol (BHA), Butillenmis hidroks toluen (BHT), Tersiyer
bitilhidro kinon (TBQH) ve propil galat (PG)’tir. Genel 6zellikleri Cizelge

3.3'deverilmistir.

Cizelge 3.3. Sentetik antioksidanlar ve 6 zellikleri (Shadidi ve Naczk, 1995)

Ozellikler BHA BHT PG TBHQ
Erime Noktasi (°C) 50-52 69-70 146-4-148 126-128
Sinerjism BHT ve PG BHA BHA

COozunurlUk (w/w%)

u 0 0 1'den kiglk 1'den kiiglk
Propilen Glikol 50 0 6,5 30
Misir Yagi 30 10 0 10
Gliserol 1 0 25 1'den kiuiguk

3.4.1.1. Butillenmis hidroksi anisol (BHA)

Bdtillendirilmis hidroksianisol, (C11H160 2); Sekil 3.1'de de goruldugi
gibi 3-tersiyer-bitil-4-hidroksianisol (%90) ve 2-tersiyer-butil-4- hidroksianisol
(%10) izomerlerinin karisimi halinde bulunmaktadir (Altug, 2001).
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OH

C(CH3)3

OCHs

Sekil 3.1. Bitillenmis hidroksi anisol

BHA beyaz, mumsu Kkati bir yapiya sahiptir. Erime noktas yaklasik 48-
63 °C olan hem hayvansa hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda
¢Ozinmeyen bir yapiya sahiptir. BHA’ nin yapisindaki hidroksil gruba karsi orto
veya meta pozisyonda yer aan tersiyer bitil grup nedeni ile “engelleyici fenol”
adini alir. Bu sterik engelleme nedeni ile BHA'nin bitkisel yaglarda etkis azdir.
Ayrica firinlama veya kizartma gibi yUksek sicaklik idemleri uygulanan yaglarda
kullanildiginda, kolaylikla  algilanabilen keskin  bir  fenolik  kokusu
olusturmaktadir. Bunun yaninda BHA yiksek konsantrasyonlu alkali metal
iyonlari (sodyum ve potasyum gibi) ile temas ettiginde pembe bir renk alir
(O'Brien, 1998).

BHA, bitkisel yaglarda etkin bir antioksidan olmamasina ragmen,
genellikle diger antioksidanlarin bir arada kullanilmasi ile elde edilen sinerjist
etkiden, hem de BHA’'nin kullanildigi Grind  koruyucu  etkisinden
faydalanilmaktadir (Altug, 2001).

3.4.1.2. Butillenmis hidroksi toluen (BHT)

Sekil 3.2°de kimyasal yapis gorulen btillendirilmis hidroksitoluen,
(C15H240), (2,6-di-tersiyer-buitil-4-metil fenol) beyaz renkli ve kristal yapida bir
madde olup, 760 mmHg basincta kaynama noktasi 265 °C, erime noktasi 69,7
°C'dir (Altug, 2001).
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OH

(H3C)sC
C(CH3)s

CHs;

Sekil 3.2. Biitillenmis hidroksi toluen

BHT de BHA gibi hem bitkisel hem de hayvansa yaglarda ¢tziinen,
suda ¢6ziinemeyen bir yapiya sahiptir. Yine BHA gibi hayvansal yaglarda etkisi
bitkisel yaglardaki etkisine gére daha fazladir. BHA ve BHT sinerjist bir etki
gosterirler (O’ Brien, 1998).

3.4.1.3. Propil gallat (PG)

Propil gdlat (PG) ticari olarak galik asidin propil akol ile
esterifikasyonu sonucu uretilir. Esterfikasyondan sonra fazla alkol U uzaklastirmak
icin distilasyon islemi uygulanir. PG beyaz renkli kristal toz halinde bir madde
olup suda az ¢oéziinir, erime noktasi da 148 °C'dir. PG yiksek sicakliklarda
ozelligini kaybeder ve bu nedenle 190 °C'yi asan kizartmalar icin uygun degildir.
Sekil 3.3 de kimyasal yapis gortlmektedir (Shadidi ve Nazck, 1995).

OH

HO OH

Sekil 3.3. Propil gallat
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PG demir iyonlari ile mavi-siyah renkte bir kompleks olustururlar. Bunu
Onlemek icin PG daima sitrik asit ile birlikte kullanilir. BHA ve BHT ile iyi
sinerjist etki gosterirler. Fakat bu TBHQ icin gecerli degildir.

PG bhitkisel ve hayvansal yaglarda, et Uriinlerinde, taze ve dondurulmus
sadlam ve sosiderde antioksidan olarak kullanilir. Sakizlarda kullanimina izin
verilen oran ise %0,1 den disuktir (Shadidi ve Naczk, 1995).

3.4.1.4. Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ)

Tersiyer butilhidrokinon, (C10H140; ), yaglarda orta derecede, suda ise
cok az c¢ozinebilen, beyaz ile sarimsi kahverengi arasi renkte, kristal yapida bir
madde olup, erime noktasinin 127 °C oldugu bilinmektedir. Sekil 3.4’ de kimyasal
yapis gorilmektedir (Altug, 2001).

OH

C(CHj3)3

OH

Sekil 3.4. Tersiyer bitilhidro kinon

Amerika Birlesk Devletleri (ABD) Gidave lla¢ Idaresinin (FDA) yaptigi
calismalar sonucunda etkili bir antioksidan oldugu belirlenen TBHQ"un
kullanimina ilk kez 1972 yilindaizin verilmistir (Altug, 2001).

TBHQ doymamis hitkisel yaglarda kullanildigi zaman diger
antioksidanlara gore daha etkilidir ve bir cok avantglari vardir. Bunlar;

a) Demir ihtiva eden ortamda kullanildigi zaman renk degisimine
ugramaz.

b) Yaglarda kullanildigi zaman tadi ve kokusu fark edilmez.

¢) Yaglarda cok iyi ¢coziinebilme 6zelligine sahiptir.
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d) Hayvansal yaglarda, kimes hayvanlarinda ve bitkise yaglarda
etkilidir.

€) Firinlanacak ve kizartilacak Urtnlerde de kullanilabilir.

f) Tokoferollerden dahaiyi stabilite etkisine sahiptir.

TBHQ, BHA ve BHT yaklask olarak ayni uguculuga sahiptir. Fakat
TBHQ digerlerine gore daha yiksek oksidatif kararliliga sahiptir. Bu nedenle
kizartilacak besinlerde daha fazla kullanilir. TBHQ' nun istenmeyen 6zelligi bazi

protein ve sodyum tuzlari olan ortamda renk bozulmasina ugrar (O’ Brien, 1998).

3.4.2. Dogal antioksidanlar

Gida oksidasyonunun  dogal inhibitorleri genelde bitkisel bazli
maddelerden elde edilmektedir. En fazla aktif olan dogal antioksidanlar fenolik ve
polifenolik bilesiklere aittir. Bu bilesikler bitkinin her boliminde bulunabilir.
Tokoferoller, karotenoidler ve C vitamini hayvan dokularinda ve bitkilerde sikca
bulunabilen diger bilesik gruplaridir (Shadidi, 2000).

Dogal antioksidanlarin faydalari genel olarak su sekilde 6zetlenebilir:

a Duzenleyici gjanlar sayesinde inkar edilemez bir givenirlige sahiptir

(GRAYS).

b- DUnya capinda 6zellikle Japonya ve Avrupa da kabul gormektedir.

c- Dogal etiketlere sahiptir.

d- Kullanim seviyeleri daha yiksektir (GMP).

e- Daha az ugucwurlar.

Dogal antioksidanlarin sentetik olan antioksidanlara gore bazi avantajlari
ve dezavantgjlari mevcuttur. Tiketici tarafindan kimyasal olmadigi icin guvenli
olarak kabul edilmesi bunlarin en buylk avantgjlaridir. Ancak saflastirildigi
zaman daha etkili olurken maliyeti de artmaktadir. Eger bir gida maddes
“guvenli” (GRAS) etiketi adiysa guvenlik testi yapilmasina gerek duyulmaz.
Ancak dogal antioksidanlar da bazen gidada istenmeyen renk, koku ve tat
birakabilirler (Pokorny, 1991).



19

3.4.2.1. Tokoferoller

Tokoferoller dogada en yaygin olarak bulunan monofenolik ve lipofilik
bilesklerdir. Dogada sekiz farkli tokol bulunmaktadir. Bunlar E vitaminin
aktivitesine sahiptir. Bunlarin hepsi veya bir kismi yenilebilir yaglarin iginde
bulunur. Tokoferoller ve tokotrienoller (tokoller) kroman halkasindaki metil
gruplarinin sayis ve pozisyonuna gore a, b, g, d seklinde siniflandirilir. a izomeri
5,7,8,-trimetil; b izomeri 5,8-dimetil; g izomeri 7,8-dimetil ve d izomeri 8 metil
seklindedir (Shadidi, 2000) (Sekil 3.5).

Tokoferollerin yan zincirleri doymus, tokotrienollerin ise yan zincirleri
doymamistir.  Tokollerin  antioksidan  aktivites kimyasal yapisnha ve
konsantrasyonuna baglidir. Tokoferollerin genel olarak antioksidan aktivite
gralamas d-> ¢g-> b-> a- seklindedir. Tokoferollerin antioksidan aktivites
sicakliga buyuk olcide baglidir. Tokoferollerin ¢ok yuksek konsantrasyonlarda
kullanilmasi da sakincalidir. Cunku tokoferoller yuksek konsantrasyonlarda
oksidasyonu desteklemektedirler. Tokotrienollerin  antioksidan  aktivites
tokoferollerinkinden daha fazladir. Ornegin a-tokotrienol a-tokoferole gore

yaklasik 6,5-60,0 kat daha fazla antioksidan aktivitesine sahiptir (Shadidi, 2000).

Turevleri Ry R, Rs

Alfa- Tokoferol CHs; CHs CHs;
Beta- Tokoferol CHs H CHs
Gama- Tokoferol H CHs CHs
Delta- Tokoferol H H CHs

Sekil 3.5. Dogada bulunan tokoferol tlrevlerinin kimyasal yapilari



Hucre membranlarinda yeralarak, hticreyi koruyan ve hticre i¢cine madde
giris cikisini dizenleyen vitamin E, kirmizi kan hicrelerinin olusumu icin de
mutlak gereklidir. Hidroksil, alkoksil, peroksil kdkleri ve singlet oksijen gibi aktif
oksijen formlarinin neden oldugu oksidasyon zararindan hicre ve dokulari
koruyarak antioksidan rol oynar. Ozellikle peroksil kokleri ile reaksiyona girerek,
hicre icinde ve duvarlarinda yaglarin oksidasyonunu engeller. Dolayisiyla
LDL’leri (dusik yogunluklu protein) de oksidasyondan koruyarak, damarlarda
kopuk hicrelerinin ve yagli bantlarin olusumunu azaltir. Ayrica kanser riski ve
gelisminde koruyucu etkisinin oldugu; aktif oksijen birikiminin neden oldugu
yaslanma ile sonuglanan patolojik degisimleri engelledigi; katarakt gelisimini bir
dereceye kadar durdurabildigi hatta geri cevirebildigi bildirilmektedir ( Sivritepe,
2000).

Vitamin E'nin temel kaynagi yag icerigi zengin olan sert kabuklu
meyveler, tohumlar, bitkisel yaglar ve margarindir. Yesil yaprakli sebzeler de az
miktarda vitamin E icermektedir (Shadidi, 2000).

3.4.2.2. Askorbik asit vetuzlari

Dogal olarak meyvelerde ve sebzelerde bir vitamin olan L-askorbik asit
(C vitamini-CgHgOg), beyaz veya sari rerkte, kokusuz, kristalims bir yapidadir.
Erime noktasi 190 °C civarinda olan askorbik asit, suda tamamen ¢oziiniirken,
etanolde biraz, dieter cozeltisinde ise hic ¢ozinmemektedir. Askorbik asit,
Ozellikle konserve veya siselenmis Urtinler gibi tepe boslugu olan gidalarda
oksijen tutucu olarak kullanilmaktadir. 1cn? tepe boslugunda bulunan oksijeni
tutabilmek icin yaklasik olarak 3.5 mg askorbik asit kullanilmas gerekmektedir.
Havadan veya besinden oksijenin uzaklastirilmasi sirasinda askorbik asit
dehidroaskorbik asit formuna donismekte ve bdylece antioksidan etkisini
gostermektedir. Sekil 3.6'da kimyasal yapis gorilmektedir (Altug, 2001).
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OH OH
\/C=C/ Cl)H
Oo0—=C \CH—C—CHZOH

Ny
H

Seil 3.6. Askorbik asit (Vitamin C)

Askorbik asidin tuzlari olan sodyum askorbat (CgH7OgNa) ve potasyum
askorbat (CsH7O6K) da cesitli besinlerde oksijen tutucu 6Ozellikleri nedeniyle
oksidasyonu 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir (Altug, 2001).

Et mamullerinin Uretiminde anti mikrobiyal bir madde olarak kullanilan
nitrit ve nitratin, etteki serbest amin bilesikleriyle birleserek kanserojenik bir
bilesik olan nitrozaminlerin olusmasini engellemek icin askorbik asit ve sodyum
askorbat kullanilmaktadir. Bu katkilar ortamdaki aminler ile nitrit ve nitratlarin
reaksiyona girmesini engeller (Cakmakgi ve Celik, 1998).

Antioksidanlar hekzanda c¢oziinirken yalnizca askorbik asit suda
¢Ozunmektedir (Jorge vd, 1997).

3.4.2.3. Karoten

Son bir kag yilda karotenoitlerin antioksidan 6zelliklerinde artan bir ilgi
mevcuttur. Karotenoitler bir zincir kirici antioksidan 0Ozelligine sahiptir. Son
yillarda yapilan calismalar ve Urin anaizleri gostermistir ki, karotenoitlerin
serbest radikal yeme mekanizmalari oldukga karmasiktir. Karotenoidler en az iki
paralel yolla serbest radikallerle reaksiyona girmektedir.

() Karotenoit ile serbest radikal arasinda baska bir maddenin olusmasi

(i) Karotenoit radikal katyonu olusturan elektron transferi

Fenolik bir bilesikle yag turevli serbest bir radikal arasindaki reaksiyon
ile olusan fenoksilik radikaler karotenoitlerle tepkimeye girerler. Boylece

proteinler gibi biyomolekillerin oksidasyonunu 6nlemis olurlar. Fenolik



antioksidanlar ile karotenoitler arasinda bir sinerjizm mevcuttur. Beta karoten

(Sekil 3.7) bitki kimyasinda en yaygin olarak bulunan karotenoit tirevidir.

X

'S
Sekil 3.7. Beta karoten

3.5. Fenolik Antioksidanlar

Gidalardaki basit fenoller fenolik karboksil asidin dekarboksilasyonu
sonucunda olusmustur (Shadidi, 1995). Fenollerin insan sagligi  bakimindan
antioksidan 0ozellik tasidigi, 1990'li yillarda yapilan arastirmalarda ortaya
konmustur. Farkli kiltirlere sahip 7 Ulkenin 16 bolgesi secilerek yapilan bir
arastirmada; yore halklarinin 1960’ lardan bu yana tukettigi flavonoit miktarlari,
yeme aliskanliklarina uygun olarak diyetlerinde yer alan gidalarin analiz
edilmesiyle tahmini olarak belirlenmistir. Ayni zamanda, bu bolgelerde son 25
yilda kroner kalp hastaiklari ve kanserden olenlerin oranlari da tespit edilmistir.
Elde edilen sonuclar, yeterli miktarda flavonoit aimi ile kroner kap
hastaliklarindan 6ltm orani arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir
(Sivritepe, 2000).

Fenolik bilesikler ikincil bitki Grtnlerinin cok genis bir grubunu
olusturmaktadir. Kimyasal yapilari ve reaktiviteleri birbirinden farklilik gosterir.
Oldukca basit bir yapiya sahip olan kafeik asitten ¢cok daha karmasik polimer bir
yapiya sahip tanenlere kadar genis bir aani icine alir (Shadidi, 1995). Fenolik
asitlerin  antioksidan aktiviteleri kimyasal yapilarina baglidir. Polimerik
polifenoller basit monomerik fenoliklere gore daha potansiyel bir antioksidan
etkiye sahiptir. Yani polimerizasyon derecesi arttikca stper oksit slplrme
aktiviteleri de o kadar fazladir (Mortensen ve Skibsted, 1997; Shadidi, 1995).



3.5.1. Fenolik asitler

Hidrobenzoik (Sekil 3.8) ve hidrosinnamik asitleri (Sekil 3.9.) temsil
eden tirevleri bitkisel kokenli gidalarin iginde bulunan fenolik asitlerdir. Bu
tirevler aromatik halkalarindaki hidroksilasyon ve metoksilasyon tiplerine gore
degismektedir (Shadidi, 1995).

Benzoik asit tdrevleri lignin ve taren gibi kompleks yapilara sahip
fenolik asitler icinde daha yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica organik asitlerin
ve seker tlrevlerinin yapisini da olusturmaktadir. Bitkisel gidalarda sinnamik
aside oranla daha az gorulen benzoik asit sogan, kara bogurtlen, cilek ve kus
UzUma gibi meyve ve sebzelerde bulunmaktadir (Shadidi, 1995).

R1
R, ——COOH
Rs

Asit Ry R> Rs

p- hidrobenzoik H OH H
Protokatesik H OH OH
Vanilik CH3O OH H
Sirincik CH30 OH CH30
Gallik OH OH OH

Sekil 3.8. Benzoik asit tlrevleri
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Ry
R, CH=—CH—COOH
3
Asit R Ro Rs
p- kumarik H OH H
Kafeik H OH OH
Ferulik CHsO OH H
Sinapik CH30 OH CH30O

Sekil 3.9. Sinnamik asit tirevleri

Sinnamik asit turevleri bitkisel kaynakli gidalarda olduk¢a sik bulunan
bir fenolik asit grubundandir. Elma, domates, kayisi ve bogurtlende %75'ten fazla
bulunmaktadir. Ancak p-kumarik asit ananasta ve turuncgillerde en ¢ok bulunan
sinnamik asit tUrevidir (Shadidi, 1995).

3.5.2. Flavonoitler (Flavan tirleri)

Flavonoitler genelde yasayan hicrelerde glikozit olarak bulunurlar ve
enzimlerle, asit ve sicaklikla aglikona ve sekere ayrisirlar. Flavonoitler ve
sinnamik asitler ilkel antioksidanlar olarak disunilur ve serbest radikal aicis ve
zincir kirici olarak rol oynarlar (Shadidi, 2000).

Flavonoitler C6-C3—C6 difenilpropan yapisindadirlar ve fenil gruplari
arasindaki Ucli karbon koprisii, oksijenle halka olusturmaktadir. Degisik
flavonoitler arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan ve
doymamisglik derecesinden kaynaklanmaktadir (Saldamli, 1998).

Y apisal olarak bes gruba ayrilirlar:

Flavon ve flavonoller
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Flavanonlar

Antosiyaninler

Katesin ve |6ykoantosiyanidinler
Proantosiyanidinler (Saldamli,1998).

3.5.2.1. Flavon ve Flavonoller

Flavon ve flavon glikozitleri hemen her bitkide bulunurlar ve acik sari
renkli bilesiklerdir. Flavonlar ile flavonollerin arasindaki fark, orta halkadaki
C; atomunda—H veya-OH grubu yer almasindandir.

Flavonol grubu bilesikler de besinlerin glikozit formunda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bunlarin  badlicalari  kemferol, kersetin, mirsetin  ve
izoramnetin'dir (Sekil 3.10) (Saldamli, 1998).

Havonoller Ry Rz Flavonlar Ri R2

( X=0OH) (X=H)

Kemferol H H Apigenin H H
Kersetin OH H Luteolin OH H
Mirsetin OH OH Trisin OCH;  OCH;3;
|zoramnetin OCH; H Krizoeriyol OCHs; H

Sekil 3.10. Flavonon ve flavonol kimyasal yapisi
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3.5.2.2. Flavanonlar

Flavanonlar, flavonlardan orta hakada yer alan bir cift bagla ayrilir
(Sekil 3.11). Flavanon glikozitleri turunggil meyvelerinde gok yaygin olarak
bulunurlar (Saldamli, 1998).

Ry
OH o)
@ OH
R,

OH
O

Sekil 3.11. Flavanon kimyasal yapisi
3.5.2.3. Katesin veldykosiyanidinler

Katesinler, flavan3-ol’lerin, bir OH grubu iceren monomerlerdir ve
flavanoitlerin besinlerdeki en yaygin grubunu olustururlar (Sekil 3.12). Katesinler,
havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerler (Saldamli, 1998).

Ry
OH o
OH
OH R,
OH

Katesin R4 R>

(+)-katesin OH H

(-)-epikatesin OH H
(+)-galokatesin OH OH

(-)-epigallokatesin OH OH

Sekil 3.12. Katesinin kimyasal yapisi
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Loykosiyanidinler, flavan3,4-diol formilinde olup iki adet OH grubu
icerirler. LOykosiyanidinler besinlerde serbest halde bulunmazlar. Sekil 3.13'de
kimyasal yapilari gorilmektedir (Saldamli, 1998).

R1
OH )
@ OH
| OH R,
OH OH
L dykoantosiyanidinhidr at R1 R>
Loykoasiyanidinhidrat OH H
L 6ykodelfinidindinhidrat OH OH

Sekil 3.13. Loykoantosiyanidinhidrat kimyasal yapisi

3.5.2.4. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, dogal olarak genelde antosiyanin adi verilen glikozit
formunda bulunurlar. Meyve ve sebzelerin kirmizidan mora kadar degisen tipik
renkleri bu antosiyanidinlerden kaynaklanmaktadir (Saldamli, 1998).

Antosiyaninler bitki alemindeki maddeler icinde suda ¢Ozinen
pigmentler olarak bilinirler. Dogada 3-monoglikozit veya 3,5-diglikozit olarak
bulunurlar. Antosiyaninlerde ikinci glikozil grubunun bulunmasi bunlarin
absorpsiyon araliklarinda karakteristik bir kaymaya neden olur. Bu 06zellik
antosiyaninlerin spektral olarak belirlenmesinde bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
Antosiyaninlerin  hidrolizinden sonra kalan aglikona antosiyanidin denir.
Dogadaki bir cok antosiyanin perlargonidin, siyanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin ve malvidin glikozitleri olarak bulunur. Pelargonidin gibi bazi 6nemli
antosiyanidinler cilek ve turpta, siyanidinler elma ve kirmizi lahanada, malvidin
ve delfinin ise Uzimde bulunur. Bu antosiyanidinlerin temel yapisinda flavilyum
katyonu vardir (Shahidi, 1995).
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Siyanidin dogada en yaygin bulunan antosiyanidindir ve en ¢ok tuketilen
meyvelerin yaklasik %90’ inda saptanmistir. Sekil 3.14’de besinlerdeki baslica
antosiyanidinlerin yapilari verilmektedir (Saldamli, 1998).

Ry
OH o7
N OH
=
OH R,
OH

Antosiyanidin R1 R
Pelargonidin H H
Siyanidin OH H
Delfinin OH OH
Peonidin OCHjs H
Petunidin OCH; OH
Malvidin OCH3 OCH3

Sekil 3.14. Besinlerde bulunan baslica antosiyanidinlerin yapilari

3.5.2.5. Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler, katesinlerin flavan3-ol yapisinin kimyasal veya
enzimatik olarak dimer, oligomer ve polimerlere kondensasyonu ile olusan
bilesiklerdir. Proantosiyanidinler yaygin olarak bitkisel kokenli besinlerde
bulunurlar (Saldamli, 1998).

3.6. Ideal Antioksidanlarin Ozellikleri
Yaglarin ve yag iceren besinlerin acilasmasini Onleyen antioksidanlarin

etkileri cok degisiktir. Karanlik ortamda klorofil, yaglari antioksidan olarak
korudugu halde aydinlik ortamda tam tersine pro-oksidan etki yapar.



Antioksidanlarin toksik etkilerinin dikkatle goz 6ninde bulundurulmasi
gerekir. Antioksidanlarin toksik etkileri hayvanlar Uzerinde tespit edilmektedir.
Bunun icin denemelerin en az iki ayri laboratuarda ve iki yil stre ile U¢ cins
hayvan Uzerinde yapilmas ve bu hayvanlardan birinin fareden baska bir memeli
hayvan olmas gerekmektedir (Keskin, 1975).

Ideal bir antioksidanda bulunmasi gereken 0Ozellikler su sekilde
siralanabilir:

- Guvenli olmali, toksik olmamalidir.

- Yiyecek icinde birlesmesi kolay olmali

- Distik konsantrasyonlarda etkili olmali

- Istenmeyen koku ve tada sahip olmamali

- Rengi olmamali

- Ucucu olmamali ve isiya dayanikli olmali

- Maliyeti disik olmali

- Yaglarda yapilan pisirme, kizartma gibi isdemlerden sonra etkisini
kaybetmemelidir

- Az miktarda etkili olmalidir

- Yagdakolayca ¢coziinmelidir (Shadidi, 2000).

3.7. Gida Antioksidanlari

Antioksidanlar gida maddelerinin  icinde dogal bilesk olarak
bulunabildikleri gibi gidaya sonradan da katilabilirler. Gida maddelerinde bulunan
baslica antioksidan bileskler Bolim 3.5 de aciklanan fenolik maddelerdir.
Gidalarin bozunmasini 6nleyici ve disaridan katilacak antioksidan maddeler ise
daha cok sentetik antioksidanlardir. Ancak kullanimlarindaki soru isaretleri
sentetik antioksidan maddelerin yerini dogal antioksidanlarin amasi yoniinde
caismaari hizlandirmis olmasina ragmen sentetik antioksidan maddeler
gunumuzde hala biytk bir oranda kullanilmaktadir.

Kati ve sivi yaglar ile yagli gidalar depolanma ve kullanma sliresince
okside olurlar ve olusan cgesitli oksidasyon Urtinleri kotu tat ve kokuya neden olur.
Oksidatif bozunmaya ugrayabilecek besinler sunlardir:

- Yenilebilir yaglar



- Domuz yagi

- Kizartmalarda kullanilan kati ve sivi yaglar

- Kati ve sivi yag iceren proses edilmis gidalar

- St yagi

- Patates gibi kizarmis sebzeler

- Kavrulmus findik

- Sdatasodlari

- Kurutulmus et

- Dondurulmus balik ve balik yagi

- Pastave kekler

- Cikletler

- Konsantre edilmis vitamin preparatlari

- Ucucu yaglar ve tatlandiricilar (Pokorny, 1991).

Gidada en c¢ok kullanilan antioksidanlar bitillenmis hidroksianisol
(BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve terbitilhidrokinon
(TBHQ) dur. Bu antioksidanlar yemeklik yag ve diger gidalardaki yag icerigine
gore makssimum 200 ppm oraninda kullanilmaktadirlar. 1940'li yillarda BHA’ nin
yaglarin oksidasyonunu geciktirmesinin kesfi ile birlikte sentetik antioksidanlarin
gidada kullanilmasina baslanmistir. Antioksidan kullanimi ile demir ve bakir gibi
bazi metallerin zararli etkilerinin giderildigi goéruldd. Sitrik asit (CA),
etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ve tUrevlerinin metal deaktivatorleri olarak
gorev yaptigi bulundu (Sivritepe, 2000).

Daha sonra 1954 te Amerika da BHT nin gidada kullanilmasi onaylandi
ve TBHQ 1972'te piyasaya sunuldu. Buna ragmen gidada kullanilan sentetik
antioksidanlarin kansere neden olabilen etkilerine dair dislnceler gelismeye
baslandi. BOylece Japonya da ve bazi Ulkelerde BHA’nin gidada kullanilmasina
izin verilmedi. TBHQ da Kanada'da, Japonyada ve Avrupa Ulkelerinde
yasaklandi (Sivritepe, 2000).

Gida oksidasyonunun dogal inhibitérleri genelde bitki bazli maddelerden
elde edilmektedir. Ayrica gidadaki kimyasal degisiklerle de elde edilebilirler veya
gida olmayan hilesiklerden de elde edilmektedirler. Buna ragmen serbest radikal

supurticti  6zelligine sahip bir dipeptit olan karnosin gibi dogal antioksidanlarin
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varligi da unutulmamalidir. Karnosin kiimes hayvanlari gibi hayvanlarin kas
dokularinda bulunur. Buna ek olarak vitaminler, mineraller ve enzimler gibi
antioksidanlarda dustunulmelidir (Sivritepe, 2000).

En fazla aktif olan antioksidanlar fenolik ve polifenolik bilesikleri
familyasina aittir. Tokoferoller, karotenoitler ve C vitamini hayvan dokularinda ve
bitkilerde sikga bulunabilen diger bilesik gruplaridir (Shadidi ve Nazck, 1995).

3.8. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlari

3.8.1. Yaglarin peroksidasyonu inhibisyonuna dayali metotlar

Antioksidanlarin  aktivites, yaglarda otooksidasyon sonucu olusan
birincil ve ikincil Urinlere bakilarak belirlenebilir. Genellikle olusumunda
gecikme veya otooksidasyon sonucu olusan ikincil drdnlerin gdzlenmesine
dayanan yontemler kullanilir. Bu yontemler bozulmus besinlere direkt olarak
uygulanabilecegi gibi, antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde de yaglarin
Oonceden belirli kosullarda oksidasyona ugramis olmas gerekir. Yaglarin
oksidasyonu ve buna bagli olarak da stabiliteleri ya normal depolama kosullarinda
saklanan gidalar Uzerinde direkt olarak veya hizlandirilmis stabilite testlerinin
uygulandigi yontemlerle belirlenmektedir. (Shadidi ve Nazck, 1995).

3.8.1.1. Peroksit sayisi

Yaglarin bozunmasinin baslica nedeni, yaglarin kendisinde olusan
oksidasyon olayidir. Oksijen ile doymamis yag aditleri arasinda gergeklesen
reaksiyon sonucu hidroperoksitler olusur. Hidroperoksitler ¢cok cabuk bozularak
aldehitleri olustururlar. Bunlar keskin, hos olmayan tat ve kokulara sahiptirler.
Peroksit konsantrasyonu genelde peroksit sayisi diye adlandirilir. Oksidasyon
veya acimidigin bir 6l¢tsl olarak kabul edilir (O'Brien, 1998). Peroksit sayisi
yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin 6lglisii olup 1 kg yagda bulunan peroksit
oksijenin milimol olarak miktaridir (TS-894, 1975). Peroksit sayisini 6lcen bir ¢cok

analitik yontem vardir. Tum metotlarda sonu¢ ve hassasiyet deneysel kosullara



32

baglidir. En yaygin kullanilan yéntem iyodometrik titrasyondur. |yodometrik
metotta yaglarin peroksit icerikleri asetik asitteki potasyum iyodirden serbest hale
gegen iyodun tiyosilfatla titrasyonu sonucu bulunur. Peroksit sayisinin
belirlenmes igin kullanilan bu yontem tum hayvansal ve bitkisel yaglar igin
uygulanabilmektedir.

Peroksitlerin iyodometrik metotla tayininde badica iki hata kaynagi
vardir. Birincis yagin doymamis baglarinin serbest hale gecen iyodu
absorplamasi, ikincis titre edilmekte olan ¢ozeltideki oksijen tarafindan potasyum
iyodurdeki iyodun serbest hale gecirilmesidir. Ikinci hata genellikle oksijen hatas
olarak adlandirilir. Diger hatalar; numunenin agirligindaki degismeler, sire ve
sicaklik gibi reaksiyon sartlari ve kullanilan ¢oztciiden kaynaklanabilir (Allean ve
Hamilton, 1989).

Peroksit sayisini belirlemek tam olarak yagin kalitesini belirlemez.
Bunun sebebi de peroksidin hemen bozularak diger maddelere dontismesidir. Yag
oksidasyonunda peroksit sayis ve tat dereces arasinda dogrusal bir iliski soz
konusudur. Fakat bu yontem tek basina tat kalitesinin belirlenmes icin yeterli
degildir. Cunki peroksit sayis ilk dnce maksimum degerine ulasir ve depolama
zamani arttikca azalmaya baslar. Bu nedenle yiuksek peroksit sayisi kotu bir tat
anlamina gelirken duslik peroksit sayis her zaman yagin iyi bir tada sahip
oldugunu gostermez (O’ Brien, 1998).

Peroksit sayisinin tayini, oksidasyonun yani sira yaglara ilave edilen
antioksidanlarin etkinliginin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Antioksidan
eklenen ve eklenmeyen yaglar, belirli sicaklik ve cevre kosullarinda tutulup,
periyodik olarak peroksit sayis belirlenerek antioksidanlarin etkinligi ve yaglarin
acilasmaya kars kararliligi saptanabilir (Felekoglu, 2001).

3.8.1.2. Aktif oksijen yéntemi (AOM)

Aktif oksijen yontemi hayvansal ve bitkisel yaglarin  oksidatif
stabilitesini belirlemede kullanilan en yaygin yontemdir. Bu yontem rutin kalite
kontrollerinde ve yeni UrUnlerin arastiriimasinda ve gelistiriimesinde kullanilir.

AOM’ de btkisel ve hayvansal yaglarin bozunmasini hizlandirmak icin is ve



hava uygulanir. AOM testi her yagin acilasmasinin basladigi noktaya kadar
devam ettirilir. Bu degerler hayvansal yaglar icin 20 PV (Peroksit Degeri), bitkisel
yaglar icin 70-100 PV arasindadir (O’ Brien, 1998).

3.8.1.3. Schaal firin testi

Schaal Firin Testi'nin amaci sicaklik artisina bagli olarak olusan
oksidasyona karsi direnci 6lgmektir. Bu testte yagin acilasmaya baslayacagi ana
kadar gecen slre tespit edilir.

Bu testin birkag kusuru bulunmaktadir ki bunlardan biri oksidasyon
sartlarinin yetersiz kontrolUdir. Bir digeri ise kisisel koku ve tat duyusuyla son
noktanin bulunmasidir (Allean ve Hamilton, 1989).

Schaal Firin testinde de diger hizlandirilmis stabilite testlerinde oldugu
gibi dizenegin cok temiz olmas gerekmektedir. Clnkl yaglarin otooksidasyonu
otokatalitik bir olaydir. Eger firinin icinde 6nceki testlerden kalan oksitlenmis bir
yag artigi var ise, bu artik oksitlenmeyi cabuklastirarak numunenin stabilitesinin
dusitk gikmasina neden olacaktir. Bu nedenle numunenin konuldugu cam kap
titizlikle temizlenmelidir. Schaal Firin Testi yaglardan ziyade biskivi ve kraker
drdnleri icin uygulanmaktadir (O’ Brien, 1998).

3.8.1.4. Oksgjen absor psiyon yontemi

Test edilecek numune cam bir kabin icine konur ve kap basinca dayanikli
baska bir paslanmaz ¢elik kabin (bombanin) igine yerlestirilir. Celik kap kapatilir
ve oksijen basinci atinda tutulur. Bombanin tamami kaynar su banyosuna
batirilir. Oksijenin absorpsiyonu ile meydana gelen basing dismesi kaydedici
tarafindan kaydedilir ve zamana karsi grafigi gecirilir. Hizli bir basing diismesinin
gozlendigi ana kadar gegen siire numunenin oksidatif stabilitesini gosterir. Bu
metodun AOM yoéntemine gore bir ¢cok UstinlGgt bulunmaktadir. Bunlar;

. AOM'’e gore 1,5 kat daha hizlidir.

. Bitkisel ve hayvansal yaglarin yaninda yag iceren besinler icin de
uygulanabilir.



. AOM'’ e gore daha kisa slirede sonug vermektedir.
Bu testin tek dezavantgi ayni anda sadece tek bir numunenin test
edilebilmesidir (O’ Brien, 1998).

3.8.1.5. Tiyobarbitlr Uk asit (TBA) testi

TBA yag oksidasyonunun belirlenmes icin kullanilan diger bir
yontemdir. Test peroksit degerinin bulunmas igin uygun degildir (Allean ve
Hamilton, 1989). Metodun esasi, doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu
olusan monoaldehitlerin, asetik asitle ve 2tiyobarbitlrik asitle isitilmas sonucu
olusankirmizi rengin absorbans degerinin spektrofotometrik yéntemle 6lciimiine
dayanmaktadir (Felekoglu, 2001). Ozellikle sivi yaglarin ve domuz yaginin
acimaya badadigi ilk anlari tespit etmek icin kullanilmaktadir (Allean ve
Hamilton, 1989). Bu test yesil cay ve onun ekstresindeki antioksidanlarin aktivite
tayininde kullanilmistir (Koseoglu vd, 1996).

3.8.1.6. Ransimat metodu

Bitkisel ve hayvansal yaglarin bozunumu sirasinda koku ve tat
bakimindan degisiklikler (ransidite) meydana gelmektedir ve bu degisiklikler
amosferik oksijenin neden oldugu kimyasal degisikliklerdir. Bulunduklari
sicakliklarda yavasca olusan oksidasyon proseseri otooksidasyon olarak
bilinmektedir. Doymamis yag asitlerinde radikal reaksiyonlari ile baslar, ¢coklu bir
prosesle Urtnlerin, peroksitlerin, alkollerin, aldehitlerin ve karboksilik asitlerin
bozunmasina kadar ilerler. Ransmat yontemi yaglarin hem sicaklik hem de
oksijen (hava) etkis ile bozunmas hizlandirilmas ve bozunma Urinlerinin suda
absorplanarak suyun iletkenliginin élcilmesinin izlenmesi prensibine dayanir.

Numune 50-220 °C arasinda degisen sicakliklarda bir hava akimina
maruz birakilir. Ucucu oksidasyon drlnleri 6zellikle formik asit hava akimi
sayesinde 6lgme ¢ozeltisi (distile su) icine absorbe edilir. Bu olglim ¢ozeltisinin
iletkenligi strekli olarak kaydedildiginde bir oksidasyon egrisi elde edilir ki bu



egrinin donim noktas indiksyon zamani olarak bilinir. Bu da oksidasyon
kararliligi iciniyi bir karakteristik deger saglar (Joaquin vd., 2004).

Ransditenin bitkisel ve hayvansal yaglarda gelismes otooksidasyonun
bir sonucudur. Asagida siralanan bazi faktérler ransiditenin artmasina neden olur:

. Doymamislik derecesi: Y iksek oranda doymamis bir yag az oranda
doymamis bir yagdan daha fazla reaktiftir.

. Doymamidlik tipi: Ciftli alilik tipi tekli olana gbre daha fazla reaktiftir.
Ornegin esansiyel hayvansal yaglara oleik aside gore daha reaktiftir.

. Cesitli valans metal iyonuna maruz kalmak: Bakir iyonlari demir
iyonlarina gore daha zarar vericidir.

. Islyamaruz kalmak

. Isga maruz kalmak: Florasanlar ampullere gére daha kottdur.

. Oksijene maruz kalmak.

Y asayan bir bitki dokusunda ransiditeye neden olan serbest radikallerin
olusmasi ile ransidifikasyonu 6nleyen dogal antioksidanlarin olusmasi arasinda bir
denge mevcuttur. Ancak oksidatif dayaniklilik proses derecesine, paketleme
kosullarina ve depolama sicakligina bagli faktorlerce kaybolabilmektedir.
Oksidatif dayaniklilik azaldiginda hizli bir otooksidasyon basar (Allean ve
Hamilton, 1989).

3.8.2. Serbest radikal supUrici aktivite tayin yontemleri

Antioksidanlarin serbest radikal stpurtct aktivitelerini 6lgebilmek igin
bir cok yontem gdlistirilmistir. Bu yontemler kullanilarak antioksidanlarin
kapasiteleri  belirlenir. Yaygin olarak kullanilan serbest radika stplrme
yontemleri DPPH, TRAP, FRAP ve siiperoksit anyon siipurme kapasitesinin
belirlenmes yontemleridir (Frankel ve Mayer, 2000).

3.8.2.1. DPPH radikal testi

2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali fenolik antioksidanlarin
aktivite tayini calismalarinda kullanilan en eski sentetik radikallerdendir.



DPPH+AH ___, DPPHH + A (3-12)

Y ukaridaki tepkimeye gore antioksidanlar hidrojeni DPPH- radikaline
verirler. Bu testin siires 10 dakika ile 6 saat arasinda degismektedir. Bu test
polifenolik bilesiklerin antiradikal etkilerini  belirlemekte kullanilmaktadir
(Sanchez vd, 1998).

DPPH testinin kullanimi sinirlidir. Cunk DPPH radikalleri diger
radikallerle (alkil) etkilesirler ve DPPH radikalleri sabit hale gelene kadar gegen
sire dogrusalliktan sapar (Frankel ve Mayer, 2000).

Bu test suyag emilsyon sistemindeki zeytin yagi polifenollerinin
antioksidan aktivitelerinin pH ve demir iyonlarinin etkisiyle ilgili calismada
kullanilmistir (Sanchez vd, 1998).

3.8.2.2. TRAP testi

Toplam radikal yakalama kapasite (TRAP) testi toplam antioksidan
kapasitesini 6lcmek icin gdlistirilmistir. Bu testte 2,2-azobis (2-amidinopropan)
hidroklor (ABAP) plazma antioksidanlarini oksitlemek igin peroksit radikallerini
Uretir ve bu oksidasyon olayi oksijen absorpsiyonu ile gozlenebilir (Frankel ve
Mayer, 2000).

3.8.2.3. FRAP testi

Antioksidan demir indirgeme guct (FRAP) olan bu test direk olarak
antioksidanin  demir  tripiridil-triazine kompleksini (Fe™ — TPTZ) demir
kompleksine (Fe *? — TPTZ) indirgeyebilme kabiliyetini 6lcmektedir. Bu olay
disik pH degerlerinde gergeklesir. Bu durum antioksidanin elektron yakalama
kapasitesi ile dogru orantilidir. FRAP testi antioksidanlarin koruyucu 6zellikleri
konusunda herhangi bir bilgi saglayamaz (Frankel ve Mayer, 2000).
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3.8.2.4. Superoksit anyon stipur tici

Slperoksit radikal anyonu (O2) yag oksidasyonunu direk olarak
baslatamaz. O, stipurict biyolojik ve yag sistemlerinde oksidasyonu engelleyen
tek mekanizma degildir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin O, slpdricu
etkileri vardir. Fakat yag oksidasyonunu onlemek icin etkili degildirler. Bu test
buyuk bir dikkat ile uygulanmalidir. Clnki stiperoksit radikalleri test sliresince
Uremeye badarlar ve dengeye gelme sbz konusu degildir (Frankel ve Mayer,
2000).

3.9. Antioksidanlarin Besinlerde Kullanim Alanlari

3.9.1. Hayvansal yaglar

Y enilebilen ve yenilemeyen kati yaglar ile yiksek oranda hayvansal yag
iceren kati yaglar olarak tanimlanan bu yaglar disiik doymamidliklarinin yani sira,
minimum dogal stabiliteye sahiptirler. Bu yaglar genellikle firinlanmis Urunlere
katilmakta ve antioksidan kullanilabilmektedir. Yaglarin kullandiklari UGrtinde
maksimum koruma gerektiginde yiksek oranda BHA iceren karisimlar kullanmak
gerekmektedir. Ticari uygulamalarda kullanilan en uygun antioksidan
kombinasyonu %20 BHA + %6 propil gallat (PG) + %4 sitrik asit iceren karism
oldugu belirtilmektedir. Bu karism hem raf 6mri, hem de yagin kullanildigi
Urtinde olusturulan stabilite acisindan oldukca etkili olup %10 BHA + %6 PG +
%6 sitrik asit igeren karismlarda hem hayvansal hem de bitkisel yaglar
kullanilarak elde edilen kati yaglarda da kullanilabilmektedir. Hayvansal kati
yaglar blnyelerinde ¢ok az miktarda antioksidan igerdiklerinde bunlara yapilan
tokoferol ilaves oksidatif stabiliteyi oldukca arttirmaktadir.

Antioksidan cozeltilerin hayvansal yaglara ilave edilmes igin bir gok
yontem bulunmaktadir. Yontem seciminde idetme ortami, eritilecek kati yag
miktari ve kullanilacak ekipmanlar gibi faktorler etkili olabilmektedir. Buyuk
uygulamalarda antioksidan karismlari sicak kati yag akiskan oldugu sirada boru
hattina bir pompa ile enjekte edilerek katilmaktadir. Bu teknigin basarili olmas



antioksidan-kati yag karisiminin birlikte dolastigi slire ve dolasimi saglayan
pompanin yarattigi tirbllansa baglidir. Depolama tanklarinda bekletilen az
miktardaki hayvansa yaglara antioksidan direkt olarak ilave edilebilmektedir. Bu
teknikte yag isitilmakta ve blttin yag hareket edebilecegi uygun bir karistirici ile
karistirilmaktadir. Karistirma ¢ok kuvvetli olmamali ancak yagdaki artik havayi
Gikartmaya yetecek sekilde ayarlanmalidir. Karism ile bitin yag harekete
badadigi slrede antioksidan yavas olarak ilave edilmektedir. Homojen bir
karismin saglanmasi igin karistirma yaklask olarak 20 dakika daha devam
etmelidir. Bazi durumlarda da antioksidanlar yiksek konsantrasyonlarda
hazirlandiktan sonra drinlere katilmaktadir (%10 antioksidan iceren yag
karismlari gibi). Sicak haldeki bu antioksidanlar boru hattina ya da direkt ilave
seklinde kati yaglara katilabilmektedirler (Altug, 2001).

3.9.2. Bitkisel yaglar

Bu gruba yenilebilen ve yenilemeyen svi yaglar ile kati yagar
girmektedir. Bu tip yaglar ¢cok yiksek orandaki kimyasal doymamidliklarinin
yaninda genellikle bir miktar dogal antioksidan icermektedirler. Y Uksek
doymamidiklarindan dolayi bitkisel yaglari normal miktarlardaki antioksidanlar
ile stabilize etmenin gicliginin yani sira bazen cok yiksek antioksidan
konsantrasyonlari daha etkili olmaktadir. Bu tip ¢coklu doymamis yaglar icin PG
gibi cok sayida hidroksil (OH) grubu iceren antioksidanlarin uygun oldugu ve
maksimum stabiliteyi saglamak amaciyla bunlarin izin verilen en yuksek
oranlarinda kullanilmalari gerektigi belirtilmektedir.

Yapay antioksidanlarin etkileri konusunda yapilan calismalar
gostermistir ki bitkisel yaglarin stabilitesinde en etkili antioksidan TBHQ'dur.
Bunu PG ve daha sonra sirasiyla BHT ve BHA izler.

Antioksidan karisimlari bitkisel yaglara bir ¢cok uygulamada boru hattina
pompa yardimi ile enjekte edilmektedir. Bir cok metain katalitik etkisini
azaltmak icin askorbik asit ve diger antioksidanlar islemler sirasinda bitkisel
yaglarailave edilmektedir (Altug, 2001).



3.9.3. Yiksek oranda kati yag iceren urunler

Patates cipderi, findik ezmes gibi bu kategoriye giren Urtnler genellikle
yagda kizartilarak elde edildikleri icin %50'ye kadar kati ve sivi yag
icerebilmektedirler. Bu kizartma islemlerinde bitkisel yaglar ve kati yaglar
kullanilmaktadir. Hamur ideri, pastalar ve tatlilar gibi %8-10 yag iceren besinler
de bu gruba dahil edilmektedir. Ancak bu tip durumlarda hazirlama asamasinda
hayvarsal yaglarin kullanilmasi gerekmektedir.

Bu tip besinle antioksidan seciminde kullanilan kati yagin cins ve
drinin  hazirlanma asamasindaki islem sartlarinin  da dikkate ainmasi
gerekmektedir. Yagda kizartma idleminde kullanilan bitkisel yaglarda veya kati
yaglarda %10 BHA+%10BHT+%6 PG + %6 ditrik asit iceren antioksidan
karisminin en fazla etkiyi gosterdigi ifade edilmektedir. Hayvansal kati yaglar
kullanildiginda ve 6zellikle akali ortamlarda (degisk hamur ideri ve firinlanmis
drinler), BHA, PG ve ditrik asit karisimlari uygulanmaktadir. Antioksidan
karisimlarinin bitkisel veya hayvansal yaglara kizartma isleminden 6nce katilmasi
gerekmektedir. Kizartma islemlerinde antioksidan kullanarak yagin bu islemlerde
olusabilecek yuksek sicakliklarda oksidasyonu engellenebilmektedir. Fenolik
tipteki antioksidanlar buharla slriklenebileceklerinden dolayi yagda kizartma
isemleri sirasinda sirekli olarak antioksidan ilavesi gerekmektedir. Modern tip
kizarticilarda besin ve yag orani ¢ok yuksek oldugu icin taze yagin kizartma
isleminde sirekli olarak ilave edilmes Onerilmektedir. Bu sekilde ortama strekli
olarak taze antioksidan da katilabilmektedir (Altug, 2001).

3.9.4. Dusuk orandakati yag iceren besin trunleri

Kahvaltilik hububatlar, dehidre patatesler ve bazi kek karismlari bu tip
besinlerde 6rnek olarak verilmektedir. Bunlar yag icerikleri %1-2 veya daha az
olan bitkisel kaynakli trinlerdir. BHT ve BHA gibi antioksidanlar ile stabilize
edilebilmektedirler. Bu tip besinlerde karsilasilan en onemli problem dusik

miktarlardaki Urlnlerde ve kati yaglarda maksmum raf émrini saglamak icin



BHA, BHT, PG ve ditrik asidin birlikte kullanildigi kombinasyonlarin etkili
oldugunun kanitlandigi belirtilmektedir (Altug, 2001).

3.9.5. Sekerlemeler

Sekerlemelerde  kullanilan  bir  ¢ok katki maddes  kolaylikla
bozunabilmektedir. Ornegin siit tozu, kati ve sivi yaglar, findik, fistik tiri
maddeler ve ugucu yaglar tat ve kokunun kaybolmasina veya istenmeyen kotu
koku olusumuna neden olan degisik tipte bozulmalara maruz kalabilmektedir.
Antioksidanlar degisik tip sekerlemelerdeki acilasmayi engellemek amaciyla
kullanilmaktadir. Antioksidan uygulamasi stabilize edilecek kati yagin tipine bagli
olarak degismektedir (Altug, 2001).

3.9.6. Et veet Urlnleri

Et Urtnlerindeki uygulamalar, antioksidanin parcalanmis etlere dagilmis
olmasi ilkesine dayanmaktadir. Ticari uygulamalarda bu isem BHA ve sitrik asit
iceren bir tuz kullanilarak bu kristalerin ylzeyine dagilmalari ile yapilmaktadir.
Antioksidan katilmis tuz, et emilsiyonu i¢inde karismakta ve boylece yagli doku
icinde ¢ozinmektedir (Altug, 2001).

3.9.7. Balik vebalik trunleri

Dogal baik yaglarinin A ve D vitaminlerince zengindir. Ancak bu
vitaminler oksidatif yan drunleri ile bozulmaktadirlar. Bu bozulmayi énlemek icin
antioksidanlar  kullanilmaktadir. Vitamin A ve D’nin bozunmasinin
engellenmesinde BHA, PG ve sitrik asit iceren karisimlar etkili olmaktadir.

Islenmis hayvansal dokularda, hem yagda ctzinebilen (BHA, BHT),
hem de suda ¢oziinebilen (askorbik asit, sitrik asit) antioksidanlar acilasmayi
engelleyebilmektedir. Ancak bu antioksidanlar Ozellikle bozunmaya ve raf
Oomrinin  kisalmasina neden olan bakteriler Gzerine c¢ok fazla etkili

olamamaktadir. Bunun yani Sira bakterilerin gelismesini engellemek icin
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kullanilan ganlar, bakteri gelismi ile olusan indirgen maddelerin Uremesini
engellediklerinden oksidatif acilasmayi kolaylastirmaktadir. Bu nedenle az
miktarda askorbik asit veya suda ¢6zlinebilen askorbik asit tuzlari bir antioksidan
ile beraber kullanildiginda balik dokulari Uzerinde oksidatif acilasmanin
Onlenmesi konusunda etkili olabilmektedir (Altug, 2001).

3.9.8. Ucucu yaglar

Portakal yagi, limon yagi, ve terpen benzeri lezzet verici yaglar,
fosfolipidier ve trigliseridler gibi sert radikal oksidasyonuna ugramaktadirlar.
Besinlere katilan antioksidanlar, bu yaglarda kullanildiklarinda lezzet ve koku
maddelerindeki bozunmalari azaltmakta etkili olmaktadir. Bu amacla BHA’nin
diger antioksidanlar icerisinde en fazla etkiye sahip oldugu ve genellikle yagin
cinsine bagli olarak yaklask %0.3 oraninda kullanildigi ifade edilmektedir.
Antioksidanlarin oksidasyonu engellemek amaci ile ugucu yaglara islemden
hemen sonra ve mimkin oldugu kadar disik sicakliklarda ilave edilmes
gerekmektedir (Altug 2001).

3.9.9. Ciklet hamuru

Ciklet hamurlari doymamis bilesenlere sahip polimer ve petrol mumlari
icermekte ve bu maddeler stirekli oksidasyona maruz kaldiklarinda, polimerlerin
capraz baglanmasi ile iliskili olarak oldukga kirilgan bir yapi olusmaktadir. Bu
sekilde istenilmeyen lezzet ve koku maddeleri olusabilmekte ve ancak antioksidan
kullanimi ile bu tip bozunmalar engellenebilmektedir. BHA ve BHT bu
uygulamalarda kullanilan en 6nemli antioksidanlar olup, ¢iklet hamurunun tretimi
sirasinda ilave edilmeleri gerekmektedir (Altug 2001).
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4. DENEYSEL CALISMA

Bu calismada Hatay yoresinden elde edilen defne agaci (Laurus nobilis
L.) meyvelerinin icermis oldugu polar bilesiklerinin lipit peroksidasyonunu
inhibe edici ve serbest radikal stptriclu etki yoninden antioksidan kapasiteleri
incelenmistir.

Kabuk, meyve ici ve tUm meyve olarak ogitilen ornekler ortalama
parcacik boyut analizine tabi tutulduktan sonra, ekstre ve fraksiyon verimlerinin
kuru baz Uzerinden verilebilmes icin nem tayini yapilmis ve icermis olduklari
sabit yag petrol eteri ile ekstre edilerek ayrilmistir. Yagi alinmis kabuk, meyve igi
ve tUm meyvenin icermis oldugu polar bilesikler laboratuvar 6lgeginde soxhlet,
40°C dicaklikta ve oda sicakliginda olmak (zere su, etanol/su, aseton/su
coziculeri ile ekstre edilmis ve kuru baz (zerinden ekstre verimleri
hesaplanmistir. Ekstreler daha sonra etil asetat ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi
tutulmus ve etil asetat ve su fazlari elde edilmistir. Kabuk ve meyve icinden elde
edilen ekstreler daha sonra Sefadeks G225 kolonda Etanol/su ¢ézlict sisteminde
polifenolik bilesenlerce zengin fraksiyonlarina ayrilmistir.

Defne meyvesinden elde edilen ekstrelerin ve fraksiyonlarin antioksidan
kapasiteleri, lipit peroksidasyonunu inhibe edici yontemler, Ransimat ve leta-
karoten-linolelk asit sistemi, serbest radikal stpurict etkileri ise DPPH radikali
Uzerinden tespit edilmistir.

Etkili ekstre ve fraksiyonlarin icermis olduklari polifenollerin toplam
miktarlari Folin-Chicalcou yontemi ile bulunmustur. Ayrica etkili fraksiyonlar
Yiksek Basingli Sivi Kromatografis-DAD spektrofotometresi (HPLC-DAD)
ssteminde analize tabi tutulmus ve icermis olduklari fenolik bilesikler (fenolik

adit ve flavonoit) cinsinden ekstre profilleri elde edilmeye calisiimistir.
4.1. Deneysel Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
Kirici (Retsch SK-1)

Elek sistemi (Retsch AS200)
Vakumlu buharlastirici (Bichi R-114)



Calkalayici (Heidolph Vibramax 100)
Liyafilizator (Lyovac GT2-Leybold-Heraeus)
Konsantratér (Eppendorf Concentrator 5301)
Uv spektrofotometre (Shimadzu, UV-Vis 160)
Gaz Kromotografisi (HP-6890)

HPLC (Shimadzu, LC-10A)

Sefadeks G-25 (Sigma)

Petrol Eteri (40-60°, Delta Kimya Sanayi)

Etil alkol (Analitik Saflik, Merck)

Aseton (Analitik Saflik, Merck)

Deiyonize su

4.2. Ekstraksiyon Islemi I¢in Defne Meyvelerinin Hazirlanmasi

Defne meyvelerinin kabuklari elle ayrilmis, tim meyvede bulunan
kabuk/meyve ici oranlari tartim yolu ile bulunmustur.

Defne meyvesinin fiziksel 6zelliklerini belirlemek icin 100 g’ daki meyve
sayisi, boyutlari ve meyvenin kabuk/cekirdek oranlari incelenmistir. 100 g’ daki
meyve sayisini belirlemek icin 100 g'lik gruplar halinde olusturulan 5 gruptaki
bittin meyveler sayilmistir. Yaklasik 10 adet meyvenin boy ve caplari kumpasa
Olcilmustur. Yine 500" er gramlik iki grup halinde neyvelerin agirliklari alinmis
ve kabuklarindan ayrildiktan sonra ayri ayri kabuklari ve meyve icleri tartilmistir.
Boylece kabuk ve gekirdek % oranlari belirlenmistir.

4.3. Boyut Kctltme ve Nem Tayini

Kabuklarindan ayrilmis meyve icleri ve tim meyvenin d&gitme idemi
5,0 mm’lik kirici elegine sahip kiricida (Retsch SK-1) dgutilmustir. Kabuklari
kirma isemi sirasinda kiriciya yapismis macun kivaminda yagli kabuk elde
edildigi icin kirma islemi havanda elle yapilmistir. Ogitme isleminden sonra
orneklerin ortalama parcacik boyutlarinin belirlenmesi icin 1,8-0,425 mm gbzenek
araligina sahip standart Retsch AS200 elek sisteminde 40 titresim/s hizda 15



dakika elenmis ve eleklerin lzerinde kalan materyalin tartilmasi sonucu elde
edilen sonuclar diferansiyel metot elek analizine tabi tutularak ortalama parcacik
boyutlari belirlenmistir.

Kabuk, meyve i¢ci ve tim meyve Orneklerinin nem tayinleri paralel
olarak, etiivde 120 °C sicaklikta sabit tartima gelinceye kadar kurutulmasi ile
gerceklestirilmistir.

Orneklerin nem tayinleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Nem miktari % = (0.A; —O.A,) x 100/ O.A; 4-1)
Burada; O.A 1, 6rnek agirligini

O.A, , kurutulduktan sonraki 6rnek agirligini gostermektedir.

4.4. Sabit Yag Ekstraksiyonu

Kabuk, meyve ic¢i ve tium meyvede bulunan polar bilesiklerinin
ekstraksiyonu isleminde kullanilacak materyallerin sabit yaglarindan ayrilmasi
isdemi icin Soxhlet cihazi kullanilmistir. Meyvelerin icermis oldugu yag kaynama
araigi 40-60°C olan Petrol Eteri ile Soxhlet cihazinda 6 saat ekstre edilmis ve
ekstredeki ¢ozicl 40°C sicaklik ve 175 Torr basing atinda bir vakumlu
buharlastirici (Blchi R114) yardimiyla uzaklastirilmistir. Paralel olarak estre
edilen yag miktarinin tartilmasi suretiyle kuru baz Gzerinden yag verimleri
hesaplanmistir.  Yaglarindan arindirilmis meyve orneklerinin  ¢ozlculeri
uzaklastirilmis ve polar madde ekstraksiyonuna kadar buzdolabinda saklanmistir.
Yagsiz materya ihtiyaci dogdukca yag arindirma islemi tekrarlanmistir.

4.5, Polifenollerin Ekstraksiyonu

Defne meyvesinin icermis oldugu polar bilesikler Soxhlet cihazinda (6
saat), oda sicakliginda karistirmali (24 saat) ve 40 °C’de karistirmali (6 saat)
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak su, etanol/su (%80), etanol/su (%50) ve
aseton/su (%80) ¢ozuculeri ile ekstre edilmistir.



45.1. Soxhlet ekstraksiyonu

Ogiitiilmiis ve sabit yagindan uzaklastirilmis 15 er gram kabuk, meyve
ici ve tim meyve etanol:su (80:20) ¢oziclist ile 6 saat boyunca ekstre edilmistir.
Elde edilen ekstrelerin etil akolleri vakumlu buharlastiricida, 40°C sicaklikta
uzaklastirilmis, kalan sulu kism dondurularak liyafilizatorde suyu
uzaklastirilmistir. Suyu uzaklastirilan ekstrelerin miktarlari tartilmis ve kuru baz
Uzerinden ekstre verimleri hesaplanmistir. Ekstraksiyon islemleri parael olarak
gerceklestirilmistir.

4.5.2. Oda sicakliginda karistirmali ekstraksiyon

10'ar gram yagsiz kabuk ve meyve ici 100 ml etil alkol:su (80:20)
¢Ozuciusu ile oda sicakliginda 24 saat boyunca calkalayicida (120 kez/dakika)
ekstre edilmistir. Elde edilen ekstrelerin etil alkolleri vakumlu buharlastiricida,
40°C sicaklikta uzaklastirilmis, kalan sulu kisim dondurularak liyafilizatorde suyu
uzaklastirilmistir. Suyu uzaklastirilan ekstrelerin miktarlari tartilmis ve kuru baz
Uzerinden ekstre verimleri hesaplanmistir. Ekstraksiyon islemleri paralel olarak
gerceklestirilmistir.

4.5.3. 40°C sicaklikta karistirmali ekstraksiyon

5er gram yagi ainmis ve ogutilmus kabuk ve meyve ici ornekleri 40°C
sicaklikta karistirmali su banyosunda ayri ayri 50 ‘ser ml etil alkol:su (80:20), il
alkol:su (50:50) ve aseton:su (80:20) ¢ozicu karisimlari kullanilarak 30 dakika
boyunca ekstre edilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmis slzilen sivi kisimlar
birlestirilerek organik  ¢ozictleri  40°C’de vakumlu  buharlastiricida
uzaklastirilmistir. Kaan sulu kisim dondurularak liyafilizatorde suyu
uzaklastirilmistir. Suyu uzaklastirilan ekstrelerin miktarlari tartilmis ve kuru baz
Uzerinden ekstre verimleri hesaplanmistir.

Kabuk ve meyve icleri ayni yontemle bu kez su ile 3 saat boyunca ekstre

edilmis, sulu ekstre stizilmis ve kalan drog su ile iki kez daha ekstre edilmistir.



Sulu ekstreler birlestirilerek  liyafilizatbrde suyu uzaklastirilmis ve ekstre

verimleri hesaplanmistir.

4.6. Polifenol Ekstrelerinin Fraksiyonlanmasi

Elde edilen ham ekstrelerin polifenol bakimindan zenginlestirilmes sivi-
sivi ekstraksiyonu ve Sefadeks kolondajel kromatografisi yontemleri kullanilarak

fraksiyonlarina ayrilmasi ile gergeklesmistir.

4.6.1. Sivi-sivi ekstraksiyonu ile fraksiyonlarina ayirma

Soxhlet yontemi ile elde edilen kabuk ve meyve ici ekstre drneklerinin
fraksiyonlanmasi, organik ¢oziicusl uzaklastirilmis sulu kisimlarin etil asetat ile
sivi sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmasi ile gergeklesmistir. Bu islemde sulu faz 20
ml etil asetat (EtOAcC) ile 3 kez ekstre edilmis ve daha sonra EtOAc fazlari
birlestirildikten sonra EtOAc uzaklastirilmistir. Kalan kuru kisimlarin tartimlari
adinarak EtOAc fazina gecen ekstre miktarlari  belirlenmistir.  Sivi-sivi
ekstraksiyonundan ayrilan sulu kism ise dondurularak liyofilizatérde suyunun
uzaklastirilmasi sonucu kurutulmus sulu ekstre tartimlari alinarak sulu kisma
gegen ekstre miktari belirlenmistir (Cizelge 5.1).

4.6.2. Sefadekskolonda fraksiyonlarina ayirma

Polifenollerin fraksiyonlanmas Sefadeks kolonda yapilmistir (Wang ve
Lee 1996 ; Strumeyer ve Malin, 1975). 25 g Sefadeks G25 (Sigma) jeli 50 ml
%96’ lik etil alkolde 1 gece sismesi icin bekletilmis ve 1,5 cm c¢apli 30 cm
uzunlugundaki cam kolona doldurulmus \e dolgu materyalinin kolonun %80’ ini
doldurdugu gozlenmistir. Kolondan gegen ¢oziicti akis hizi yaklasik olarak 0,4
mi/dk ye ayarlanmistir. %80’lik etil alkol ile Soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde
edilen kabuk ve meyve ici ekstreleri apolar bilesiklerinden kurtulmasi igin 6nce 3
kez dietil eter ve 3 kez de petrol eteri ile ekstre edilmis ve kalan ekstreden
¢OzUcUsl uzaklastirilmistir. Kurutulan ekstrelerden yaklasik 0,5 gram alinip 5 ml
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%96’ lik EtOH’da ¢ozilmus ve kolon kromotagrafisine uygulanmistir. ElUsyon
isemine %96 lik EtOH (70 ml) ile basanmis ve isem metanol (25 ml) ve
aseton:su (50:50, 20 ml) ile sonlandirilmistir. Kolonun atindan 3'er ml
fraksiyonlar toplanmis ve her fraksiyonun 280, 360 ve 520nm'’ lerde absorbandari
Olculerek, olcllen dalga boylarindaki benzer fraksiyonlar birlestirilmistir.  Elde
edilen sivi fraksiyonlarin ¢ozictleri 45°C sicaklikta vakumda konsantrator
cihazinda uzaklastirilmis ve kurutulmus orneklerin miktarlari belirlenmis ve -

18°C’' de muhafaza edilmistir.

4.6.3. Hidroliz

Bitkilerde polifenoller serbest halde bulunabildikleri gibi daha cok
oksijen veya karbon glikozitleri halinde de bulunurlar. Oksijen glikozitlerinin
asidik veya bazik ortamda hidroliz edilmeleri ile serbest fenolik ve seker
bilesiklerinin ayrilmalari gerceklesebilir. Bu calismada da defne kabuk ve meyve
ekstrelerinin icermis olduklari fenolik bilesiklerin yapilarini 6ngorebilmek Uzere
asidik ve bazik ortamda hidrolizi yapilmis ve Uriinlerin HPLC-DAD analizleri
gerceklestirilmistir.

4.6.3.1. Ast hidroliz

Yagi ainmis meyveici ve kabuk drnekleri (3 g) 90 ml %50 metanol icinde
1 M HCI ile 30 dakika boyunca geri sogutuculu balonda hidroliz edilmis ve
stizge¢ kagidindan stizllerek ekstre ayrilmistir. Ekstre icindeki metanol vakumlu
buharlastiricida uzaklastirilmis ve kalan sulu ekstre etil asetat ile ekstre edilmistir.
Etil asetat fazlari birlestirilerek etil asetat ¢oziiclisii vakumlu buharlastiricida,
kalan sulu kismin suyu ise liyafilizatbrde uzaklastirilmis ve miktarlari

belirlenmistir.



4.6.3.2. Alkali hidroliz

Yagi alinmis meyve i¢i ve kabuk ornekleri (3 g) 90 ml 2M NaOH
cozeltis ile 30 dakika boyunca geri sogutuculu balonda hidroliz edilmis ve slizgeg
kagidindan slzllerek ekstre ayrilmistir. Ekstre icindeki metanol vakumlu
buharlastiricida uzaklastirilmis ve kalan sulu ekstre etil asetat ile ekstre edilmistir.
Etil asetat fazlari birlestirilmis, etil asetat ¢ozlcisi vakumlu buharlastiricida
uzaklastirilmistir. Kalan sulu kismin suyu ise liyafilizatorde uzaklastirildiktan

sonra ekstrelerin miktarlari belirlenmistir.

4.7. Defne Y aginin K ar akterizasyonu

Defne meyvelerinin  kabuk, meyve i¢ci ve tim meyvelerinin sabit
yaglarinin icermis olduk lari yag asidi bilesenlerinin belirlenmes, yag asitlerinin

esterlestirilmesinden sonra Gaz Kromatografisi sisteminde gergeklestirilmistir.

4.7.1. Yag asitlerinin esterlestirilmesi

Defne kabuk, meyve ici ve tUm meyve sabit yaglarinin yag asitlerinin
esterlesmes 6rneklerin hacimce %35 BF3/MeOH (%12 BF3), %45 MeOH ve %29
hekzandan olusan ¢Ozlict karisimi ile geri sogutucu atinda 45 dk kaynatilmasi
sonucu gerceklestirilmistir. Olusan esterler hekzan ile ekstre edilmis ve susuz
NaS0,'a sizlilerek hekzan ucurulmus ve Gaz Kromatografisinde analize hazir
hale getirilmistir.

4.7.2. Yag aditlerinin gaz kromatogr afisinde analizi

Yag asidi metil esterleri Alev Iyonizasyon Dedektoril (FID) kullanilarak
Hewlett Packard 6890 Gaz Kromatografis sisteminde analiz edilmistir. Tasiyici
gaz olarak azotun kullanildigi yéntemde, yag asitleri HP-Innowax FSC kolonda
(60 m x 0,25 mm i¢ ¢cap, film kalinligi 0,25 nm) ayrilmistir. Dedektér sicakligi ve
enjeksiyon sicakligi 250 °C’a ve split orani ise 60:1 olarak ayarlanmistir. Kolon
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sicakligi 10 dk 60 °C’de tutulmus ve 4 °C/dk hizda 220 °C’a cikartilmis ve 10 dk
bu sicaklikta sabit kaldiktan son sicaklik olan 240 °C’'ye 1 °C/dk hizda ulasilmistir.

4.8. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstreler ve fraksiyonlar icerisndeki toplam fenol miktari Folin-
Ciocaltaeu yontemine (GamezMeza, 1999) goére yapilmistir. Bitiin drnekler ve
standart olarak kullanilan gallik asit %70’ lik metanolde ¢ozulmastir.

Hazirlanmis tim ekstrelerin icindeki toplam fenol miktari gallik asit
referans maddes kullanilarak yapilmistir. 10,6 mg Gallik asit 50 ml %70'lik
metanolde ¢ozulmis (0,212 mg/ml) ve bu ¢ozeltiden 0,0212-0,212 mg/ml araikta
seyreltmeler yapilmistir. 0.5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis ekstre ve
fraksiyonlardan 0,025 ml alinarak Uzerlerine 0,5 ml Folin Ciocalteu ve 1,5 ml
sodyum bikarbonat ¢ozeltileri ilave edilerek karistirilmis 2 saat oda sicakliginda
bekletilen oOrneklerin 750 nm’'de absorbanslari UV-Vis Spektrofotometrede
(Shimadzu 160) dlclilmistir. Toplam fenol miktari gram ekstrede mg gallik asite
esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Uger kez tekrarlanan dlgiimlerde sonuglar

ortalama deger cinsinden verilmistir.

4.9. Fenolik Bilesiklerin YUksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) Analizi

Kabuk, meyve ici, tim meyveden elde edilen ekstrelerin ve
fraksiyonlarin icermis olduklari fenolik bileskleri YBSK-DAD sistemi
(Shimadzu LC10 AVp), ve otomatik enjekttr (Shimadzu) kullanilarak analiz
edilmistir. Ters faz Gg (Nucleosil, 250 x 4,6 mm,; partikil ¢api 5 mm ve 2x4,6
mm, 5 nm partikdl boyutlu 6n kolon ile beraber) kolonu kullanilmistir. Cézicu A,
metanol:su:asetik  asit  (10:88:2, hacimce yuzde oran) ve ¢Ozicu B,
metanol :su:asetik asit (90:8:2, hacimce yuzde oran) gradient sistemi fenolik asitler
ve flavonlar icin hareketli faz olarak kullanilmistir. Gradient programi O’ dan %15
B’ye 15 dakikada, 15 den %50 B’ye 5 dakikada, 50'den %70 B’ye 9 dakikada
70'den %100 B’'ye 6 dakikada arttirilmis ve 5 dakikada da baslangic

konsantrasyonuna dontlmasttr. 1 mi/dk akis hizi kullanilmis ve bilesiklerin 250-



520 nm’'ler arasinda DAD spektrumlari ainmis ve degerlendirmeler standart
fenolik asit ve flavonoit bilesenlerinin aikonma (tR) zamanlari ve spektral

degerleri ile karsilastirilarak yapilmistir.

4.10. Antioksidan Aktivite Tayinleri

4.10.1. Ransimat yontemi

Defne meyves kabuk ve meyve ici ekstrelerinin ve sentetik antioksidan
olarak kullanilan BHT nin antioksidan aktiviteleri yaglarda bulunan doymamis
yag aditlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma GUrinlerinin su igine
absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismes prensibine gére calisan Ransimat
cihazi ile test edilmistir. Bu testte linoleik asitge zengin (%60-65) ham zeytin yagi
kullanilmistir. 3 g yag icine %0,02 ve 1'lik olacak sekilde numune ilave edilerek
yag icerisinde dagilmasi saglanmistir. 110 °C'de, 20 It/saat hava akisina maruz
birakilan kontrol (yag) ve numunelerin (yag+numune) inkibasyon zamanlari
Olcllerek orneklerin antioksidan aktiviteleri, Indiksiyon Indislerinden (Induction
Index, 1.1.= lumune/lkontro) hesaplanmistir. Bu formile gore indiksiyon zamanlari
kontrole oranla biyik olan numunelerin antioksidan aktivitelerinin daha fazla
oldugu gorulmektedir (Joaquin vd., 2004).

4.10.2. Serbest radikal stipuricu etki yontemi

Ekstrelerin ve fraksiyonlarin  DPPH Uzerinden serbest radikal stiprict
etkileri SanchezMoreno (1998) yontemi kullanilarak  belirlenmistir. 3'er ml
5x10° M metanollii DPPH cézeltisine metanol icinde farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis olan ekstre ¢ozeltilerinden 100 n1, 200 m ve 400 m oranlarinda ilave
edilmistir. Kontrol icin ayni miktarlarda metanol kullanilmistir. Karisim 30 saniye
karistirilmis ve 30 dakika oda sicakliginda inkutibe edilmistir. 30 dk sonunda 517

nm’'de absorbans degerleri okunarak ortamda kalan DPPH konsantrasyonu
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Uzerinden % inhibisyon degerleri asagidaki formule gbre hesaplanmistir. Deneyler
Ucer kez tekrarlanarak ortalama degerler kullanilmistir.

% inhibisyon = (A kontrol - Asrmek)! AkontroX 100 4-2)

Burada; Ao, kontrol gézeltisinin absorbans degerini

Asmex, Ornek ¢ozeltisinin absorbans degerini gostermektedir.

4.10.3. Beta karoten -linoleik asit sistemi

10,2 mg beta-karoten 3 ml kloroform icinde ¢ozilmis ve kloroform azot
gazi atinda uzaklastirildiktan sonra 39,5 mg Linolek asit ve 404,6 mg Tween 80
ilave edilmis ve karism oksijen ile doyuruimus distile su ile 100 ml ye
tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltinin 3 ml’ sine 0,2 mg /ml metanolde
hazirlanan ekstre ve fraksiyon drneklerinden 200 nl ilave edilmistir. Hazirlanan
cozeltiler 50 °C sicaklikta ettivde inkibe edilmis ve 15'er dk araliklarla toplam
120 dk 470 nm’ de suya karsi absorbans degerleri okunmustur. Ayni islem numune
icermeyen kontrol ¢ozeltis ile de gergeklestirilmistir. Zamana karsi beta-karoten
konsantrasyonundaki bozunma grafige gecirilerek kontrol grubuna gére aktivite
iceren ekstreler belirlenmistir (MartinezTome, 2001; Wettasinghe ve Shahidi,
1997).
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5.DENEYSEL BULGULAR
5.1. Boyut Kugultme ve Nem Tayini

Ekstraksiyon islemlerinde kullanilan defne meyvelerinin kabuk ve meyve
ici ve tum meyvelerin ortalama tanecik boyutunun belirlenebilmes amaciyla
yapilan 6gitme isemi sonucunda ortalama tanecik boyutu diferansiyel elek

analizi sonucunda hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 5.1’ de verilmistir.

Cizelge 5.1. Kabuk, meyveici ve tim meyvenin ortalama tanecik boyutlari (n=1)

Kisim Ortalama tanecik boyutu (cm)
Kabuk 0,113
Meyvelgi 0,096
Tum Meyve 0,108

Kabuk, meyve i¢i ve tim meyve orneklerinin nem tayinleri paralel
olarak, etiivde 120 °C sicaklikta sabit tartima gelinceye kadar kurutulmasi ile

gerceklestirilmis ve ortalama nem tayini sonuglari Cizelge 5.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Kabuk , meyve ici ve tim meyvenin % nem miktarlari (n=2)

Kisim Ortalama % Nem
Kabuk 4,40+ 0,2
Meyvelci 8,42+0,3
Tum Meyve 6,88+ 0,2

5.2. Sabit Yag Ekstraksiyonu

Soxhlet aparatinda petrol eteri ile kabuk, meyve ici ve tim meyvenin
sabit yaglarinin ekstre edilmes sonucu elde edilen yag verimi Cizelge 5.3 de

verilmistir.



Cizelge 5.3. Kabuk ve meyveiginin ve tim meyve sabit yag verimleri (n=2)

Kisim Ortalama % Yag
Kabuk 40,97 + 0,1
Meyvelci 2587 +0,1
Tum meyve 36,87 + 0,4

5.3. Palifenollein Ekstraksiyonu
Defne kabuk, meyve ici ve tim meyvenin cesitli ekstraksiyon yontemleri
ve gOzuculer kullanilarak ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin kuru baz

Uzerinden hesaplanan verimleri Cizelge 5.4 de gosterilmistir.

Cizelge 5.4. Cozucu ve ekstraksiyon yonteminin polifenol ekstre verimine etkisi (n=2) (%)

No | Ekstraksiyon yontemi K abuk Meyveici Tum meyve
Soxhlet %80 EtOH, 6 sa 16,25+1,80 23,35+1,30 17,24+0,90
Su, 3 hx3, 40°C, 100 ml karistirmali 13,40+1,78 13,60+1,90 B
- —

3 s{:’CSa?(E;?H 24 saat, karistirmali, oda 12.70¢1,50 9,48+1,40 i
%80 EtOH, 30dkx3, karistirmali, 40°C | 6,17+0,10 9,20+1,40 B
%80 Aseton, 30dkx3, karistirmali, 40°C| 6,88+0,40 13,01+0,40 B
%50 EtOH, 30dkx3, karistirmali, 40°C | 10,98+0,50 20,63+1,00 3

5.4. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu ile Fraksiyonlarina Ayirma

Soxhlet cihazinda %80 etanol ile yapilan ekstraksiyon isleminde elde
edilen ekstreler organik cozicileri uzaklastirildiktan sonra fenolik maddece
zengin fraksiyonlar elde etmek Uzere etil asetat ile sivi-Sivi ekstraksiyonuna tabi
tutulmustur. Toplam ekstrenin etil asetat fazina gecen ve suda kalan ylzde
miktarlari Cizelge 5.5’ de verilmistir.



Cizelge 5.5. Toplam ekstrede sulu ve etil asetat fraksiyonlari miktarlari

Ekstre A-Su (%) B-EtOACc (%)
Kabuk 95,9 4,1
Meyveigi 91,3 8,7
TUm meyve 95,4 4,6

5.4.1. Sefadeks kolonda fraksiyonlarina ayirma

Kabuk ve meyve iclerinin Soxhlet cihazindan %80 Etanol kullanilarak
Sefadeks G-25 kolonda fraksiyonlarina ayrilmis ve toplanan fraksiyonlarin
birlestiriimes 280 nm, 360 nm ve 520 nm lerdeki absorbans degerlerine goére
yapilmistir. Kabuk ve meyve ici ekstrelerinin 280, 360 ve 520 nm lerdeki
fraksiyon-absorbans egrileri Sekil 5.1 ve 5.2'de, toplanan fraksiyonlar ise Cizelge
5.5'te verilmigtir.

—4—520nm
—#—360nm

25 E_\ ——280nm 7

Absorbans

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

-0,5

Fraksiyon no

Sekil 5.1. Kabuk ekstresinin 280, 360 ve 520 nm’lerde Sefadeks kolondan alinan fraksiyonlarin
absorbans egrisi
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Sekil 5.2. Meyve ici ekstresinin 280, 360 ve 520 nm’lerde Sefadeks kolondan alinan fraksiyon-

absorbans egrisi

Fraksiyon No

Cizelge 5.6. Kabuk ve meyve ici ekstrelerinin Sefadeks kolonda fraksiyonlanmasi sonucu
birlestirilen érnekler ve fraksiyon numaralari
Kabuk Meyvelci
Ornek Fraksiyon Coziicl Numune Fraksiyon Coziicl
Kodu No Sistemi Kodu no Sistemi
K1 12 %96 EtOH M1 1-4 %96 EtOH
K2 3 %96 EtOH M2 5 %96 EtOH
K3 4 %96 EtOH M3 6-8 %96 EtOH
K4 5 %96 EtOH M4 918 %96 EtOH
K5 6-8 %96 EtOH M5 19-26 %96 EtOH
K6 91 %96 EtOH M6 27-30 MeOH
K7 12-23 %96 EtOH M7 31 MeOH
K8 24-27 MeOH M8 32 MeOH
K9 28-29 MeOH M9 33 MeOH
K10 30-32 MeOH M10 34-47 MeOH

5.4.2. Palifenallerin hidrolizi

Kabuk ve meyve ici Orneklerindeki glikozit yapisindaki polifenoller
asidik ve bazik ortamda hidroliz edilerek serbest (aglikon) formlari elde edilmis




ve serbest fenoller etil asetat ile ekstre edilerek ekstre verimleri kuru baz
Uzerinden Cizelge 5.7 de verilmigtir.

Cizelge 5.7. Kabuk ve meyve ici drneklerinin hidroliz verimleri (n=1)

% verim (kuru baz)
Asit hidroaliz Alkali hidroliz
A-Su B-EtOAC A-Su B-EtOAC
Kabuk 13,92 4,07 17,46 1,60
Meyveici 12,08 1,20 1994 17

5.5. Defne M eyves Sabit Y agi Karakterizasyonu

Defne meyvelerinin kabuk, meyve i¢i ve tim meyveerinin sabit
yaglarinin icermis olduklari yag asidi bilesenlerinin belirlenmesi, yag asitlerinin
esterlestiriimesinden sonra Gaz kromatografis sisteminde gerceklestirilmistir.

Anabilesenler cinsinden yag asitleri bilesimleri Cizelge 5.8’ de gosterilmistir.

Cizelge 5.8. Defne meyvesi sabit yagi bilesimi (%) (n=1)

Y ag asidi Kabuk Meyveigi TUm meyve
Oleik asit 52,94 17,36 38,88
Palmitik asit 20,84 6,39 17,23
Linoleik asit 19,48 18,91 18,31
Stearik asit 1,62 0,90 147
Linolenik asit 1,07 0,38 0,88
Laurik asit 0,16 50,21 20,36
Miristik asit 0,12 1,56 0,75

5.6. Toplam Fenol Miktar Tayini

Toplam fenol miktar tayinleri galik asit referans maddes kullanilarak
yapilmis ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asidin Folin-Ciocalteu
reaktifi ile Na;CO3 ortaminda olusturulan reaksiyon sonucu olusan rengin 750 nm
de dlgllen absorbans degerleri konsantrasyona karsi grafige gecirilmis (Sekil 5.3)

ve hazirlanan orneklerdeki toplam fenol miktari bu grafik kullanilarak gallik asit
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cinsinden hesaplanmistir (Cizelge 5.9). Sefadeks kolondan alinan fraksiyonlarin

icermis oldugu fenolik madde miktari ise Sekil 5.4’ de gosterilmistir.

0.8 y =4.3236x + 0.0495

R®=0.9981 .

0.5 v

bans

Absor

0.2 /

0.1

0 T T T T T T T
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Gallik asit konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5.3. Gallik asit konsantrasyon-absorbans kalibrasyon dogrusu

0.16



Cizelge 5.9. Defne meyvesi kabugu ve meyve ici ekstre ve fraksiyonlarinda toplam fenol miktari
(mg GAE/g 6rnek)? (n=3)

Kabuk
Ekstraksiyon tipi Ekstre/Fraksiyon Toplam fenol®
1 E 14,63+0,45
1 Et 14,52+0,32
2 E 14,24+0,30
3 E 14,42+0,20
4 E 14,24+0,23
5 E 16,81+0,50
6 E 16,53+0,50
7 Et 16,34+0,50
8 Et 15,80+0,20
Meyve Ici
1 E 23,30+0,20
1 Et 23,38+0,10
2 E 23,38+0,20
3 E 23,48+0,40
4 E 23,30+0,50
5 E 23,90 0,20
6 E 24,03+0,40
7 Et 23,32+0,60
8 Et 24,43+0,50

Lsoxhlet %80 EtOH, 6 sa- 2Su, 3 hx3, 40°C, 100 ml karistirmali-

39480 EtOH, 24 saat, karistirmali, oda sicakligi—4%80 EtOH, 30dkx3, karistirmali, 40°C-
%9680 Aseton, 30dkx3, karistirmali, 40°C-2%50 EtOH, 30dkx3, karistirmali, 40°C-'Asit
hidroliz-8AIkaIi hidroliz

*Toplam fenolik madde icerigi gallik asit (GAE) esdegeri cinsinden verilmistir.
Portalamatstandart sapma (n=4). E: Toplam Ekstre, Et: Etil asetat fraksiyonu



59

30,00
_ @ Kabuk

E:T 25,00 — O Meyve igi
]
2 20,00
(2]
£ _
< 15,00 | T
c
2
£ 10,00
3
g

0,00 T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fraksiyon numarasi

Sekil 5.4. Defne meyvesi kabugu ve meyve ici %80 etanollii ekstrelerinin Sefadeks G 25 kolonda
elde edilen fraksiyonlarinda toplam fenol miktari (mg GAE/g 6rnek) (n=3)

5.7. Defne M eyvesinde Antioksidan Aktivite Tayini

5.7.1. Ransmat yontemi

Defne meyves kabuk, meyve ici ve toplam meyveden elde edilen
ekstrelerin ve fraksiyonlarin %0,02 ve %1 konsantrasyonlarinda hazirlanmis
cozeltilerinin Ransimat yontemi ile ham zeytin yaginin oksidasyonunu inhibe
edici etkileri, Bozunma Indideri cinsinden (Induction Index, I.1.= humune/lkontrol)

Cizelge 5.9 da verilmigtir. Zeytin yagi 5,50 (+0,4) saatte bozunmustur.



Cizelge 5.10. Defne meyvesinden elde edilen ekstrelerin ve sentetik antioksidanlarin %0,02 ve %1
kon&antrgsyonlarda Ransimat yontemi kullanilarak zeytin yaginin oksidasyonunu inhibe edici
aktivitesi

Bozunma indisi (I.1.= lyumund lkontrol)
Ekstre Kabuk Meyveici
0,02 % 1,00 % 0,02 % 1,00 %

1 1,09 117 1,30 1,19
1Et 1,00 112 1,19 1,88
2 1,02 1,15 1,13 2,24
3 111 1,26 1,00 2,89
4 - 1,20 - -
5 - 121 - 1,80
6 - 1,18 - 1,74
7 - 1,25 - 1,74
8 - 122 - 1,75
Toplam meyve (1 Et) 1,27 2,03 - -
BHT 1,05 2,83 - -
BHA 1,73 2,19 - -

"Ekstraksiyon tipi Cizelge 5.8 de verildigi gibidir.
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5.7.2. DPPH

Defne meyves kabuk, meyve icinden elde edilen ekstrelerin/fraksiyonlarin ve
sentetik antioksidan olarak kullanilan BHT nin 3 mg/ml, 6 ng/ml ve 1,2 ng/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin DPPH  serbest radikalini inhibe edici
etkileri Sekil 5.5 ve 5.6'da verilmistir.

50,00

45,14

45,00
B 3 ug/ml

40,00 06 ug/ml
0 12ug/ml

136,41

| B4,06
| 33,33

35,00
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||29,43
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EK-1 EK-1-Et EK-2 EK-3 EK-4 EK-5 EK-6 EK-7 EK-8 BHT
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Sekil 5.5. Defne meyves kabugundan elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin DPPH (izerinde serbest radikal
suplrict etkileri (n=3)
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Sekil 5.6. Defne meyvesi, meyve icinden elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin DPPH Uzerinde serbest

radikal stipurtici etkileri (n=3)

5.7.3. Beta karoten velinoleik asit model sisemi

Defne meyves kabuk, meyve icinden elde edilen ekstrelerin/fraksiyonlarin,

kontrol ve sentetik antioksidan olarak kullanilan BHT nin beta-karoten linolelk asit

sisteminde beta-karotenin soldurmasini inhibe edici etkileri Sekil 5.7, 5.8 ve 5.9'da

verilmistir.
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Sekil 5.7. Defne meyvesi, kabuktan elde edilen ekstrelerin beta-karoten linoleik model sistemi Uzerindeki
inhibe edici etkileri (n=3)
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Sekil 5.8. Defne meyvesi, meyve icinden elde edilen ekstrelerin beta-karoten linoleik model sistemi
Uzerindeki inhibe edici etkileri (n=3)
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Sekil 5.9. Defne meyves, meyve icinden dde edilen %80 etandllll ekstrderinin sefadeks kolonda ede edilen beta-
karoten linolelk modd sistemi Uizerindeki inhibe edici etkileri (n=3)

5.7.4. YUksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) analizi

Defne meyvesinin kabuk ve meyve icinin cesitli ¢ozicllerle ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ekstrelerin, hidroliz Urtnlerinin ve fraksiyonlarinin fenolik bilesik
profillerinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan YBSK anaizleri 280, 320 ve 360 nm
dalga boylarinda, ters faz kolonda gerceklestirilmistir. Ug dalga boyunun segilmesinin
nedeni farkli fenolik gruplarin farkli dalga boylarinda maksimum absorbans
vermelerinden dolayidir. Ticari olarak saglanan standart fenolik bilesenlerin 220-480
nm dalga boyu araliginda Diode Array Spektral degerlerinin analizleri sonucu, benzoik
asit (BA) turevi fenolik bilesenlerin 280 nm de, sinnamik asit (SA) turevlerinin 320 nm
de ve flavonoit (FI) tirevlerinin 360 nm de maksimum absorbans gosterdikleri
gbzlenmistir. Bu amacla ekstre ve fraksiyonlar icindeki fenolik bilesenler benzoik asit
trevleri, sinnamik asit turevleri ve flavonoitler olarak U¢ grup dikkate alinarak

degerlendirilmistir.



Ekstre ve fraksiyonlarin YBSK-DAD analizleri sonucunda bazi bilesen
piklerinin alikonma ve dsorbans degerlerinin standart bilesen degerleri ile uygunluk
gostermesine ragmen dogada en az 4000 fenolik bilesen oldugu g6z 6niine alinarak
kesin bir isimlendirme yapilmasinin dogru olmayacagi diusiinilerek sadece ekstrelerin
icermis olduklari fenolik bilesen gruplari belirlenmistir.

Caismada tim ekstre ve fraksiyonlar analiz edilmesine ragmen fenolik
bilesikce zengin olanlar degerlendirmeye tabi tutulmustur. Sefadeks kolondan ayrilan
fraksiyonlarin da analizleri yapilarak bilesen gruplarinin daha saglikli degerlendirilmes
gerceklestirilmistir.

Defne meyves kabuklarinin etanol ekstress YBSK kromatogrami Sekil 5.10,
meyve i¢i etanol ekstresi Sekil 5.11 ve toplam meyve etil asetat fraksiyonu Sekil 5.12’
de verilmistir. Kromatogramlarda gordlen piklerin alikonma zamanlari (tR) ve
maksimum absorbans degerleri (?max) standart fenoliklerin degerleri (Cizelge 5.11) ile
karsilastirilmasi sonucu kabuk, meyve ici ve toplam meyve fenolik bilesen profilleri
sirasiyla Cizelge 5.12, 5.13 ve 5.14’ de gosterilmistir.

Cizelge 5.11. Standart fenolik bilesenlerin YBSK-DAD analizi sonucu elde edilen piklerin alikonma
degerleri ve maksimum absorbanslari

Bilesen adi tR (dk) | max (nm) Fenolik grup
fumarik asit 5,30 280, 254 Benzoik asit tlrevi
gallik asit 6,10 280, 254 Benzoik asit tlrevi
protokatesik asit 11,10 280, 254 Benzoik asit tirevi
p-OH-Benzoik asit 16,86 280, 254 Benzoik asit tirevi
vanilik asit 21,10 280, 254 Benzoik asit tlrevi
kafeik asit 22,10 320, 280 Sinnamik asit tirevi
p-kumarik asit 26,90 320, 280 Sinnamik asit tirevi
ferulik asit 29,00 320, 280 Sinnamik asit tirevi
kesretin 36,00 360, 280 Flavonoit tlrevi
luteolin 37,10 360, 280 Flavonoit tlrevi
kamferol 38,46 360, 280 Flavonoit tlrevi
apigenin 39,15 360, 280 Flavonoit tlrevi




1: 280 nm, & am
— UY1842
FEN.OI1

Retentipn Time

b 11,041

% 320 pe, 8 nm
— YiE12
FEN.O1

Retention Time

32,357
410
Zag 3180
37,404

429

= 31328

]| e

- 100

: %ﬁ -

% 360 nem, 8 nm
— U612
FEM.DH

Ratention Time

—}- 25,838

L 2892
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Sekil 5.11. Defne meyvesi meyve ici etanol ekstresi YBSK kromatogrami
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Cizelge 5.12. Kabuk etanol ekstresinin YBSK analizi sonucu icermis oldugu fenolik bilesen gruplari
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Fenolik bilesen grubu

Fenolik bilesen grubuna ait

Maksimum dalga boyu

31,32, 32,36, 33,91, 35,09

piklerin alikonma zamanlari (I max)
(tR)*
TP 11,04, 15,05, 16,56, 19,67,
Benzoik asit tiirevi 23.30, 24,10, 28,56, 3441 280
Sinnamik asit turevi 28,79, 29,16, 32,36 320
Flavonoit tiirevi 25,90, 26,91, 29,25, 29,60, 360

"Sekil 5.10'daki kromatogram degerlendirilerek gruplandirilmistir.

Cizelge 5.13. Meyveici etanol ekstresinin YBSK analizi sonucu igcermis oldugu fenolik bilesen gruplari

Fenolik bilesen grubu

Fenolik bilesen grubuna ait

Maksimum dalga boyu

piklerin alikonma zamanlari (I max)
(tR)*
Benzoik asit tlrevi 27,87, 28,61 280
. L 24,30, 25,52, 28,90, 29,25,
Sinnamik asit tirevi 3132 3382 320
Flavonoit tlrevi 32,44 360

"Sekil 5.11'daki kromatogram degerlendirilerek gruplandirilmistir.

YBSK-DAD andizleri

sonucu kabuk ekstresinin benzoik asit ve flavonoit

turevlerince, Meyve iginin de sinnamik asit tlrevlerince zengin oldugu belirlenmistir.

Ancak kesin sonuclar icin bilesenlerin miktar tayinlerinin de yapilmas gerekmektedir.

Cizelge 5.14. TUm meyve etilasetat ekstresinin YBSK analizi sonucu icermis oldugu fenolik bilesen

gruplari

Fenolik bilesen grubu

Fenolik bilesen grubuna ait

Maksimum dalga boyu

piklerin alikonma zamanlari (I max)
(tR)*
Benzoik asit tirevi 16,50, 28,50 280
Sinnamik asit tirevi 24,10, 31,25 320
Flavonoit turevi 32,29, 33,86, 34,36 360

"Sekil 5.12'daki kromatogram degerlendirilerek gruplandirilmistir.
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6. SONUC VE TARTISMA

Yasam ic¢in temel unsur olan besinlerin ana bilesenlerinden olan yaglarin
bozunmasina neden olan etkenlerden biri de oksijendir. Oksijen besinlerdeki yaglarin
otooksidasyonuna neden olarak istenmeyen ve zararli yan Urdnler olusturmakta,
besinlerin proses ve saklanma kosullarinda kalitelerinin  bozunmalarina neden
olmaktadir. Besinlerdeki yaglarin oksidasyonunu engellemenin bir yolu onlarin reaktif
oksijen turleri ile temasini engellemektir. Bu amagla besinlere antioksidan denilenkatki
maddeleri ilave edilerek oksidasyon dnlenmektedir.

Defne meyvelerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu
calismaya baslamadan 6nce meyveler kabuklarindan ayrilmis ve ogutulerek kabuk,
meyve i¢i ve tim meyvelerin boyut analizleri yapilmistir. Daha sonra icerdikleri nem
miktarlari olctlen 6rneklerde meyve icinin (%8,42) kabuktan (%4,40) daha fazla nem
icerdigi gordlmustir. Soxhlet cihazinda petrol eteri ile sabit yaglarin ekstraksiyonu
sonucu kabiwktan %40,97; meyve icinden %25,87 ve tim meyveden de %36,87
oraninda yag elde edilmis ve kabuk kisminin daha yagli oldugu belirlenmistir. Kabuk
yaginda oleik asit (%51,29), meyve i¢i yaginin da laurik asit (%50,21)’in ana bilesen
oldugu gozlenmistir (Cizelge 5.8).

Yagsiz kabuk, meyve i¢i ve tim meyve drneklerinden Boluim 4.5'te ayrintilari
verilen yontemler ve ¢oziclu sistemleri kullanilarak polar bilesikleri ekstre edilmis ve
elde edilen ekstrelerin kuru baz verimleri hesaplanmistir. Cizelge 5.4’ te de goruldugu
gibi en fazla verimi Soxhlet cihazinda %80 etil alkol ile yapilan ekstraksiyon vermistir.
Buna gore kabuktan %16,25, meyve icinden %23,35 ve tim meyveden ise %17,24
oraninda ekstre verimi elde edilmistir.

Soxhlet cihazinda %80 etanol ile yapilan ekstraksiyon isleminde elde edilen
ekstreler organik cozuculeri uzaklastirildiktan sonra fenolik maddece zengin
fraksiyonlar elde etmek Uzere etil asetat ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmustur.
Toplam ekstrenin etil asetat fazina gegcen ve suda kalan ytizde miktarlari Cizelge 5.5'de
verilmistir. Meyve icinden elde edilen toplam ekstrenin % 8.7 oraninda etil asetat fazina
gectigi gorulmiis ve meyve icinin fenolik maddelerce daha zengin oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglar toplam fenol miktarlari ile de uyum gostermektedir. Kabuk ve meyve
iclerinden elde edilen %80 lik etanol ekstrelerinde antioksidan aktivite gosteren etkili
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bilesiklerin belirlenebilmesi amaciyla, etanollU ekstre Sefadeks kolonda fraksiyonlarina
ayrilmis fraksiyonlarin absorbanslari 280 nm (?max / fenolik asit), 360 nm (flavonoit) ve
520 nm (?max / antosiyanin)lerde olcllmis ve ayni dalga boylarinda maksimum
absorbans gosteren fraksiyonlar birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyonlarin antioksidan
kapasiteleri beta-karotertlinolelk asit sisteminde test edilmis ve kontrol grubuna goére
incelenen tim fraksiyonlarin  belirgin  etkileri gozlenmistir. Kolondan ayrilan
fraksyonlar YBSK-DAD ile analiz edilmis ve defne meyvelerinde bulunan fenolik
gruplarin belirlenmesinde kullanilmistir. Kabuk ve meyve icgi dneklerindeki glikozit
yapisindaki polifenoller asidik ve bazik ortamda hidroliz edilerek serbest (aglikon)

formlari elde edilmis ve serbest fenoller etil asetat ile ekstre edilerek ekstre verimleri

kuru baz Gzerinden Cizelge 5.7 de verilmistir. Buna gore asit hidrolizinde etil asetat
fazina gecen kabuk ekstres %4.07 oraninda olup bu oran alkali hidrolizinde %1.6’ dir.
Asit hidrolizinde etil asetat fazina gegcen meyve ic¢i ekstre orani %1.20 olup bu oran

alkali hidrolizinde %1.71'dir. GorulUyor ki, asit hidrolizinde etil asetat fazinin icermis
oldugu kabuk ekstresi, alkali hidrolizindeki meyve ic¢i konsantrasyonundan daha
fazladir. 11k bakista kabuk ekstresinin glikozit yapisi bilesenlerce daha zengin oldugu
yorumu yapilabilir. Ancak toplam fenol bakimindan meyve ici hidroliz Grintnin kabuk
hidroliz Urinine gore daha zengin oldugu gorulmektedir (Cizelge 5.9) Bu da kabuk
ekstresinde fenolik olmayan ve etil asetat fazina gegebilen baska bilesen gruplarinin
varligindan kaynaklanabilir.

Gallik asit referans bilesigine gore belirlenen toplam fenol miktarlari
(mgGAE/g 0rnek) bakimindan meyve ici ekstrelerinin kabuk ekstrelerine gore daha
zengin oldugu gozlenmistir (Cizelge 5.9). Ekstraksiyon icin kullanilan ¢oziicinin ve
ekstraksiyon yonteminin birim miktar ekstrenin igermis oldugu toplam fenol miktari
Uzerine etkis etkisi gbzlenmemistir.

Sefadeks kolondan ainan fraksiyonlarin icermis oldugu fenolik madde miktari
ise Sekil 5.4'de gosterilmistir. Buna goére toplam fenolik bilesik bakimindan en zengin
fraksyon kabuk ekstresinde 16 mg GAE/g drnek konsantrasyonu ile K2 fraksiyonu,
meyve ekstresinde ise 27 mg GAE/g 6rnek konsantrasyonu ile M3 fraksiyonudur. Defne
meyves kabuk, meyve ici ve toplam meyveden elde edilen ekstrelerin ve etil asetat
fraksiyonlarinin %0,02 ve %1 konsantrasyonlarinda hazirlanmis ¢ozeltilerinin Ransimat

yontemi ile ham zeytin yaginin oksidasyonunu inhibe edici etkileri, Bozunma Indisleri
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cinsinden (Induction Index, I.1.= lhumune/lkontrol) Gizelge 5.10° da verilmistir. Bozunma
indiderinin yiksek degerleri yiuksek oranda antioksidan etkiyi gostermektedir. En
yuksek aktiviteye (1.1= 2,89) %1 konsantrasyonda meyve ici %80 etanol (Ekstre no. 3)
ekstresinin sahip oldugu gozlenmis bu degeri yine meyve icinin sulu ekstres (I.1=
2,24), il asetat fraksiyonu (.I= 1,88) ve aseton ekstresi (.= 1,80) takip etmistir.
Toplam meyvenin etil asetat ekstres de ayni konsantrasyonda yuksek bir aktivite
gostermistir (1.1= 2,03). Bu degerler gidalarda siklikla kullanilan BHT aktivite degerleri
ile kiyadanabilir degerlerdir (Cizelge 5.10). Gidalarda maksimum %0,02 oraninda
sentetik antioksidan kullanimina izin verildigi dustinildiginde ise, bu konsantrasyonda
hichir ekstre/fraksiyonun aktivitess BHA nin aktivitesine ulasamamistir. Ancak dogal
bilesiklerin sentetiklere gore yan etkilerinin az olmasi nedeniyle kullanim limitleri
sentetiklere gore daha fazla olabilmektedir. Yine de elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin
kullanilan yuksek konsantrasyonlarda toksik etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Serbest radikal stipurtct aktivite tayini icin  DPPH serbest radikalinin inhibe
etme Ozdlligi incelenmistir. DPPH inhibisyonu ne kadar yuksek ise radikal slpurici
etkis de o kadar yuksek olmaktadir. Defne meyves kabuk, meyve icinden elde edilen
ekstrelerin/fraksiyonlarin ve sentetik antioksidan olarak kullanilan BHT nin 3 pg/ml, 6
pg/ml ve 1,2 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan cozeltilerinink DPPH  serbest
radikalini inhibe edici etkileri Sekil 5.5 ve 5.6'da verilmistir. Y Uksek konsantrasyonda
(1,2 pg/ml) meyve icinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin aktivitelerinin (sirasiyla
%050,78 ve %45,67) sentetik antioksidan BHT aktivitesine (%45,16) gore kiyaslanabilir
degerlerde oldugu gordlmustir. Ekstrelerin konsantrasyonlari arttikga inhibisyon
aktiviteleri de beklendigi gibi artis gbstermistir.

Defne meyves kabuk, meyve icinden elde edilen ekstrelerin/fraksiyonlarin,
kontrol ve sentetik antioksidan olarak kullanilan BHT' nin beta-karoten linolelk asit
soldurmasini inhibe edici etkileri Sekil 5.7, 5.8 ve 5.9'de verilmistir. TUm ekstrelerin
kontrol grubuna gore ¢ok yiksek bir aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Meyve ic¢i ve kabuk ekstrelerinin YBSK-DAD andlizleri sonucunda kabuk
ekstrelerinin benzoik asit ve flavonoit tlrevlerince, meyve ici ekstrelerinin de sinnamik
asit tirevlerince zengin oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak defne meyvesinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesine

yonelik olarak yapilan bu calismada gerek meyve ici gerekse kabuklarin belirgin bir
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antioksidan etkiye sahip olduklari gozlenmistir. Bulunan sonuclarin daha énce defne
meyveleri ile ilgili bu yonde yapilmis bir caisma bulunmamas nedeniyle
karsilastiriimasi  yapilamamis olmakla beraber, incelenen sistemlerde sentetik
antioksidan olarak kullanilan BHT'nin antioksidan kapasites ile kiyaslanabilecek
derecede aktiviteye sahip olmalari, defne meyvelerinin 6zellikle meyve icinin
potansiyel bir dogal antioksidan kaynagi olarak degerlendirilebilecegini gostermistir.
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