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SIMGE LISTESI

a Cozeltiden gecen 1sik demetinin dalga boyuna bagh bir sabit

A Absorbans

A Dehidroaskorbik asit (Askorbik asitin 2-e oksitlenmis hali)

A Antioksidan radikali

AH Antioksidan

Amax A parametresinin LA oksidasyonunun bitiminde ulasilabilecegi maksimum
deger

Brij35 Iyonik olmayan siirfaktan

Brij76 Iyonik olmayan siirfaktan

Brij700 iyonik olmayan siirfaktan

C Konsantrasyon

ChL Toplam flavonoid konsantrasyonu
ChaL Toplam flavonoid konsantrasyonu
dys Ortalama hacim-ylzey capi

Ep,a Anodik pik potansiyeli

EpH=7 pH=7’de bir elektron indirgeme potansiyeli
FI-OH  Flavonoid

FI-O®  Ariloksil radikal

G' Gallamid

G° Metil gallat

G Gallik asit

GSH Glutatyon

HA Askorbik asidin monoanyonik hali

H,A Askorbik asidin dissosiye olmayan hali
HL Monoprotik polifenoller

H,L Diprotik polifenoller

HO® Hidroksil radikali

HO,®  Perhidroksi radikali

I Cozeltiyi terkeden isinin siddeti
I iyonik kuvvet

Is Spesifik inhibisyon

lo Gelen i1sin demetinin siddeti

k Birinci derece reaksiyonun hiz sabiti

kg Bakir(ll) iyonlari varliginda ve yoklugunda birinci mertebe hiz sabitleri
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arasindaki fark

K Bakir(ll) konsantrasyonundan bagimsiz spesifik hiz sabiti
I Cozeltinin kondugu hiicrenin kalinhigi
L Lipit radikali

LOO®  Lipit radikali

LOOH Hidroperoksit

NO* Nitrik oksit radikali

0, Siiperoksit radikali
ODmax  Oksidasyon (rlinlerinin maksimum birikimi (yani maksimum optik yogunluk)
pKa Asitlik sabitleri

R Organik radikal

RCOO* Organik peroksit radikali
RO’ Alkoksil radikali

ROO®  Peroksil radikali

ROOH Hidroperoksit

RS’ Tiyil radikali

Sk K degerlerinin standart sapmasi
t Reaksiyon stiresi, inkiibasyon siiresi
T Transmitans

Vmax Oksidasyonun maksimum hizi
AA Absorbans degisimi

3 Ekstinksiyon katsayisi

Amax Maksimum absorbans dalga boyu
oL L'nin relatif bollugu

Bn Toplu kompleks olusum sabiti

Bn’ Toplu kararlilik sabitleri (kosullu)
c Yiizey yiik yogunlugu

) Damlacik hacim fraksiyonu

0o Yiizey potansiyeli



KISALTMA LISTESI

AA
ABTS
AIBN
ATP
AUC
BHA
BHT
CA
CDTA
cMC
CcT
CTAB

Askorbik asit
2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-silfonik asit) radikali
Azoizobutironitril

Adenozin trifosfat

Egri altindaki alan (Area under curve)
Bitillendirilmis hidroksianisol

Bitillendirilmis hidroksitoluen

Sitrik asit
1,2-Siklohekzandiamin-N,N,N’,N’-tetraasetik asit
Kritik misel konsantrasyon

Katesin

Setil trimetilamonyum bromir

CUPRAC Bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasite (Cupric ion reducing antioxidant

Ccv
DCPIP
DHA
DPPH
DSO
DTAB
EDTA
ESR
ET
EtAc
FCR
FDA
FR
FRAP
GC
HAT
HPLC

IEP
10U

capacity)

CUPRAC varyasyonu

Diklorofenol-indofenol

Dehidroaskorbik asit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Diinya saglik orglitii

Katyonik stirfaktan

Etilendiamin tetraasetik asit

Elektron spin rezonans

Elektron transfer

Etilasetat

Folin-Ciocalteu

Gida ve ilag dairesi (Food drug administration)
Serbest radikal

Demir indirgeme antioksidan kapasite (Ferric reducing antioxidant power)
Gaz kromatografisi

Hidrojen atom transfer

Yiksek performansli sivi  kromatografisi (High performance liquid
chromatograph)

izoelektrik nokta

inhibe oksijen cevrilmesi
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IR

LDL

MR
MS
nm
NBS
Nc

NDGA
NEM
NHE
NMR
NTA
ORAC
PG

QR
ROS

RS

RSD
SDS
SOD
TAC
TBARS
TEAC
TBHQ
TEMPO
TRAP
Troloks
uv
UVv-VvIS
VDL

Infrared

Ligand

Disik yogunluklu lipoprotein (Low density lipoprotein)

Metal

Morin

Mossbauer spektroskopisi

Nanometre

N—bromosiksinimid

Neokuproin: 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproine: 2,9- dimethyl-1,10-
phenanthroline)

Nordihidroguayenetasidi

islem gérmesi gereken diger antioksidan mekanizmalar

Normal hidrojen elektrot

Nikleer magnetik rezonans

Nitrilotriasetik asit

Oksijen radikal absorbans kapasite (Oxygen radical absorbance capacity)
Propil gallat

Kuersetin

Reaktif oksijen tiirleri

Raman spektroskopisi

Bagil standart sapma (Relative standart deviation)

Anyonik stirfaktan

Superoksit dismutaz

Toplam antioksidan kapasite (Total antioxidant capacity)

Tiyobarbitlirik asit reaktif maddeleri (Thiobarbituric acid reactive substances)
Troloks ekivalent antioksidan kapasite (Trolox equivalent antioxidant capacity)
Tersiyer bitil hidrokinon

Nitroksit 2,2,6,6-tetrametil -piperidin-1-oksil

Toplam reaktif antioksidan potansiyel (Total reactive antioxidant potential)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit

Ultraviole

Mor 6tesi Gortinir (Ultraviole Visible)

Cok disuk yogunluklu lipoprotein (Very low density lipoprotein)
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OZET

FLAVONOIDLER VARLIGINDA ASKORBIK ASIDIN BAKIR (1I) — KATALIZLI
OKSIDASYONU VE BAKIR (I1) / ASKORBIK ASIT NEDENLI LiPiT
PEROKSIDASYONUNUN iNCELENMESI

Bilge YILDOGAN BEKER

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. inci SONMEZOGLU

Antioksidanlar oksidasyonu onleyebilen ya da geciktirebilen bilesiklerdir. Flavonoidler
onemli antioksidanlardir. Askorbik asidin (AA: C vitamini) Cu(ll) katalizli
otoksidasyondan korunmasi ve linoleik asidin bakir (I1)/askorbik asit indukli lipit
peroksidasyonunun dnlenmesi antioksidan kimyasinda dnemlidir.

Bu calismanin ilk boliminde AA’nin, Cu(ll) iyon varliginda ve vyoklugunda,
oksidasyonuna benzer kimyasal yapidaki farkh flavonoid bilesiklerinin [kuersetin(QR),
morin(MR) ve katesin(CT)] tek basina ve ikili ve (¢l karisimlari halinde etkisi,
havalandirilmis asetat tamponlu ¢ozeltide (pH = 4,5), 25 °C’'de ve | = 0,1 M KNOs'da,
bakir(ll)-neokuproin reaktifi ile spektrofotometrik olarak incelendi. Cozeltide
oksitlenmeden kalan AA konsantrasyonu, modifiye CUPRAC (cupric ion reducing
antioxidant capacity) yontemi kullanilarak tayin edildi. pH 4,5'da AA'nin Cu(ll) katalizli
oksidasyonu birinci derece kinetik izledi. AA’'nin katalitik oksidasyonu, stabil Cu-
kuersetin ve morin kompleksleri ile Cu-katesin kompleksinden daha fazla inhibe edildi.
Karisimlar icin siralama, diger antioksidan testleri ile de dogrulanabilen antioksidanlarin
olasi sinerjistik veya antagonistik kombinasyonlari hakkinda bilgi verir. Flavonoidler
besin ve ilaca uyumlu oldugu icin ticari Urinlerde C vitamininin stabilitesini arttirmak
icin kullanilabilirler.
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Bu calismanin ikinci bdlimiinde, antioksidan olarak flavonoidlerin 37 °C ve pH 7’de
Cu(ll) iyon-askorbat kombinasyonu varliginda ve yoklugunda, havalandiriimis ve inklibe
edilmis linoleik asit (LA) emilsiyonlarindaki, peroksidasyona etkileri incelendi. Bakir(ll)-
askorbik asit sistemi ile indiUklenmis lipit peroksidasyon, hidroperoksit
konsantrasyonuna bagl olarak birinci derece kinetik izledi. Bir LA sistemde ferrik
tiyosiyanat metot ile tayin edilen bakir baslaticili peroksit trinlerinin miktari, eklenen
flavonoidlerin olasi antioksidan ve prooksidan aktivitelerini saptamak icin kullanildi.
Potansiyel antioksidan koruyucu olan benzer vyapidaki farkli flavonoidlerin
([kuersetin(QR), morin(MR) ve katesin(CT)] etkileri, secilen peroksidasyon sistemde
incelendi. Flavonoidlerin LA peroksidasyonunu korumasinda onleyici sirasi: morin >
katesin > kuersetin olarak saptandi. Katesin ve kuersetin, konsantrasyonlarina bagl
olarak antioksidan ve prooksidan etki gosterirken; morin biitiin konsantrasyonlarda
antioksidan etki gosterdi. Flavonoidlerin antioksidan ve prooksidan davranislari icin,
sonugclar flavonoidlerin yapilarina bagli olarak degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: askorbik asit, C vitamini, otoksidasyon, bakir(ll) kataliz, flavonoidler,
antioksidan koruma, linoleik asit peroksidasyonu, bakir baslaticili prooksidan aktivite,
hidroperoksitler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF COPPER(II)-CATALYZED ASCORBIC ACID AUTOXIDATION
AND COPPER(II) / ASCORBIC ACID INDUCED LIPID PEROXIDATION IN THE
PRESENCE OF FLAVONOIDS

Bilge YILDOGAN BEKER

Department of Chemistry

PhD Thesis

Advisor: Prof. Dr. inci SONMEZOGLU

Antioxidants are compounds that can delay or inhibit oxidation. Flavonoids are
important antioxidants. Protection of ascorbic acid (AA: vitamin C) from Cu(ll)-
catalyzed autoxidation and also prevention of linoleic acid from copper(ll)/ ascorbic
acid induced lipid peroxidation is an important aspect of antioxidant chemistry.

The autoxidation of AA in the absence and presence of Cu(ll) ions was investigated in
aerated solution at 25 °C and 1=0,1 ionic strength (KNOs) in the first part of this study.
Also the effects of three different flavonoids of similar structure [quercetin (QR), morin
(MR) and catechin (CT)] and their mixtures on the AA system were studied. The
concentration of unoxidized AA remaining in solution was measured with the modified
CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) spectrophotometric method. The
Cu(ll)-catalyzed oxidation at pH 4,5 followed first-order kinetics with respect to AA
concentration. Catalytic autoxidation of AA was inhibited to a greater extent by stable
guercetin and morin complexes of Cu(ll) than by catechin complex. The inhibitive
effectiveness order of mixtures gives information about possible synergistic or
antagonistic combinations of flavonoid antioxidants, which should be further
confirmed with other antioxidant tests.
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The peroxidation of linoleic acid (LA) in the absence and presence of Cu(ll)
ion—-ascorbate combinations was investigated in aerated and incubated emulsions at
37 °C and pH 7 in the second part of this study. LA peroxidation induced by
copper(ll)-ascorbic acid system followed first order kinetics with respect to
hydroperoxides concentration. The extent of copper-initiated peroxide production in a
LA system assayed by ferric thiocyanate method was used to determine possible
antioxidant and prooxidant activities of the added flavonoids. The effects of three
different flavonoids of similar structure, i.e. quercetin (QR), morin (MR) and catechin
(CT), as potential antioxidant protectors were studied in the selected peroxidation
system. The inhibitive order of flavonoids in the protection of LA peroxidation was:
morin > catechin > quercetin, /.e. morin showed antioxidant effect at all concentrations
whereas catechin and quercetin showed both antioxidant and prooxidant effects
depending on their concentrations. The results were evaluated in the light of structural
requirements for antioxidant and prooxidant behaviour of flavonoids.

Key words: ascorbic acid, vitamin C, autoxidation, copper(ll) catalysis, flavonoids,
antioxidant protection, linoleic acid peroxidation, copper-initiated prooxidant activity,
hydroperoxides
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BOLUM 1

GiRIS

1.1 Literatir Ozeti

C vitamini (Askorbik Asit, AA) bircok biyokimyasal reaksiyona katilan énemli bir suda
¢oziinen antioksidan vitamindir. indirgenmis (L-askorbik asit) ve vyiikseltgenmis
(dehidroaskorbik asit) olmak lzere, dogada iki sekilde bulunur. Her ikisinin de biyolojik
etkisi vardir. Isiga dayaniksizdirlar, yiikseltgenler, alkaliler ve bazi metaller varliginda
bozunurlar. Etkili fonksiyonlarindan biri oksidasyonun hiicre metabolizmasina karsi
olusturdugu zararh etkileri azaltmasidir (Packer ve Fuchs [1]). Bircok gidanin dogal
bilesenidir, yiyecek ve iceceklere vitamin destegi ve antioksidan olarak eklenir.
Kararhihgi, bu Urinlerin bilesimine ve oksijen icerigine bagli olarak genis oOl¢lide degisir
(Seib ve Tolbert [2]). Cu(ll) ve Fe(lll) gibi eser miktardaki gecis metal iyonlari askorbik
asit otoksidasyonunda katalizor olarak gorev yapar. Molekiiler oksijen ile Cu(ll) katalizli
AA oksidasyonu gida ve ila¢ endistrisindeki biyokimyasal éneminden dolayi, kapsaml
olarak calisilmistir (Khan ve Martell [3], [4], Ogata vd. [5]). Cu(ll) komplekslerinin
katalitik aktiviteleri, ligandin yapisi ve metal iyonunun koordinasyon geometrisine
baglidir (Davies [6]). Cu(ll) ve Fe(lll)’Gn EDTA, CDTA, NTA, sitrat, asetat, tartarat, ftalat,
bishistidin ve glutatyon gibi ligandlarla kompleks olusturmasi katalitik aktiviteyi
degistirir (Khan ve Martell [3], [4], Sahbaz ve Somer [7], imer vd. [8], [9], Scarpa vd.
[10], Ohta vd. [11]). Khan ve Martell [4], AA oksidasyonunda bakir ve demir kelatinin
kararhhginin katalitik aktiflikle lineer olarak degistigini gostermistir. Gida ve ilaglarla
uyumlu bilesikler olan amino asitler ile Cu(ll)'nin olusturdugu kararli kompleksler,
AA’nin katalitik otoksidasyonunu inhibe etmektedir (imer vd. [9]). AA’nin katalitik
otoksidasyonu, kararli Cu(ll)-organik meyve asiti ikili kompleksleri varliginda inhibe
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edilmistir. Sitrik asitin inhibe etme glici en yliksek bulunurken, digerleri; oksalik asit,
malonik asit, tartarik asit ve fumarik asit sirasini takip etmistir (Akbiyik vd. [12]).
Flavonoidler bir grup polifenolik bilesikler olup cok sayida meyve ve sebzelerde
bulunur. Bircok cicek, meyve ve yapraklarin gizel renkleri bunlardan ileri gelir.
Flavonoidler bitkilerde antioksidan, antimikrobiyal, fotoreseptor, gorsel cekici, 1sik
engelleyici olarak davranirlar. Flavonoidlerin temel gida kaynaklari meyveler, sebzeler,
tohumlar, icecekler (cay, kahve, sarap ve bira) ve diger konservelerdir (surup, regeller
gibi). En yaygin flavonol olan kuersetin en ¢cok sogan, elma kabugu, bogirtlen, siyah
Uzim, brokoli ve salatada bulunurken; katesin gibi flavanoller en ¢ok cay yapraklari,
siyah Uzim, kahve cekirdekleri ve kirmizi sarapta bulunur (Passamontil vd. [13], Rice-
Evans [14]). Meyve ve sebzelerde bulunan polifenoller insan sagligina olumlu etkide
bulunurlar (Gorinstein vd. [15], [16]). Bunlarin antialerjik, antimikrobiyal,
antienflamatuar ve damar genisletici olarak biyolojik aktiviteleri cesitli calismalarda
goOzlenmistir. Bu calismalarin ¢ogu bunlarin serbest radikal olusumuna indirgenme
yetenegi nedeni ile flavonoidlerin antioksidan aktivitesini gosteren calismalardir (Pietta
[17], Dominguez vd. [18]). Gorinstein vd. [19] soyulmus tath meyvelerin flavonoid
iceriklerini ve toplam antioksidan miktarlarini ferrylmyoglobin/ABTS yontemi ile
dlcmusler (r’=0,93), fakat Leontowicz vd. [20], soyulmus elma ve armut flavonoidleri
icin, DPPH ve B karoten testleri ile daha dusik korelasyon katsayilari (r’~0,60-0,65)
saptamislardir. Radikal soniimleyici yeteneginin yaninda, flavonoidler etkili metal iyon
kelatorleridir. Gegis metal iyonlari, serbest radikal proseslerini (Fenton reaksiyonu gibi)
baslatirken; metal kelatlama flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin diger bir
mekanizmasi olarak dislintlmistir. Flavonoidlerin metal iyonlari ile etkilesimi,
bunlarin antioksidan 6zelliklerini ve bazi biyolojik etkilerini degistirebilir (De Souza ve

De Giovani [21], Fernandez vd. [22], Fiorani vd. [23]).

Flavonoidlerin  ylksek antioksidan ve antiradikal aktivitesi icin, 3- ve 5-OH
substitiientlerinin 4-keto grubu ile metal kelatlasmasi, 2,3 cifte baginin 4-karbonil ile
konjugasyonu ve B halkasinda 3’,4’-dihidroksifenol (o-katekol) substitiisyonu gereklidir
(Rice-Evans [24], [14]). Bu calismada iki flavonol (kuersetin ve morin) ve bir flavan-3-ol
(katesin) olmak lzere g flavonoid kullanildi. Kuersetin istenen bu {g¢ yapinin hepsine

sahipken, morinin B halkasinda 3’,4’- dihidroksifenol (o-katekol) fonksiyonel grubu ve



katesinin bitlin molekil boyunca elektron delokalizasyona neden olan, A ve B
halkalarinin esdizlemliligi icin gerekli olan 2,3 cifte bagi yoktur. Bakir(ll)+askorbat
kombinasyonlari hidroksil radikalleri de iceren reaktif tiirler tretir (Chio [25]). Boylece
askorbik aside test edilen flavonoidlerin koruyucu etkisinde farkhliklarin olacagi

beklenmektedir.

Kuersetin (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon) biyolojik ve farmasotik 6zelliklerinden dolayi
bircok arastirmacinin dikkatini cekmistir (Boots vd. [26], Biesaga ve Pyrzynska [27]).
Kuersetin metal iyonlari ile etkilesebilen Ui¢ olasi kelatlasma bdlgesine sahiptir: 3’,4'-
dihidroksi grup B halkasina ve 3- veya 5- hidroksi ve 4 keto grubu C halkasina yerlesir
(Pekal vd. [28]). Kuersetinin bakir iyonlari ile etkilesimi sonucunda metal:ligand orani
1:1 (Fernandez vd. [22], El-Hajji vd. [29], Brown vd. [30]) veya 2:1 (Fernandez vd. [22],
Bukhari vd. [31]) olan kelatlar olusurken; 1:2 (Bukhari vd. [31]) veya 1:3 (Mira vd. [32])
gibi diger stokiyometrilerin de olusabilecekleri bildirilmistir. Escander ve Sala [33],
kuersetin ile bakir (Il) arasindaki denge reaksiyonlarini, sulu ¢ozeltilerde 20 °C ve I=
0,10’de potansiyometrik ve spektrofotometrik metotlarla calisarak kararlilik sabitlerini
hesaplamislardir. Kuersetin temel kosullarda Cu(ll) iyonlar varliginda incelenmis ve
serbest radikalli ortamda hasari 6nlemek icin gerekli olan olaylarin mekanizmasi
aciklanmistir (Torreggiani vd. [34]). Makris ve Rossiter [35], kuersetinin Cu(ll) katalizli
degradasyonunu sulu sitrat model sistemde pH 8 ve 97 °C’de ortama askorbik asit ve
katesin ilavesi ile calismislardir. Cozeltiye AA ilavesi kahverengilesmeyi o6nlerken
(flavonoliin kinona oksidasyonunun 420 nm’deki absorbansinin 6lcimleriyle dedekte

edilmesi gibi), katesin 6nemli bir renk artisina sebep olmustur.

Cay katesinlerinin (3,5,7,3’,4’ —Flavan-3-ol) antioksidan aktiviteleri, pH ve metal
iyonlarindan etkilenmektedir (Kumamoto vd. [36]). Katesinin asitlik sabitleri ve Cu(ll)
komplekslerinin olusum sabitleri, potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemlerle
cahsilarak hesaplanmistir (Teixeira vd. [37]). Cu(ll) ve morin (3,5, 7,2’,4-
pentahidroksiflavon) arasindaki stabil 1:1 kompleksinin olusumu metanolli ortamda
cahsilmistir (Panhwar vd. [38]). Flavonollerin (kuersetin ve morin) ardisik asitlik
sabitleri (pKa), potansiyometrik teknikler kullanilarak bulunmustur (Herrero-Martinez

vd. [39]).



Karmasik reaksiyonlara kadar giden bir seri radikal zincir reaksiyonlarinda lipitler
oksijenle reaksiyona girdiginde lipit oksidasyonu meydana gelir. Gidalardaki lipitlerin
oksidasyonu kalite kaybina neden olur. Canlida lipit oksidasyonu, kroner kalb hastalgi,

arterosikleroz, kanser ve yaslanma siirecinde rol oynayabilir (Jadhav vd. [40]).

Sicaklik, oksijen basinci, metal katalizorler, yag bilesimi ve yag sekli gibi oksidasyonu
etkileyen bircok faktor, oksidasyon kosullarina bagl olarak degisiklik goOsterebilir
(Frankel [41]). Antioksidanlar ortamda bulundugunda lipit oksidasyonunu onleyebilir ya

da geciktirebilir.

Gecis metal iyonlari (6rnegin bakir) ile indiklenmis lipit peroksidasyonu, Cu(ll) ile
baslayan redoks donglisii olusumunu gerektirir, burada AH bir antioksidani (askorbik

asit gibi) ve LOOH bir lipit hidroperoksiti gostermektedir:

Cu”+AH—A+H*+Cu" (1.1a)
Cu**+LOOH—LOO +H"+Cu" (1.1b)

ilerleme basamagi, molekiiler oksijen veya Fenton tipi reaksiyonlar yoluyla devam eder

(Burkitt [42]):

Cu™+0,—>Cu*"+0,* (yavas) (1.2)
Cu™+LOOH—Cu**+LO"*+OH (hizl) (1.3)

Lipit radikalleri (LO® ve LOO®) etrafindaki diger yag molekiilleri ile zincir reaksiyonu
seklinde lipit oksidasyonunu devam ettirir (McClements ve Decker [43]). Lipit
molekillerinin kimyasal yapisi, Ozellikle cifte baglarin sayr ve pozisyonu, lipitlerin
oksidasyona yatkinhgini belirler. Lipit oksidasyonuna karsi doymus lipitler doymamis
lipitlerden ¢ok daha fazla stabildir (McClements ve Decker [43]). Kolloidal ¢ozeltilerde,
doymamis yag asitlerindeki cifte baglarin pozisyonu, lipit oksidasyonuna yatkinhgi

etkiler (Miyashita vd. [44]).

Lipit oksidasyonu doymamis lipitlerle oksijen arasindaki bir reaksiyondur. Oksijen
besinlerdeki yaglarda sudan li¢ kez daha fazla ¢6zinir (Ke ve Ackman [45]) ve boylece

yag fazinda lipit oksidasyonu icin yeterli oksijen her zaman vardir. Tween 20 ile stabilize



edilmis linoleik asit yag-su emdilsiyonlarinda, oksijen konsantrasyonunun lipit
oksidasyon kinetigine etkisi arastirilmistir (Marcuse ve Fredricksson [46], [47], [48]).
Disik oksijen konsantrasyonlarinda lipit oksidasyonu icin hiz belirleyici basamak, sulu
faz icinden oksijenin difizlenme hizidir. Yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda ise, bu
difizyon hizi lipit oksidasyon hizindan daha fazla oldugu icin, mevcut oksijen
konsantrasyonunu azaltmakla lipit oksidasyonu geciktirilebilir. Ornegin besinlerin
vakum ya da azot atmosferi altinda paketlenmesi (McClements ve Decker, [43]).
Linoleik asidin Cu(ll) kompleksleri ile oksidasyonu da hava ile doyurulmus ¢ozeltilerde

gerceklestirilmistir (Ueda vd. [49]).

Lipit oksidasyonunda prooksidatif etki, mikromolar bakir konsantrasyonlarinda
go6zlenmistir. Boyle davranislar AA iceren potasyum linoleatin hizli peroksidasyonunda
ilk olarak Haase ve Dunkley [50] tarafindan ve daha yakin zamanda da, AA katalizli
gecis metal iyonu ile indiiklenmis peroksidasyon yoniinden yorumlanmistir (Kritharides

[51]).

Antioksidanlar besinlere ilave edildiginde acilasmayi en aza indirir, toksik oksidasyon
drdnlerinin olusumunu geciktirir, besinde kaliteyi korur ve raf 6mriini arttirir (Jadhav
vd. [40]). Demir/askorbik asit ile induklenmis emiilsifiye linoleik asit peroksidasyonu
Uzerine antioksidanlarin etkisi, Cuvelier vd. [52] tarafindan c¢alisiimistir. Torel vd. [53],
linoleik asit ve metil linoleatin otoksidasyonunun katesin, kuersetin ve morin gibi
flavonoidler tarafindan inhibe edildigini ve morinin en ¢ok inhibe edici bilesik oldugunu
gosterdiler. Yani, linoleik asidin trans-trans hidroperoksit izomerlerinin olusumu
flavonoidler ile engellenmektedir (Torel vd. [53]). Kuersetin ve morin zincir kirici
antioksidanlar olarak, setil trimetilamonyum bromir (CTAB) misellerinde linoleik asidin
otoksidasyonunun arastiriimasinda kullanildi ve her iki flavonolin antioksidan aktivite
gosterdigi gozlendi (Wang ve Zheng [54]). Miseler bir sistemde, antioksidanlarin
lipofilitesi karsilastirildiginda (oktanol-su partisyon katsayisi olarak yansidiginda), o-
dihidroksi fenolik gruplarin varhigi gibi yapisal karakteristikler antioksidan aktivitede
onemlidir. Cinki boyle fenoliklerin (yani orto-hidroksi fenoksil radikali) ara oksidasyon
drdnleri, misel fazinda molekdl i¢i hidrojen baglanmasi nedeniyle, daha stabildir (Foti
vd. [55]) ve fenoksil radikalin stabilizasyonu radikali daha gliclli bir fenolik antioksidan
yapar (redoks potansiyelindeki azalma ylzinden).
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Ayrilmis distk yogunluklu lipoprotein (LDL)'in Cu(ll) indUkli oksidasyonuna, urat
varliginda veya yoklugunda, kuersetinin etkisi calisiimis ve tek basinayken kuersetinin
peroksitlenmis LDL'ye prooksidan olarak davrandigi gézlenmistir (Filipe vd. [56]). Zhu
vd. [57] flavonoidlerin (kuersetin ve morin gibi) antioksidan olarak gorev yaptigini ve
LDL’de kalan ve tekrar (retilen a-tokoferol mekanizmasi yoluyla dogrudan veya dolayli
olarak LDL'yi oksidasyondan korudugunu gosterdiler. Bir flavonoidin LDL'yi
oksidasyondan korumadaki etkinligi, flavonoidin kararlihgi ve hidroksil gruplarinin sayi
ve yerleriyle belirlenir (Zhu vd. [57]). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma
kapasitesi daha onceden birka¢ calismada in vitro olarak calisiimis ve onemli yapi-
aktivite iliskisi kurulmustur (Pekkarinen vd. [58], Pietta [17], Dominguez vd. [18],
Akbiyik vd. [12], Yildogan-Beker vd. [59]). Flavonoidler radikal sonlimleyici etkilerinin
yaninda etkili metal iyon kelatorleridir. Gegis metal iyonlari serbest radikal prosesin
baslamasinda hayati bir rol oynadigi icin (mesela Fenton reaksiyonlari yoluyla) (Boadi
vd. [60]), flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin diger bir mekanizmasinin, metal
kelatasyon oldugu duslinilir. Metal iyon etkilesimleri, flavonoidlerin antioksidan

ozelliklerini ve bazi biyolojik etkilerini degistirebilir (Brown vd. [30]).

Linoleik asit emilsiyonundan (Cu(ll) tuzu ilavesiyle) oksijen gecirilirse zamana bagl
olarak kiimen hidroperoksitler olusur (yaglarin zamanla acilasma nedeni) ve bunlar,
asitli Fe(ll)-rodaniir ¢ozeltisinden kan kirmizi renkli Fe(lll)-rodaniir olustururlar (Lea
[61], Mihaljevic vd. [62]). Ortama katilan cesitli antioksidanlarin aktivitesi, birim
bekletme zamaninda Fe(lll)-rodaniir kompleksinin daha az olusmasiyla orantilidir.
Metal katalizor baslaticili oksidasyonda antioksidan ve prooksidan aktivitelerini tayin
icin, LA sistemdeki olusan peroksit demir tiyosiyanat metotla saptanmistir (Fukumoto

ve Mazza [63]).

Bir bilesigin prooksidan aktivitesinin, metal iyonlarini (mesela Fe(lll) ve Cu(ll)) daha
disiik degerlere indirme vyeteneginden kaynaklandigi kabul edilir. Daha disuk
degerdeki metaller O, veya H,0, ile reaksiyona girip reaktif tiirler (mesela Fenton tipi
reaksiyonlar yoluyla) olusturarak istenmeyen oksidasyonlarin artisina sebep olabilir.
Antioksidan potansiyele benzer olarak, flavonoidlerin prooksidan davranislarinin
molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisina bagh oldugu ve ayni sayida —OH bagh
flavonoidler icin, flavonlarin flavanonlardan daha yiksek Cu(ll) baslaticii prooksidan
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aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Cao vd. [64]). Genel bir kural olarak, bitki kaynakh
antioksidanlarin disiik konsantrasyonlarda prooksidan aktivite ve bir kritik degerin

Ustinde antioksidan aktivite gosterdigi iddia edilmistir (Yen vd. [65], Wanasundara ve

Shahidi [66]).

Peroksidasyonun kinetik profili tic parametreyle karakterize edilir: Hizli oksidasyona
kadar olan yavas adim (lag), oksidasyonun maksimum hizi (Vnax) ve oksidasyon
drldnlerinin - maksimum birikimi (ODpay). Antioksidanlarin eklenmesi bu durumu
degistirir ve oksidasyonun kinetik parametrelerini etkiler. Ozellikle, antioksidanlar lag’i
uzatabilir ve/veya Vmax'| ve ODpmay’I azaltabilir  (Pinchuk ve Lichtenberg [67]). Bu
calismada, LA sistemde zamanla olusan kiimen hidroperoksitlerin demir(ll) rodanir
cOzeltisiyle olusturduklari demir(lll) tiyosiyanattan kaynaklanan, absorbans degisimi
inkiibasyon zamaninin fonksiyonu olarak sigmoidal egriler vermistir (Ozilgen ve Ozilgen
[68], Watanabe vd. [69]). Eger oksidasyon Urinlerinin (ODmax) maksimum absorbansi
1’e yaklasirsa (yani Amax = 1), oksidasyonun maksimum hizi (Vimax), Ln ((1-A)/A)'nin
inklibasyon zamanina (t) karsi cizilen grafiginden hesaplanabilen birinci derece hiz

sabiti (k) olarak saptanabilir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin birinci bélimiinde, antioksidan olarak flavonoidlerin askorbik asidin bakir(ll)
katalizli oksidasyonuna; ikinci bolimiinde de yine flavonoidlerin bakir(l1)-askorbat
sistem ile indiklenmis lipit peroksidasyonuna etkilerinin  arastiriimasi
hedeflenmektedir. Bu amacla tezin ilk bolimiinde AA’nin Cu(ll) iyon varliginda ve
yoklugunda oksidasyonu, havalandirilmis asetat tamponlu ¢ozeltide (pH = 4,5), 25
°C'de ve | = 0,1 M KNOs’da incelendi. Gergek gida sistemleri ¢esitli flavonoidleri icerdigi
ve besin hazirlama ve formilasyonunda énemli oldugu icin, benzer yapidaki (kuersetin,
morin ve katesin) farkl flavonoidlerin tek basina ve ikili ve Gcli karisimlari halinde
etkisi arastinldi. Tezin ikinci bélimiinde, 37 °C ve pH 7’de Cu(ll) iyonlar varliginda ve
yoklugunda havalandirilmis ve inkiibe edilmis linoleik asit (LA) emiilsiyonlarinda, lipit
peroksidasyonu incelendi. Ayrica, LA peroksidasyonu, Cu(ll)}+ askorbik asit (AA)

baslaticili olarak da tek basina ve AA’nin potansiyel antioksidan koruyucusu olan



flavonoidler (yani omurgada 3-hidroksiflavon tasiyan iki flavonol: kuersetin, morin ve

bir flavanol: katesin), varliginda arastirildi.

1.3 Orjinal Katki

Flavonoidler, gida ve ilacglara uygun bilesikler oldugu ve ticari trlinlerde C vitamininin
stabilitesini arttirmak icin kullanilabildigi icin, polifenollerce bu zengin desteklerin
kullanimini arttirir (Cermak ve Wolffram [70]). Bu ¢alismanin sonuclarindan, AA'nin
bioflavonoid icerikli besin katkili formuilasyonlarinin cok stabil olabilecegini ve bu
ylUzden insan saglgina, saf C vitamininden daha fazla, yararli olabilecegi sonucunu

cikarabiliriz.

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi bircok calismaya konu olmasina ragmen,
prooksidan etkisinin dikkate alindigi cok az literatlir calismasi bulunmaktadir. Bu
nedenle bu calismanin bulgularinin, heterojen gida Orneklerinin korunmasinda
prooksidan olarak hareket edebilen flavonoidlerin bulundugu gercek sartlarin daha iyi

anlasilmasinda yardimci olacagina inanilmaktadir.



BOLUM 2

GENEL BILGi

2.1 Oksidasyon

Elektronlarin bir atomdan baska bir atoma transferine oksidasyon denir ve oksijenli
solunum da bizim metabolizmamizin énemli bir parcasidir. Oksijen, elektron tasima
sisteminin esas elektron tasiyicisidir ve enerjinin ATP seklinde Uretilmesini saglar. Fakat
elektronlar ciftlesmedigi zaman sorunlar ortaya cikar ve serbest radikallerin olusmasina

sebep olabilir. Oksijen temelli serbest radikallere 6rnek olarak reaktif oksijen tirleri
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Sekil 2. 1 ROS kaynakl lipit peroksidasyonu (Pietta [17])
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ROS'nin vivo olarak farkli roller Gstlendigi kabul edilir. Bunlarin bazilari olumlu olup
enerji Uretimi, fagositoz, hiicre blylmesinin diizenlenmesi, hiicre ici iletisim ve
biyolojik olarak 6nemli olan maddelerin sentezlenmesiyle baglantilidir. Fakat ROS ayni
zamanda c¢ok zarar verici de olabilir; ¢link( hiicre membranlarinda lipitlere, dokulardaki
veya enzimlerin proteinlerine, karbonhidratlara ve DNA’ya saldirarak oksidasyona
neden olur ve membranlarin zarar gormesine, protein modifikasyonlarina sebep
olabilir (Sekil 2.1). Bu oksidatif hasar, yaslanma, kalp rahatsizliklari, katarakt, zihinsel
fonksiyon bozuklugu ve kanser gibi bircok dejeneratif hastalikla beraber anilmaktadir.

insanlar serbest radikallere karsi antioksidan sistemler gelistirmislerdir.

2.1.1 Reaktif Oksijen Tiirleri

2.1.1.1 Suiperoksit Radikali (0;")

Siperoksit radikali (0,") hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (0,) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu siperoksit radikali meydana getirebilir. Slperoksit radikali kendisi
direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi
olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Stperoksit radikali disuk
pH degerlerinde daha reaktiftir, oksidan perhidroksi radikali (HO,") olusturmak lizere

protonlanir.

2.1.1.2 Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit (H,0,), sliperoksidin ¢evresindeki molekillerden bir elektron almasi
veya molekiler oksijenin ¢evresindeki molekillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi, siiperoksitin (0,°) dismutasyonu
ile olur. iki siiperoksit molekiilli, siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton
alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon, radikal
olmayan Urinler meydana geldiginden dolayi dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya

spontan gerceklesir ya da slperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.
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Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan

dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH’da daha belirgindir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tirleri kapsamina
girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Clinkl Fe(ll) veya diger
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O,")
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali (OH®) olusturur.

2.1.1.3 Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH®), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,
yarilanma omri ¢ok kisadir. Hidroksil radikali reaktif oksijen tirlerinin en giclisudar.
Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekillerden bir proton kopararak
tiyil radikalleri (RS®), karbon merkezli organik radikaller (R®), organik peroksitler
(RCOO®) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonucta biiyiik hasara neden olur. Canlida
hidroksil radikallerinin temel kaynagi muhtemelen Haber-Weiss reaksiyonudur. Burada
superoksit anyonu (0,°) hiicresel Fe(lll)i Fe(ll)’ye indirger ve bu yolla Fe(ll) ve

hidrojen peroksit arasindaki Fenton reaksiyonunu baslatir.

Haber-Weiss Reaksiyonu
Hidrojen peroksit (H,0,) O, ile reaksiyona girerek hidroksil radikali olusur.

0, +H,0;, > 0, + OH® + OH” (2.1)

Fenton Reaksiyonu

Hidrojen peroksit Fe’* ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni) varliginda
indirgenerek hidroksil radikali olusur (Ozyiirek vd. [71]).

0, +Fe* > Fe** + 0, (2.2)

Fe?* + H,0, > Fe** + OH" + OH (2.3)

11



2.2 Gida Emiilsiyonlan

Bir emilsiyon, biri digeri icinde kiiclik kiiresel damlaciklar halinde yayilan birbiriyle

karismayan iki sividan (genellikle yag ve su) olusur (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2 Hidrokarbon su icinde yag emilsiyonunun fotografi. Koyu kisimlar emiilsiyon
damlaciklari ve acik kisimlar sulu fazdir

Cogu besin, capi 0,1 ve 100 um arasinda olan farkli boyutta damlaciklar icerir.
Emdlsiyonlar, yag ve su fazlarinin sistem icinde relatif yerlesmesine gore siniflandirilir.
Yag damlaciklarinin bir su fazda dagilmasiyla olusan sistem, su iginde yag (oil-in-water)
veya O/W emdilsiyonu olarak isimlendirilir. Su damlaciklarinin bir yag fazda dagiimasiyla
olusan sistem, yag icinde su (water-in-oil) veya W/O emdilsiyonu olarak isimlendirilir.
W/0 emdiilsiyonlarindaki lipit oksidasyonunun hizi yaglardaki ile benzer olacaktir, ¢linkl
lipit fazin yizeyi direkt olarak havaya maruz kalacaktir. Bununla birlikte prooksidanlar
veya antioksidanlarin su damlaciklarina veya yag icinde su ara yilizeyine yerlesmesi,

W/0 emdiilsiyonlarinda lipit oksidasyonuna etki edebilir.

Emdlsiyonlar, yag ve su fazlari arasindaki ytizey alanini arttirmak icin gerekli olan pozitif
serbest enerjiden ve vyag ve suyun farkh yogunluklarda olmasindan dolayi
termodinamik olarak kararsiz sistemlerdir. Bu sebepten emiilsiyon, su (daha yiksek
yogunluklu) tabakasi Ustlindeki yag (daha dislik yogunluklu) tabakasindan olusan bir
sistemde, yag ve su arasindaki temasi mimkin oldugunca kiciltmek icin ayrilmaya
meyillidir. Belli bir zaman periyodunda (birkac hafta, ay veya yillar) emilsiyonlari

kinetik olarak sabit tutabilmek icin, homojenizasyondan 6nce kimyasal maddeler olarak
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bilinen emdilsifierler katilmahdir. Emlsifierler, homojenizasyon boyunca yeni olusan
damlaciklarin yizeyinde adsorplanan ylizey aktif maddelerdir. Damlacik ylizeyinde
bulundugunda eklenen damlaciklarin cokmesine ve damlaciklarin toplanmasini 6nleyen
koruyucu membran olusturmasina yardimci olur. Besin endistrisinde en yaygin olarak
kullanilan emdilsifierler; amfifilik proteinler, fosfolipitler ve kiicik molekilli yizey aktif
maddelerdir. Bu emiilsifierler ile olusan ara ylzey membranlarin dogasi,
emdulsiyonlarda lipit oksidasyonunun hizi lizerine buylik etki yapabilir. Yani, farkh
emdulsifierler kullanihp yizey karakteristikleri degistirilerek emiilsiyonlarin oksidatif

stabilitesi arttirilabilir.

Emdlsiyonu Uc ayri bolgeye ayirmak mimkindir: Damlaciklarin i¢i, devaml faz ve ara
ylzey bolge. Ara ylizey, bitiin emilsiyon damlaciklari ile cevrili olan dar bolgedir ve
genel olarak ylizey aktif molekillerden olusur; ayrica diger molekiilerde oldugu gibi yag
ve su molekdllerini de icerebilirler. Ara ylizey karakteristligi, mevcut molekdllerin cesit
ve konsantrasyonuna baghdir. Ara ylizey genellikle yalnizca birka¢ nanometre
kalinhktadir ve o6zellikleri emdilsifier molekillerin hidrofobik kismindan hidrofilik
kismina gittikce farklihk gosterir. Kalin ara ylizey tabakalari toplam damlacik hacminin
onemli bir kismini kapsar. Emilsiyon icinde disiik konsantrasyonlarda bulunan
molekillerin bazi tlrlerinin blydk bir kismi, bu ara yilizeyde boliinebilir. Bircok
hidroperoksitler, prooksidanlar ve antioksidanlar emiilsiyonlarda birka¢ uM’den birkag
mM’ye konsantrasyon araliginda bulunabilir. Mesela 0,2 mM tipik antioksidan
konsantrasyonu, % 0,02’den daha az emiilsiyonun toplam hacmine ekivalenttir ve bu
ylzden tiimiyle ara ylizey bolge icine yerlesebilecektir. Emiulsiyonlari stabil kilmak icin
ylzey aktif maddeler (sirfaktan) kullanildiginda bunlardan yalnizca bir kismi gercekten
damlaciklar kusatir, kalani sirfaktan miselleri olarak sulu fazda kalir. Amfifilik ve polar
olmayan molekiller, strfaktan misel varliginda oldugu gibi, slirfaktan molekiillerle
birleserek emdlsiyon damlaciklarini  kusatir. Boylece siirfaktanlarin  toplam
konsantrasyonu artmis olur, damlaciklar ve miseller arasinda dagiliminda oldugu gibi,

emdlsiyon icinde molekdillerin dagilimi Gizerine 6nemli etkisi olabilir.

Emdilsiyonun bazi bolgelerindeki cesitli molekiiller, polaritelerine ve vylizey
aktivitelerine gore kendi aralarinda (¢ farkh bodlgede bulunur. Polar olmayan
molekiller cogunlukla yag fazinda, polar molekiiller su fazinda ve amfifilik molekiiller

13



ara vyluzeyde bulunur. Emdlsiyondaki molekilin molekiiler c¢evresinin, kimyasal
reaktivite Uizerine 6nemli etkisi vardir. Besin emiilsiyonlarindaki lipit oksidasyonu icin
diger bir 6nemli faktor, lipit molekillerinin ara yizeye paralel veya dikey yonelmesidir,
clinkii bu faktor, suda c¢oziinen prooksidanlara veya antioksidanlara erisebilirliligi
etkiler. Oksidasyon ilerledikce, emiilsiyonda yerlesme ve yonlenmeyi degistiren farkh
reaksiyon Urinlerinin karisimi (retilir ve sonuc¢ olarak olusan bu drinler, yeni
cevrelerinde bulunan diger molekillerin cesitliligine bagh olarak lipit oksidasyonuna

etki ederler.

Emdilsiyon sistemlerin fiziksel karakteristikleri; besin emdlsiyonlarindaki lipit
oksidasyonuna etki eden boyut dagilimi, emiilsiyon damlaciklarinin konsantrasyon ve
fiziksel durumu, ara vyizey membraninin karakteristigi, bazi damlacik-damlacik
etkilesimlerinin aralik ve biyikligl gibi faktorler hakkinda bilgi verir (McClements ve

Decker [43]).

2.2.1 Yag-Su Emiilsiyonlarinda Lipit Oksidasyonu

“Lipit oksidasyonu" oksijen ile lipitlerin etkilesimi sonucu olusan bir dizi karmasik
kimyasal degisikligi tanimlamak icin kullanilan genel bir terimdir. Belli bir besindeki lipit
oksidasyonunun kesin mekanizmasi mevcut reaktif tiirlerin tabiatina ve fizikokimyasal
ozelliklerine baghdir. Lipit oksidasyonu Uc¢ farkli asamaya ayrilabilir: baslama, ilerleme
ve sonlanma. Lipit peroksidasyonu calismalari su icinde yag emilsiyonlari ve sulu
kolloidal sistemlerde, damlacik yilizeyindeki lipit hidroperoksidasyonlar ile gecis
metallerin etkilesimlerini ileri strer. Gegis metalleri doymamis yaglari alkil radikallerine
(6rnegin, Fe?* + RH — Fe*" + R + H') dogrudan parcalama yetenegine sahiptir, fakat bu
tepkime son derece yavas meydana gelir ve bu nedenle lipit oksidasyonunun
ilerletmede 6nemi yoktur. Emilsiyonlarda lipit oksidasyonunun hizlanmasi i¢in en olasi
mekanizma; lipit hidroperoksitlerin (ROOH)  gecis metalleri ile ya da diger
prooksidanlarla oldukca reaktif peroksil (ROO®) ve alkoksil (RO®) radikallerine
bozunmasidir (2.4) ve (2.5). Bu radikaller doymamis yaglar ile damlaciklar icinde veya
yag-su ara ylzeyinde lipit radikallerinin olusumuna yol acar (L* ve LOO®) (2.6), (2.7),

(2.8). Lipit oksidasyonu lipit radikalleri ile onlarin yakin cevresindeki baska lipitler
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arasindaki zincir reaksiyonunu ilerletir (2.9). Olusan bazi lipit radikalleri diger radikaller

ile reaksiyona girdiginde sonlanabilir (2.10).

Fe** + ROOH — Fe’" + ROO® + H* (2.4)
Fe’* + ROOH — Fe’*+ RO" +OH~ (2.5)
ROO® +LH — ROOH +L (2.6)
RO + LH — ROH+L (2.7)
I + 0, —» LOO' (2.8)
LOO® + LH —> LOOH +L° (2.9)
LOO® +LO0° — Radikal olmayan uriinler (2.10)

Alkoksil radikallerinin olusumu (2.5), ayrica B-bolinmesi reaksiyonlarina yol agar.
Bunun sonucunda aldehitler, ketonlar, alkoller dahil olmak tzere farkl icerikte bircok
cesit molekil olusur. Bu molekiller okside yaglarin karakteristik fizikokimyasal ve tat-

koku gibi 6zelliklerinden sorumludurlar.

Yukaridaki reaksiyon mekanizmasi sistemi icinde c¢esitli reaktif tdrlerin fiziksel
konumunu gostermenin  pek ©6nemi yoktur. Emilsiyon damlaciklarindaki
hidroperoksitler genellikle yizey aktiftir ve bu nedenle damlaciklarin yizeyinde
birikirler. Lipit oksidasyonunu hizlandirmaktan sorumlu bircok molekiler tirler ise, sulu
faz orijinlidir. Ornegin, gecis metalleri ya da enzimler. Hizlandirilmis lipit oksidasyonu
icin, damlacik yizeyindeki cesitli reaktif tlrlerin ozelliklerine bagl olarak, lipit ile
prooksidanlarin yakin temasta olmasi gerekir. Bir defa serbest radikaller damlacik
ylUzeyinde olusturuldugunda, onlarin yakin cevresindeki lipitleri ya da damlaciklari
kendi icinde etkilestirebilirler. Emilsiyonlarda lipit oksidasyon hizi serbest radikallerin,
hidroperoksitler ya da yaglarin damlacik icinde bir bolgeden bir baska bolgeye
difizlenmesi ile sinirlanir. Bir damlacik icindeki molekiillerin hareketi icin gecen zaman,
kabaca belli tiir molekiillerin yarisinin damlacik disina tamamen difiizyonu icin gecen

slirenin tayini ile saptanabilir. Besin emiilsiyonlarinda bulunan tipik damlacik boyutu
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icin bu zaman skalasi, lipit oksidasyon prosesi icin normal olarak gézlenen zaman

skalasindan ¢ok kisadir.

Lipit oksidasyonunun mekanizmasini bilmek ve lipit oksidasyonunun ilerlemesini
geciktirmek icin etkili stratejilerin gelistiriimesi yiyecek imalatcilarina yarar saglar. En
ideali kimyasal reaksiyonlarin detaylarini ve onlarin c¢evresel kosullarinda nasil
davranacagini bilmektir. Bu bilgi ile bitiin reaktan ve Urinlerin kesin yerleri, hareketleri
ve fizikokimyasal 0Ozellikleri tim reaksiyon boyunca izlenebilir. Pratikte lipit
oksidasyonunun bulylk bir cogunlugunda farkl oksidasyon urinleri icin reaksiyon
mekanizmasini tam kurmak mimkin degildir. Buna ragmen bitin reaksiyon
tepkimelerinden bir basamagi tanimak mimkiin olur. Ornegin, baslama basamagi ya da
erken ilerleme basamaklarindan biri. Bu adimi kontrol ederek, lipit oksidasyonunun

ilerlemesini geciktirmek etkin bir sekilde mimkin olur.

Besin emdiilsiyonlarinin  oksidatif kararhligini etkileyen faktorlerden analitik
kullanilabilirliligi olan yontemler, bizim icin lipit oksidasyonunun izlenmesi icin
glivenilirdir. Analitik metotlarin blytk bir kismi, lipit oksidasyonunun yaglarda ve
arastirilmasi icin gelistirilmistir. Analiz 6ncesinde yag fazini ekstre etmek zorunlu

olmasina ragmen, bu tekniklerin bir cogu lipit oksidasyonunu izlemek icin kullanilir.

Bu teknikler cesitli molekillerde konsantrasyon degisikligini 6lcer ve bu da lipit
oksidasyonunun ilerlediginin gostergesidir. Bazi teknikler reaktanlarin azalmasini élger,
(oksijen, lipit, hidroperoksitler ve antioksidanlar gibi), digerleri ise ara driinlerin
olusumunu (hidroperoksitler ve konjuge dienler gibi) ve Grtinlerin olusumunu (alkoller,
aldehitler, hidrokarbonlar ve ketonlar gibi) olcer. Lipit oksidasyonunun kimyasal
karisikligindan dolayi ilerlemeyi tanimlamak icin uygun teknik secerken dikkatli
olunmalidir. Stirecin yeterli aciklamasini elde etmek icin, en az iki ya da daha cok farkl

analitik teknik kullanilmasi her zaman tavsiye edilir.
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2.2.2 Emililsiyonlarda Lipit Oksidasyonunu Etkileyen Faktérler (McClements ve Decker

[43])

2.2.2.1 Lipitlerin Kimyasal Yapisi

Lipit molekilinin kimyasal yapisi ozellikle cifte baglarin sayisi ve yeri, oksidasyona
yatkinhgi belirler. Lipit oksidasyonunda doymus yaglar doymamis yaglardan cok daha
fazla kararhdirlar. Bu ylizden gida emiilsiyonlarinda lipit oksidasyonunu geciktirmenin
en acik yolu, az yag iceren ya da hic doymamis yag icermeyen yag kaynagi kullanmaktir.
Pratikte bunun olmasi mimkiin degildir, cinkii doymamis yaglar fiziksel, tat ve koku
gibi 6zelliklere sahiptir. Doymus yaglar tek basina kullanilamaz. Ornegin doymus
lipitlerin kristal yapiya sahip olmalari, ayni zincir uzunlugundaki doymamis lipitlerden
daha olasidir. Ayrica, doymus yaglarin cesitli saglik problemlerine yol actig! bilinir ve
bundan dolay! yiyeceklerde onlarin icerigini arttirmak, beslenmeyle ilgili tavsiyelerin
aksine olacaktir. Gida imalatgilari bu yizden, lipitli yiyeceklerde oksidasyonu kontrol

etmenin alternatif yollarini bulmalidirlar.

Yaglarda, yag asitlerinin oksidasyon hizi onlarin doymamislik derecelerine bagh olarak
artar. Boylece yiiksek konsantrasyonda coklu doymamis yag asidi iceren yaglar, lipit
oksidasyonuna o6zellikle egilimli olurlar. Bazi calismalarla sulu kolloidal dispersiyondaki
yag asitleri sasirtici sekilde ters egilim gosterir; doymamishk derecesi arttiginda
oksidasyona yatkinliklar da artar. Bu deneylerle doymamis yag asitlerinin iyonik
olmayan yizey miselleri icinde ¢ozilmesi saglanir (Tween 20). Misellerin icinde yag
asitlerinin molekiler dizenlemelerindeki farklar yiziinden oldugu akla gelmesine
ragmen, su anda bu gozlemin sebebi bilinmiyor. Miimkiin olan sudur ki; doymamis yag
asitleri, misellerin hidrofobik kismina iyice gomiuldikleri icin sulu prooksidanlara daha
az duyarh olmustur. Buna ragmen, bu hipotezin desteklemesi icin giincel olarak higbir
direkt deneysel kanit yoktur. Su icinde yag emilsiyonlari kullanarak benzer denemeler
yapiimadigindan, bu sistemlerde lipitlerin oksidatif stabilitesinin doymamislikla arttigini

veya azaldigini soylemek mimkin degildir.

Doymamis bir yag asidinde cifte bagin pozisyonu, keza kolloidal dispersiyonlarda lipit
oksidasyonuna vyatkinhg gosterir. Doymamis yag asitlerindeki geometriksel ve
pozisyonal izomerler, iyonik olmayan ylizey aktif misellerde pH 7,4’de ¢6zilir (Tween
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20) ve oksidasyon Fe(ll)/askorbik asit sistemi ile katalizlenir. Bu o6l¢ciimlerden
gortlmustlir ki; bir yag asidinin metil ucu cifte baga yaklastikca oksidasyona
dayaniklihgr artmaktadir. Bu durum muhtemelen yag asitlerinin misellere yonelmesiyle
olur. Boylece hidrokarbon kuyruklari ic tarafta yer edinirken, karboksil grubu sulu faz
icine girer. Fe(ll)/askorbik asit sistemi sulu fazda calisir ve bu yiizden misellerin icinde
bulunan doymamis yag asitlerinde i¢c kisimlara gomilmis olan cifte baglarda
oksidasyon olma olasiligl cok fazlalasir. Deneylerle onaylanmasi gerekmesine ragmen,

bu etkinin ayrica suyun icinde yag emiilsiyonlarinda 6nemli olmasi beklenir.

Lipit molekillerinin polaritesi onlarin damlacik emilsiyonundaki yerini ve oksidasyona
olan hassasiyetini belirler. Yiizey aktif etil linoleat iceren su icindeki yag emdiilsiyonlari
ile yapilan denemelerde yag, damlacik ici yerine yag vyizeyinde bulundugunda
oksidasyona daha yatkin oldugunu gostermistir. Bir oksidasyonun belirlenmesi icin bazi
calismalarin gerekliligine ragmen, yine de yiliksek derecede polar olmayan lipit ya da
antioksidanlarin, daha polar ve amfifilik yapida olanlardan, daha az lipit oksidasyonuna

yatkin olmasi beklenir.

2.2.2.2 Oksijen Konsantrasyonu

Lipit oksidasyonu doymamis yag ile oksijen arasinda olan reaksiyondur. Oksijen
besinlerdeki yaglarda sudakinden vyaklasik (¢ kat daha fazla c¢ozinilr. Oksijeni
engellemek icin bazi 6nlemler alinmadik¢a, vyag fazinda her zaman icin lipit

oksidasyonuna neden olacak oksijen mutlaka bulunur.

Disik oksijen konsantrasyonlarinda, lipit oksidasyonunun hiz sinirlayici basamaginda
oksijenin sulu faza dogru diflzlendigi gozlenmistir. Oksijen miktarinin sinirh oldugu
kosullarda lipit oksidasyon hizi, mekanik karistirma ve sogutma islemleri ile artar.
Cunki  bu islemler oksijen konsantrasyonunu arttinir.  Yiksek oksijen
konsatrasyonlarinda oksijenin difiizlenme hizi, lipit oksidasyon hizindan daha yiksektir.
Lipit oksidasyonunu geciktirmek icin en etkili yol oksijen konsantrasyonunu azaltmaktir.
Ornegin; gidalari vakum ya da azot atmosferi altinda paketlemek gibi. Buna ragmen
proseslerde gidalari oksijenden uzak tutarak depolamak kolay degildir. Clinkd Griin

atmosfere acildigl an oksidasyona maruz kalir.
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2.2.2.3 Antioksidanlar

Yag asitlerinde oksidasyonu geciktirmenin en etkin yollarindan biri, bunlar
antioksidanlar ile birlikte bulundurmaktir. Antioksidanlar, oksidasyona neden olan
maddelerinin kontrol edilmesi (6rnegin, oksijen ve lipitler), prooksidanlarin kontrol
edilmesi (reaktif oksijen tirleri ve prooksidan metalleri) ve serbest radikalleri yok
etmek gibi farkli gérevlerde bulunurlar. Antioksidanlar dikkatlice kullanilmahdir, ¢linki
bu maddeler bir seri kosullar altinda lipit oksidasyonunu geciktirirken, farkh bir seri
kosullarda oksidasyonu ilerletirler. Antioksidanlari mekanizmalarina gore birincil veya
ikincil antioksidanlar olarak siniflandirmak mimkindir. Buna ragmen unutulmamasi
gereken, maddelerin antioksidan aktivitelerinin birden c¢ok mekanizmaya sahip

oldugudur.

Birincil Antioksidanlar

Chain breaking - zincir kiran antioksidanlar olarak bilinen antioksidanlar, serbest
radikalleri tutma vyetenegine sahip maddelerdir. Bunlar oksidasyonun baslama
basamagini erteleyebilir ya da ilerleme basamagini kesebilirler. Zincir kiran
antioksidanlar lipit ve peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlari daha kararh
radikal ve radikal olmayan driinlere donustiirler (Esitlik 2.11-2.13). Bu islem ile
meydana gelen antioksidan radikalleri (A°®), lipit ve peroksil radikallerinden daha az
reaktiftir ve oksidasyonu ilerletmede daha az etkindir. Zincir kiran antioksidanlar,
peroksil radikallerinde yaglara nazaran daha yiiksek bir affiniteye sahiptir. Bu ylzden
baslama ve ilerleme basamaklari boyunca meydana gelen serbest radikalleri

temizlemeye ugrasirlar.

ROO® + AH —> ROOH +A° (2.11)
RO"+AH —> ROH +A° (2.12)
R+ AH — RH + A" (2.13)

Zincir kiran antioksidanlar ayrica, peroksil radikalleri, alkoksil radikalleri ve diger
antioksidan radikalleri ile reaksiyona girerek lipit oksidasyonunu engelleme yetenegine

sahiptirler (Esitlik 2.14-2.16).
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ROO+A® —> ROOA (2.14)

RO +A°— ROA (2.15)

A+ A° — AA (2.16)

Zincir kiran antioksidanlarin lipit oksidasyonunu inhibe etme etkinlikleri farklidir. Bu
durum onlarin kismen kimyasal 6zelliklerine, kismen de sistemdeki fiziksel konumlarina
baglidir. Lipit oksidasyonunu vyaglarda geciktirmekte etkili olan antioksidanlar,
emilsiyonlarda ayni etkiyi gostermeyebilirler. Ornegin, hidrofilik antioksidanlar su
icinde yag emdiilsiyonlarinda lipofilik antioksidanlardan daha az etkilili iken, lipofilik
antioksidanlar yaglarin icinde hidrofilik antioksidanlardan daha az etkilidirler. Bu
gozlem (yaglarda misir yagi ve su icinde yag emiilsiyonlarindaki polar ve polar olmayan
antioksidanlarin oksidasyona etkileri incelenerek) yakin zamanda vyapilan bazi
calismalarla desteklenmistir. Cogunlukla polar olmayan antioksidanlar (alfa tokoferol,
askorbil palmitat ve karnosol) su icinde yag emiilsiyonlarinda yaglara gbére daha
etkilidir. Bunun tersi ise, cogunlukla polar antioksidanlarda (troloks, askorbik asit,
karnosik asit ve rosmarinik asit) gdzlenir. Antioksidanlarin yaglarda ve emiilsiyonlardaki
etkilerinin farkli olmasi genelde yag-hava ve yag—su sistemlerinde ara yiizeydeki
affinitelerinin farklihklarindan dolayidir. Polar antioksidanlar yaglar icinde c¢ok
etkilidirler, clinkli bunlar hava—yag ara ylizeylerinde birikirler. Oksijen, genellikle yagin
tim hacmi icinde dagitilmistir; fakat oksidasyon ilerledikce yag icinde tiketilmis
olabilir. Yine de yagin Uzerinde yiksek bir oksijen konsantrasyonu goruliir, bundan
dolayi lipit oksidasyonu daha hizli meydana gelir. Buna ilaveten hidroperoksitler lipit
oksidasyonunun ilk basamaklarini ilerletmekten sorumludurlar, ¢cogunlukla da polar
olup ve bundan dolayi hava-yag ara ylzeyinde birikmeleri olasidir. Sonuc olarak lipit
oksidasyonu bir yag—hava ara ylzeyinde yagdakinden daha hizli gerceklesir. Bu ylizden
oksidasyonu geciktirmede tercihen ara yizeylerde yerlesmis olan antioksidanlar, yag
ylzeyi boyunca esit sekilde dagitiimis olan antioksidanlardan daha fazla etkilidirler.
Yaglarin tersine, agirlikh olarak polar olmayan antioksidanlar emiulsiyonlarda daha
etkindir. Clinkii onlar yag damlaciginin icinde muhafaza edilir veya yag-su ara

ylzeyinde birikirler. Bunlarin yerleri ise, hidroperoksitlerin damlacik yilizeyinde kendi
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aralarinda etkilestikleri ve sulu fazda prooksidanlarin meydana geldigi yerdir. Ayni
sebepten dolayi zincir kiran antioksidanlarin lipit oksidasyonunu geciktirici etkileri
onlarin polaritelerinin azalmasiyla veya yizey aktivitelerinin artmasiyla artar. Clinki
bunlarin oksidasyonun meydana geldigi yag-su araylizeyinde vyerlesmeleri daha
muhtemeldir. Bu calismalar amfifilik antioksidanlarin emdilsiyonlarda lipit
oksidasyonunu geciktirmede cok etkili olduklarini gosterirler. Clinkl bunlar oksidasyon
reaksiyonlarinin ilerledigi ara ylizey sinirlarinda olmaya egilimlidirler. Yine de bu alanda
basarih  olmak icin iyi karakterize edilmis emilsiyon-prooksidan-antioksidan
sistemlerinde daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir. Ozellikle, bir emdlsiyon icindeki
farkli tip molekdillerin kesin yeri hakkinda nicel bilgiye sahip olmamiz, lipit oksidasyonu

Uzerine fiziksel konumun etkisini daha iyi anlamamizi saglar.

Zincir kiran antioksidanlarin elektrik yukleri damla vyizeyininki ile bagintilidir.
Antioksidanlarin emilsiyonlardaki konumunu ve bu nedenle de oksidasyonu geciktirme
etkinliklerini saptamak 6nemlidir. Somon baliginin su icinde yag emiilsiyonunda,
negatif (SDS) ya da yliksliz damlacik (Brij 35) iceren emiilsiyonda, antioksidanlarin pH
7'de negatif yikli damlaciklarin  oldugu emdilsiyonlarda, lipit oksidasyonunu
G'(gallamid), G’(metil gallat ) > G(gallik asit) sirasina gore inhibe ettigi ve
emdulsiyonlarda damlaciklarin ylizeyine elektrostatik olarak saldiri yapan antioksidanlar
lipit oksidasyonunu ertelemede digerlerinden daha fazla etkin oldugu goérilmuistir.
Ayrica yuksiz antioksidanlar suda en az ¢éziinen olduklari icin etkileri fazladir ve bu
nedenle ara vylizeyde olma ihtimalleri ylksek polar vyiiklere sahip olan
antioksidanlardan daha fazladir. Diger taraftan pH 3 iken antioksidanlarin negatif yukla
damlaciklarda lipit oksidasyonunu inhibe etme etkileri: G®> G* > G* seklindedir, bu bazi
durumlarda prooksidanlarin aktivitelerinde de gozlenir. Bu bariz celiskinin en olasi
sebebi dusik pH’larda Fe*"’uin suda ¢oziinurligiinin cok fazla olmasi ve demiri en aktif
sekline dénistirme giiciine sahip antioksidanlarin olmasidir (6rnegin, Fe** — Fe?*). pH
3’de damlacik yizeyinde hidroperoksitlere yakin bir yerde kayda deger miktarda Fe®'
ve G’ bulunur, bu yiizden demiri oksidasyon reaksiyonlarinda yeniden kullanilacak
sekle getirebilen antioksidanlar kullanilir. Ayrica belirtmek gerekir ki; distuk pH’da G”’ler

bazi elektriksel yiklerini (karboksil gruplari icin normal pK’si yaklasik pH 4-5 civarinda
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olanlar icin) kaybedebilirler ve bu nedenle antioksidan ve damlacik yizeyleri arasinda

elektrostatik itme daha az olacaktir.

Burada, farkli tipte molekil tirlerinden dolayr kolay anlasiilmayan reaksiyonlarda
lokasyonun &nemini dikkatle vurgulamaktadir. Ornegin; substrat, prooksidanlar ve
antioksidanlar. Yiikstiz (Brij) damlalarda antioksidanlarin pH 3 ve 7'de goriinen
etkinlikleri: G° > G* > G seklindedir. Yuksiiz antioksidanlar muhtemelen en etkili
olanlaridir. Clinkii suda en dislik ¢Ozlinebilirlige sahiptirler ve bu nedenle yikla

antioksidanlara gore daha cok su-yag ara ylizeyinde bulunmayi isterler.

Antioksidanlarin lokasyonlarinin, lipit oksidasyonunu inhibe etmeleri lzerine etkisi
arastirmacilara yol gostermistir. Bunun sayesinde cesitli antioksidanlari su yag
katmanlari icinde bolimlere ayirmislardir; bunlarin bazilar, yizey aktif madde-yag
tabakalar, slirfaktan misel c¢ozeltileri ve su icinde yag emdilsiyonlaridir. Bir
antioksidanin icerdigi kimyasal gruplarin tipi, sayisi ve pozisyonu antioksidanlarin
polaritesini belirler; bununla yag, su ve ara ylzey bolgeleri arasindaki katilimlarin orani
saptanir. Antioksidanlarin polariteleri ile oksitlenebilir lesitin membranlarinin sulu
¢Ozeltilerinin icindeki oksidasyonu inhibe etme etkileri arasinda dogrudan bir iliski
kurulur, en yiksek polariteli antioksidan lipit oksidasyonunu inhibe etmede en disuk
etki gosterir. Bu iliskinin nedeni yliksek polariteye sahip antioksidanlarin lipit
oksidasyonunun meydana geldigi yerden wuzaklasip sulu fazlara yakin yerde
bulunmalaridir. Buna ragmen hidrofilik antioksidanlarin aslinda siirfaktanlarin polar bas
gruplarina, ozellikle iyonik olmayan biyik polar gruplu sirfaktanlar veya antioksidan
ile zit yikli iyonik slrfaktanlara ayrilabildigi vurgulanmalidir. Bir sistemdeki molekiiller
olumlu etkileri maksimum diizeye cikaran ve olumsuz etkileri en aza indiren bir bicimi
benimsemeye yonelir. Surfaktanlarin hidrofilik kuyrugu ile polar olmayan parcalar
etkilesirken amfifilik antioksidanlar bir ara ylizeyde birikebilir, ¢clinkii polar olmayan
kisimlar strfaktanlarin hidrofobik kuyrugu ile etkilesim gosterirken, polar kisimlar su
veya slirfaktanlarin polar bas gruplari ile dipol-dipol, iyon-dipol veya iyon-iyon baglari

olusturabilirler.

Pek cok antioksidan iyonlasabilir gruplara sahiptir, bundan dolay! polarite sulu fazin

cevresindeki pH’dan ¢ok fazla etkilenir. Bir antioksidanin iyonik sekli iyonik olmayan
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seklinden ¢ok daha polardir ve bu yizden sulu ¢ozeltiler icin buylk ilgi odagidir.
iyonlasma etkisi antioksidan molekiiliiniin gerisindeki polaritenin bélimlerine baghdir.
Eger durgun halde molekiil polar ise, hem iyonize olan hem iyonize olmayan sekilleri
agirlikli olarak suda ¢ozilir olacaktir. Su icinde yag emdlsiyonlarinda, bu tiir davranislar
gallik asit tarafindan sergilenmektedir. pH 7’de asit grubu tamamen iyonlasirken sulu

faza katilim yaklasik % 94, pH 3’te kismen iyonlasirken katilim orani % 86’dir.

Diger taraftan, eger antioksidan molekiliinin kalan kismi polar degilse, iyonize sekil
cogunlukla suda c¢ozllebilir, fakat iyonize olmayan form yagda veya ara ylizey
bolgelerinde ayrilmak icin kuvvetli bir egilim gosterebilir. Bu tiir davranislar su icinde
yag emilsiyonlarda troloks tarafindan sergilenir. pH 7’de asit grubu tamamen
iyonlasirken sulu fazdaki parcalar yaklasik olarak % 90 ayrisir. pH 3’te asit kismen
iyonlasirken yaklasik olarak sadece % 30 ayrisma olur. Bu tipteki antioksidanlarin lipit

oksidasyonunu geciktirme etkisi kuvvetli bir sekilde pH’a baghdir.

Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin ayrilmalari mayonez icinde 6l¢ildiginde, polar
antioksidanlarin genellikle sulu fazda ve ara ylizey bolgelerde vyerlestigi ve
antioksidanlarin polaritesinin arttiginda, bunlarin sulu fazdaki kesrinin de arttig
gorlllr. Polar olmayan antioksidanlar genelde yag fazinda ve ara ylzey bodlgede
yerlesirler ve antioksidan polaritesi azalirken, yag fazdaki kesri artmaktadir. Buradan,
bir antioksidanin lipit oksidasyonunu engellemedeki etkinliginin onun molekiler
yapisina bagh olarak, bir besin emilsiyonu icindeki lokasyonu ile 6nemli o6lclide

degistigi gorulur.

BHA, BHT veya TBHQ gibi sentetik gida katkilari, zincir kiran antioksidanlardir ve besin
sistemlerinde kullanilirlar. Bu sentetik antioksidanlar strekli yiksek etki gostererek lipit
oksidasyonunu kontrol ederler. Yine de tiketici tamamen dogal tirlinleri tercih eder, bu
da gida endustrisini uyumlu, yandas alternatifleri aramaya tesvik eder. Bu sebepten
dolayr zincir kiran antioksidanlarin tokoferol ve meyve Ozlerini (bogirtlen,
yabanmersini, kiraz, tGziim, ahududu, cilek) ve bitki 6zlerini (kedinanesi, kasimpati,
cordik, limon tesellisi, mercankdsk, biberiye, adacayi, kekik) iceren emiilsiyonlarda ve
yaglarda etkinliklerini degerlendirmek icin  bir seri calisma yurutalir. Bu dogal

antioksidanlarin birkacgi gida emilsiyonlarinda lipit oksidasyonunu geciktirmede yiksek
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etkinlik gostermesine ragmen, digerleri sadece sinirl derecede bir etkinlik gosterirler.
Su icinde yag emiilsiyonlarinda cok etkin olan bu dogal 6zler, damlacik icinde ve yag-su
ara ylzeyinde biriken antioksidan bilesenlerini icine alir. Ornegin goériiniirde polar
olmayanlar gibi. Bunlarin kullanimi fiyatlarin ylksek olusu, tatlari ve renkleri dolayisiyla
hala sinirli olabilmektedir. Ayrica zincir kiran antioksidanlar oksidasyon sirasinda
tuketilecektir, yani en sonunda bozulma meydana gelecektir (ransidite ya da acima
meydana gelmesi). Bu sebepten dolayi emiilsiyonlarda lipit oksidasyonunu geciktirmek

icin alternatif stratejiler arastiriimaktadir.

ikincil Antioksidanlar

ikincil antioksidanlar gecis metallerinin kelatlasmasi, birincil antioksidanlara hidrojen
saglama, oksijen sonliimleme ve reaktif tirlerin deaktivasyonu gibi cesitli
mekanizmalarla lipit oksidasyonunu geciktirebilir. Bu mekanizmalardan hicbirinin
serbest radikal tirlerini daha kararli Urinlere dontsimini gerektirmedigi not
edilmelidir. Su icinde yag emiilsiyonlari acisindan ikincil antioksidanlarin en énemli tiri
gecis metal iyonlarinin kelatlaridir. Demir ve bakir gibi gecis metallerinin varhgi, sulu
fazdaki yag emdilsiyonlarinda lipit oksidasyonunu ilerletmede 6nemli bir rol oynar.
Gecis metallerinin lipit oksidasyonunu 6nemli derecede arttirma etkinligi damlacik
ylizeyinde yer aldiklarinda olur, ¢iinkii bu durumda lipit substratlarina daha yakin
olurlar. Sonug olarak, herhangi bir gecis metali ile sulu faz bileseninin bulundugu sulu

fazda damlacik ylizeyi civarinda olanlarin lipit oksidasyonunu geciktirmesi beklenir.

EDTA ile fosfatin ikisi de gecis metali kelat yapicilaridir ve icinde somon baliginin
bulundugu su icinde yag emiilsiyonlarinda lipit oksidasyonunu geciktirebilir. Bu durum
anyonik ve iyonik olmayan sirfaktanlar tarafindan saglanir, ciinkii bunlar damlacik
ylUzeyindeki demiri uzaklastirirlar. EDTA ve apotransferrin ozellikle demir bagh bir
proteindir ve somon baligi yaginin su icindeki emilsiyonlarinda lipit oksidasyonu
oraninda buylk bir azalma gosterir. Ayrica soya yaginin su icindeki emiilsiyonlarinda
EDTA’'nin demir kelati yapma yetenegi otooksidasyonun azaldigini gosterir, bu kararlilik
siklodekstrin ve fosfolipit kabarciklarinin oksidasyonu ile olur. Buradan, eser metallerin
gida emilsiyonlarinda safsizlik olarak bulundugu ve lipit oksidasyonunun ilerlemesinde

blyuk 6lctide sorumlulugu oldugunu soyleyebiliriz.
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Antioksidan gorevi goren kelat yapicilar, metal katalizli reaksiyonlari inhibe edebilir, bu
olay farklh tirdeki mekanizmalar tarafindan katalizlenir. Bu da metal redoks déngisini
onleme, ¢oziinmeyen metal komplekslerin olusumu, metal koordinasyon sitlerinin
isgali, metal ve lipit substratlari arasinda sterik engellenmeyi icerir. Unutulmamal ki,
bazi kelat ajanlari gecis metallerinin prooksidan aktivitelerini arttirabilir. Bu olay,
onlarin yagda veya suda ¢OzinUrligliinin arttirilmasi ya da redoks potansiyellerinin

degistirilmesiyle mimkuinddir.

Gunlimuzde kelat ajanlarin ¢ogu gidada katki maddeleri olarak lipit oksidasyonunu
engellemek icin kullanilir. Bunlardan sentetik olanlar; 6rnegin EDTA, fosforik asit ve
polifosfatlardir. Fakat bunlarin kullanimlarniyla ilgili bazi sorunlar vardir. Ciunki
minerallerin ¢ok gicli baglanmasi nedeni ile biyokullanimi ve tliketicilerin tercih
nedeni olmayabilir. Bunun yerine sitrik asit gibi dogal kelat ajanlari kullanilabilir, fakat
bunlar da gecis metal ajanlarinda daha az etkili olmaya egilimlidirler. Bunlarin tatlari,
¢cOzlinebilirlikleri ve asit ortam ihtiyaclan gibi 6zelliklerinden dolayi pek ¢ok gidada

kullanimlari sinirlidir.

Gida uygulamalarinda daha genis bir sahada kullanilabilen alternatif dogal kelat ajanlari
tespit etmek icin calismalar yapilmaktadir. Bazi gesit proteinlerin, protein hidroksalat
ve polisakkaritlerin gecis metallerini kelatlamada ve bunlarin emilsiyonlarda lipit
oksidasyonunu azaltmada etkin oldugu gorulir. Bu bilesenlerden bazilari gida
emiulsiyonlarinda baska amaclardan dolayr kullanilirlar ve bu nedenle iki islev
gorebilirler. Ornegin; kivamlastirici olarak kullanilan polisakkaritler ayni zamanda

antioksidan aktiviteye sahiptirler.

2.2.2.4 Arayiizey Ozellikleri

Elektrik Yiiki

Gidalardaki pek cok yiizey aktif madde elektrik yiklidir. Ornegin; proteinler,
fosfolipitler ve siirfaktanlar. Damlaciklari ¢evreleyen ara ylizey membranlari ayrica
belirli bir bayuklik ve isaretteki elektriksel yike sahip olabilir. Bu 6zellikler yiikli ylizey
aktif tlirlerin konsantrasyonuna ve cinsine baglidir. Bir ylizeyin elektriksel 6zellikleri,

ylzey yiik yogunlugu (c) ve ylizey potansiyeli (p,) yoninden karakterize edilir. Yuzey
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ylik yogunlugu, birim ylzey alani basina diisen yik sayisidir. Yizey potansiyeli ise,
ylzeyi yiklemek icin gereken enerji miktaridir. Elektriksel olarak yukli bir ylzey,
cevresindeki su fazinda zit yikld iyonlari ceker. Bu ‘zit iyonlar’ basit mineral iyonlari
(6rnegin, Na*, Ca*, CI') veya bunlar lipit oksidasyonunu hizlandirici yetenegi olan
iyonlar (6rnegin, Cu®, Cu®*, Fe*, Fe**) veya lipit oksidasyonunu geciktirici olabilir
(6rnegin, iyonik antioksidanlar). Bir emilsiyon damlacigi Uzerindeki yik yogunlugu
arttikca, karsit yakli zit iyonlan c¢ekme yetenegi o kadar artar. Bundan dolayi
emiulsiyonlarda damla vyizeyindeki yikin isaretini ve genligini ayarlayarak lipit

oksidasyon hizini kontrol etmek mimkinddr.

Su icinde yag emdilsiyonlarinda damlacik ylikinin lipit oksidasyon hizini kontrol
etmedeki Onemi, bir dizi calisma ile kanitlanmistir. Misir yaginin su icindeki
emilsiyonlarinda lipit oksidasyon hizi negatif yik iceren, pozitif yiik iceren ve yliksiiz
damlaciklarda olclildiglinde, emdlsiyonlari kararli hale getirmek icin anyonik (SDS),
katyonik (DTAB) veya iyonik olmayan (Brij 35) stirfaktanlar kullanilarak farkh yiklere

sahip damlaciklar olusturulur.

Lipit oksidasyonu emiilsiyonlarin sulu fazina demir eklenerek katalizlenir. Lipit
oksidasyon hizi, negatif yikli damlaciklarda en yuksektir. Yikslz damlacik ve pozitif
yUkli damlaciklarda da oldukga benzerdir. Ayni sonuglar, ilave metallerin bulunmadig,
anyonik (SDS), katyonik (DTAB) veya iyonik olmayan (Tween 20) surfaktanlar ile kararli
hale getirilmis olan, somon baliginin su icinde yag emilsiyonlarindaki oksidasyonunda

da bulunmustur.

Bu sonuclar, pozitif yikli demir iyonlan negatif yikli emilsiyon damlaciklarinin
ylzeyine cekildiginde lipit oksidasyonunun ilerleyecegi gercegine baglanir. Clinki lipit
substrati ve prooksidan birbirine cok yakindir. Varsayimlardan biri sudur; demir iyonlari
elektrostatik olarak pozitif yukli damlacik vyizeylerinden itildigi zaman lipit
oksidasyonunu geciktirebilir ve bu ylzden katyonik bir siirfaktan, iyonik olmayan bir
slirfaktana gore daha yavas oksidasyon hizina sahip olacaktir. Gergekte, lipit
oksidasyon hizi 6l¢iliirken, katyonik ve iyonik olmayan sirfaktanlar ile stabilize edilmis

emdulsiyonlarda kicik farkliliklar gozlemlenmistir. Bunun nedeni c¢alismalarda
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oksidasyonun 6nemli bir miktarinin meydana gelmesi icin yeteri kadar

beklenmemesidir.

Lipit oksidasyonunda ylizeydeki ytklerin rolli, demir iyonlari iceren sulu ¢ozeltilerde
dagilmis hekzadekan emdilsiyon damlaciklarinin g-potansiyelinin = 6lctlmesiyle
desteklenmistir. Demir(ll) ve demir(lll) iyonlarinin ikisi de negatif yikli damlaciklar ile
birlikte bulunurken, pozitif yikli veya ylksliz olan damlaciklar ile birlikte bulunmazlar.
Bu hipotez deneylerle desteklenmistir: Negatif ylkli damlaciklar ile demir iyonlari
arasinda elektrostatik etkilesimlerin azalmasinin, lipit oksidasyon hizini diistrdtgi
gortlmustlir; 6rnegin, demir kelatlarinin (EDTA ve fosfat) ya da NaCl'in ilavesi.
Prooksidanlarin oksidasyonu ilerletmedeki etkinligi kadar, elektrostatik etkilesimler de
antioksidanlarin lipit oksidasyonunu geciktirme etkinligini belirlemede 6nemli bir rol

oynar.

Damlacik yiiklerinin roll, keza proteinlerin kararl emilsiyonlardaki lipit oksidasyonu
calismalarinda da gorulir. Tween 20 ya da izole edilmis peynir alti suyu proteinlerinleri
ile kararli hale getirilmis ringa baligl yaginin su icindeki emdlsiyonlarinda lipit
oksidasyon hizi, pH degerlerinin Ustinde (pH 7) ve altinda (pH 3) proteinlerin
izoelektrik noktasinda olgtildtiglinde (IEP pH 5), iyonik olmayan slirfaktanlar tarafindan
kararh hale getirilmis emiilsiyonlarda, pH 3’de lipit oksidasyon hizi pH 7’ye gore daha
hizh oldugu gérilir. Iyonik olmayan sirfaktanlar tarafindan kararli hale gelmis
damlaciklarin elektriksel yuki pH ile cok fazla degismez. Oksidasyon hizinda
gozlemlenen farkliliklar, demirin disiik pH’da suda fazla ¢6zlinebilir olmasi gergegine
baglidir. Bunun tersi bir etki ise peynir alti suyu proteinleri tarafindan kararl hale
gelmis emiilsiyonlarda gozlemlenmistir. Demirin ¢ozinUrliginin yiksek pH’da daha
disiik olmasina ragmen, lipit oksidasyon hizi yiiksek pH’larda daha fazladir. pH 3’de
emiulsiyon damlaciklari pozitif ylikludir ve bu ylizden demir iyonlari geri piskartaraldr,
fakat pH 7’de bunlar negatif yiklidir ve bu ylizden demir iyonlarini ¢cekerler. Pozitif
yliklenmis peynir alti suyu proteini iceren emiilsiyonlara Tween 20 eklendigi zaman (pH
3) bunlarin okside olma kararliigi azalir, ¢inki surfaktanlar proteini damlacik
ylUzeyinden uzaklastirir. Bunlar, proteinlerin kararhliginin kararh emiilsiyonlardaki lipit

oksidasyonunu tespit etmede pH’in dnemli bir rol oynadigini agikca gosteriyor.
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Fiziksel Engel (Bariyer)

Yeni yapilmis calismalar, ara ylizey membranlarinin fiziksel bir bariyer gibi gorev
yaparak, lipit substratlarini sulu fazdaki prooksidanlardan ayirdigini ileri sirer. Lipit
oksidasyonu, iki farkli iyonik olmayan siirfaktan (Brij 76 ve Brij 700) tarafindan kararh
hale getiriimis somon baligi yaginin su icindeki emdilsiyonlarinda izlenmistir. Bu
strfaktanlar polar olmayan ayni uzun zincirli kuyruk gruplara (CHs(CH,)17), fakat polar
olan farkh uzunluktaki bas gruplara (10 veya 100 oksietilen guruplari) sahiplerdir.
Biitlin emilsiyonlarda damlaciklar benzer dagilirlar, oyle ki su fazinda agiga cikan lipit
ylzey alanlari benzerdir. En uzun polar bas gruplu siirfaktanlar tarafindan kararli hale
getirilmis damlacik iceren emdilsiyonlarda lipit oksidasyon hizi en disiktiir. Bu
strfaktanlarin kalinlastirici ara ylzeyi, sulu fazda lipit substratin katalizérden ayrildig
fiziksel bir engel olarak davranmistir. Bazi arastirmalara gore proteinlerin
(yeteneklerinden dolayi), lipit damlalarinin etrafinda yer alan nispeten kalin ve
viskoelastik bicimdeki membranlari olusturarak emdilsiyonlarda lipit oksidasyonunu

geciktirdigi ileri strGlmustir.

Kimyasal Bariyer

Emilgator molekillerin belirli tirleri, lipit oksidasyonunda kimyasal bir bariyer gibi
davranir. Seker ve amino asitlerin sulu ¢ozeltileri serbest radikalleri temizleyecek glice
sahiptirler ve bu yizden lipit oksidasyonunu geciktirirler. Bircok emilgator molekiilleri
ya seker ya da amino asit fonksiyonel gruplari icerir (6rnegin, arap sakizi, modifiye
nisasta ve proteinler) ve bunlar radikal temizleyici olarak goérev alir. Proteinler ayrica
sistein gibi amino asitler icerir ve sistein lipitlere oranla daha kolayca oksitlenebilir.
Adsorbe emiilgatorler, yiksek yerel konsantrasyonu ve oksidasyon substratina yakin

olmalari nedeniyle, 6zellikle lipit oksidasyonunu geciktirmede etkili olurlar.

2.2.2.5 Damlacik Ozellikleri

Damlaciklarin gida emilsiyonlarindaki fiziksel karakterleri oldukca degisken olabilir;
ornegin konsantrasyon, blyuklik ve fiziksel durumlari. Damlacik konsantrasyonu kesri
%1 ile (6rnegin, meyve mesrubatlarinda) %80’in (stiinde (6rnegin mayonez)

degisebilir. Sikroz iceren aspir yaginin su icindeki emdlsiyonlarinda, damlacik
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konsantrasyonunun lipit oksidasyonu Uzerine etkisi arastirildiginda, emiulsiyonlardaki
yag damlaciklari konsantrasyonu %43,75’den %6,25’e azaldiginda, oksitlenmis yag
kisimlarinda artis gozlenmistir. Bu artisin olasi sebeplerinden biri, damlacik basina
Uretilen radikal sayisinin damlacik konsantrasyonu azaldikca artmasindandir. Ancak
emdulsiyonlardaki toplam siikroz konsantrasyonu %37,5’da sabit tutulur ve damlacik
konsantrasyonu arttirilirsa, su fazindaki siikroz konsantrasyonu da artar. Damlacik
konsantrasyonunun artmasiyla, okside olmus yag fraksiyonunda gozlenen azalma,

siikrozun oksidasyonunu geciktirme yeteneginden dolayi olabilir.

iyonik olmayan sirfaktan miselleri (Tween 20) icinde ¢6ziilmis lipit substrat (linoleik
asit) iceren model sistemlerde, inert yag damlalarinin disik ve vyiksek
konsantrasyonlari icin oksidasyon izlendiginde (0-3 wt % n-heksadekan veya triolein),
inert yag damlaciklarinin konsantrasyonu arttikca, linoleik asidin oksidasyon hizinin
azaldigini goriiriz. Bu muhtemelen linoleik asidin bir kisminin yizey misellerinden
emdulsiyon damlaciklarinin icine tasinmasindan dolayi olur. Bu nedenle sulu fazdaki
prooksidanlarla dogrudan etkilesim olmasi zorlasir. Bu calismalarda kullanilan model
sistem, Ozellikle gercek gida sistemlerinde lipit oksidasyonunu iyi temsil edemez; ¢linkii
damlacik konsantrasyonu degisirken, doymamis vyaglarin konsantrasyonu sabit
tutulmustur. Pratikte doymamis yaglar normal olarak yag iceren damlaciklarda
bulunur. Bu ylzden damlacik konsantrasyonun artisi ayrica doymamis lipit
konsantrasyonunu da arttiracaktir. Yine de bu sonuglar; doymamis yaglarin emiilsiyon
damlaciklari icinde kaynasmasinin, onlari oksidasyona karsi korumada yaglarin miseller
icinde coziinmesinden daha fazla etkili oldugunu ileri siirer. Bu durum sirfaktanlar
tarafindan kararl hale getirilmis gida emilsiyonlarinda énemli bir sonug olusturur. Bu

strfaktanlarin 6nemli bir kismi miseller gibi sulu fazda mevcut olur.

Yag fazi, su fazi ve Ust katmanlar arasinda, bozuk lipit Grlinleri gida emilsiyonlarin
lezzet ve koku gibi 6zelliklerini etkileyebilir. Ornegin, lezzet bilesenleri suda yaga gére
cok daha kuvvetli algilanir. Buna ek olarak, bir emiilsiyondaki aroma (st katmandaki
ucucu molekillerin tipi ve konsantrasyonuyla belirlenir. Lipit oksidasyonunda reaksiyon
Urlnleri yag fazda su fazindan daha ¢ok ¢6ziinme egilimi gosterir. Bunun anlami, ugucu
komponentlerin sabit bir konsantrasyonu icin damlacik konsantrasyonu arttikca,
emdulsiyonlarin st katmanindaki ucucu konsantrasyonun azalmasidir. Sonug olarak,
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ucucu reaksiyon trinlerinin her iki durum icin genelde ayni konsantrasyonda olmasina
ragmen; yag orani disik gidalar, yag orani yiksek gidalardan daha fazla okside olur
diye algilanabilir. Bu da doymamis vyaglar iceren vyag azaltlmis gidalarin

gelistirilmesinde problem yaratir.

Gida emdlsiyonlari icinde damlaciklarin ortalama capi driine bagh olarak, 0,2
mikrometreden daha az (krem likorler icin) ve 100 mikrometreden daha cok (salata
soslar icin) olabilecek sekilde degisebilir. Damlacik boyutunun, su icinde yag
emdulsiyonlarinda oksidatif kararliiga etkisi icin birkac¢ sistematik calisma yapilmistir.
Yine de damlacik ylizeylerinde yer alan reaksiyonlarla hizlandirilmis lipit oksidasyonu iyi
saptanmistir. Birim emdlsiyon hacmi basina sulu fazin gosterdigi damlaciklarin ylizey
alani, A, = 6¢/dys bagintisi ile verilir; burada ¢: damlacik hacim fraksiyonu ve dys
ortalama hacim-yizey capidir. Sabit bir damlacik konsantrasyon icin, damlacik boyutu
azaldikca, damlacik yizey alani artar. Bunun nedeni, damlacik blytklGgu azaldikea lipit
oksidasyonu hizinin artmasidir; ¢tinki lipitlerin blyidk bir bolim su fazinda etkilesime
maruz kalacaktir. Emdlsiyonlastiriimis dokosahegzaenoik asidin (DHA) oksidasyonunda
yapilan calismalarda, damlacik bilyiklGiginde azalma oldukg¢a, bu emdiilsiyonlardaki
oksidasyon hizinda artis gozlemlenmistir. Bununla birlikte, lipit oksidasyonu damlacik
blyukligine ayrica reaktif tiirlerin mevcut konsantrasyonuna da baglidir. Eger bir
sistemde reaktan fazlahligi varsa, bunun sonucunda iki misline ¢ikmis yizey alani,
damlacik ylzeyindeki reaktanlarin konsantrasyonunu da iki katina cikarir. Bunlar
damlacik yuzeyi kiglldikce lipit oksidasyonunda beklenen artisa sebep olur. Diger
taraftan, eger sistemde reaktan miktari sinirh bir sayida ise (6rnegin, hidroperoksitler)
bunlarin tamami damlacik yiizeyinde bulunabilir ve boylece damlacik blyikligindeki
degisim oksidasyon hizinda bir etki yaratmayabilir. Buradan, lipit oksidasyonu hizinin

damlacik buyikligline bagh olmadigini ortaya cikarabiliriz.

Bir su icinde yag emilsiyonunda, damlaciklarin fiziksel durumlarinin ayrica lipit
oksidasyon hizini etkilemesi beklenir. Bircok gida emdilsiyonunda damlaciklar oda
sicakhginda sivi olarak bulunur. Ancak, soguk havada kismen veya tamamen katilasmis
olabilirler. Yaglarla vyapilan calismalara goére, kati kristallenmis vyaglarda lipit
oksidasyonu sivi yaglara gore daha yavas gerceklesir. Fakat ayni calismalar su icinde
yag emiilsiyonlarinda heniiz gerceklestirilmemistir.
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2.2.2.6 Sulu Faz Bilesenleri ile Etkilesimler

Pek cok gida emilsiyonunda lipit oksidasyonunu etkileyen bilesenler vardir. Bunlar;
proteinler, yaglar, asitler, bazlar, tamponlar, tuzlar, siirfaktanlar ve polisakkarit gibi
bilesenlerdir. Bu bilesenler kimyasal Ozelliklerine bagh olarak, prooksidan veya
antioksidan olarak gorev alirlar. Yaygin cevresel kosullarda, bunlarin diger molekiil
turleriyle etkilesimleri lipit oksidasyonu reaksiyonlari icin gereklidir. Genelde gida
emdulsiyonlarinda bulunan ve lipit oksidasyonuna duyarlihgi belirten bilesenlerin rolini

anlamak bu yizden énemlidir.

Tuzlar

Negatif yikli strfaktanlar (SDS) tarafindan kararli hale getirilmis misir yaginin su
icindeki emdiilsiyonlarina NaCl (0-173 mM) eklenmesiyle, demir yoklugunda lipit
oksidasyon hizinda biraz azalma gozlenir, ama demir varliginda hafif bir artis olur.
NaCl'in antioksidan etkisi muhtemelen vyikli tlrler arasindaki elektrostatik
etkilesimlerin 6nline perde ¢ekme yeteneginden dolayidir ve bu ylizden damlacik ara
ylizeyinde demir iyonlarinin biriktirme egilimi azalir. NaCl’in prooksidan etkisi ise,
muhtemelen demirin katalitik aktivitesini arttirma yeteneginden dolayidir. Bu
gozlemler, sistemin gereken dogasina bagli kalarak, tuzlarin prooksidan veya

antioksidan gibi gorev aldigini distundurr.

Sekerler

Sukroz gibi indirgenmemis sekerler lipit oksidasyonunu inhibe eder. % 0-67 oraninda
siikroz ve seker alkollerinin bir anyonik sirfaktan tarafindan stabilize edilmis aspir
yaginin su icindeki emdlsiyonlarinin sulu fazina ilavesi, lipit oksidasyon hizinda
azalmaya neden olur. Sikroz keza iyonik olmayan siirfaktanlarla (Tween 20) stabilize
edilmis linoleik asidin su icindeki emilsiyonlarinda da lipit oksidasyon hizini azaltmistir.
Sukrozun emiilsiyonlardaki lipit oksidasyonunu geciktirebilme sebebini gostermek icin
bazi mekanizmalar onerilir. Siikroz, su fazindaki ¢6zlilmiis oksijen konsantrasyonunu
azaltir, su fazinda viskoziteyi arttirir (boylece damlacik yizeyindeki reaktif tirlerin
difizyonunu azaltir) ve serbest radikal tutucu olarak goérev yapar. indirgenmis

sekerlerin, sulu kolloidal dispersiyonlarda lipit oksidasyonunu ilerlettigi gosterilmistir.
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Bu prooksidatif etkinin kaynagi indirgenmis sekerlerin, gecis metal iyonlarini, en aktif
haline indirgemesi yetenegidir (6rnegin, Fe** ve Fe?"). Gida bilesenlerinin diger turleri,
lipit oksidasyonunu ilerletmede etkili olabilen gecis metallerini azaltici ajan olarak

gorev alir; 6rnegin, gulutatyon, askorbat ve tokoferol.

Polisakkaritler

Polisakkaritler, su fazinda viskoziteyi arttirmak icin besinlerde su icinde vyag
emdulsiyonlarina ilave edilir. Bunlar, istenilen vyapisal 6zelliklere ulasilmasi ve
kremalasmaya karsi damlaciklarin kararli hale getirilmesini saglar. Yapilan calismalar
polisakkaritlerin su icindeki yag emiilsiyonlarinda lipit oksidasyonunu geciktirme
yeteneginin oldugunu gosterir. Polisakkaritlerin lipit oksidasyonunu engelleme
yetenegi icin birkac mekanizma sayilabilir. Sezgisel olarak bunlardan biri, polisakkaritler
sulu fazda viskoziteyi arttirdigi icin lipit oksidasyonunu geciktirebilirler ve bu ylizden
reaktanlarin bu yondeki hareketini yavaslatabilirler. Gercekte bu dogru degildir; ciinki
molekiler dizeydeki kiicik yapilar, kivamlastirici ajan olarak kullanilan polisakkarit
molekiilleri aglarindan engellenmeksizin gecebilme yetenegine sahiptirler. Onerilen
diger iki mekanizma ise; metal iyon kelatlastirma ve hidrojen verme mekanizmalaridir.
Ksantin, (metal iyonlarinin negatif yikli privat sitlerinde kelatlasma kabiliyetinden
dolayi) lipit oksidasyonunu inhibe etmede bliyik etkinlik gostermistir. Kitre zamki ve
metil selllozlar, gecis metalleri ile daha az kelatlasma yetenegine sahip olduklarindan,
etkisi az olan antioksidanlardir. Buna ragmen, kitre zamki (tragacanth) hidrojen
verebilme yetenegi ve bundan dolayi zincir kiran radikali gibi gorev yapmasi nedeniyle
antioksidan aktivitesine sahiptir. Bu deneylere gore, polisakaritler eklenerek su icinde
yag emdlsiyonlarini kremalasmaya karsi stabilize etmek veya tat ve koku ozellikleri

kazandirip ayrica oksidasyona karsi lipitleri stabilize etmek mimkuin olur.

Amino Asitler

Cok sayida amino asit, emilsiyon ve misel sistemlerde antioksidan aktivitesi gosterir.
Ornegin, histidin, fenilalanin, triptofan, sistein, prolin ve lizin. Bu antioksidanlar igin ilk
mekanizmanin metal kelatlari ve serbest radikalleri inaktif duruma getirmek olduguna

inanilir. Bazi amino asitler, gorinirde yiksek konsantrasyonda olduklari zaman,
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prooksidanlar gibi gorev alirlar. Butin bu calismalara gére amino asitlerin lipit
oksidasyonunu geciktirme yetenegi onlarin kimyasal yapisina ve konsantrasyonuna

baglidir.

Proteinler

Proteinler, yiyecek emiilsiyonlarinda ¢ogunlukla flokiilasyon veya bitlinlesmeye karsi
damlaciklari kararh kilmak icin kullanilir. Bu adsorplanmis proteinlerin emiilsiyonlardaki
lipit oksidasyonuna etkisinin ara ylizey karekteristikleri icinde yer aldig1 dlisintlmustr.

Bircok yiyecek emdlsiyonunda su fazinda dagilmis adsorplanmamis proteinlerin
hissedilir miktarlari vardir. Ornegin; siit, mesrubatlar, bebek formilasyonlari ve

sporcular icin icecekler. Bu adsorplanmamis proteinler, enzimatik veya enzimatik
olmayan mekanizmalarla emilsiyonlarda oksidatif kararlihgi arttirir veya azaltirlar.
Proteinlerin prooksidan ya da antioksidan aktivitelerine katki olarak, c¢ok cesitli
fizikokimyasal mekanizmalar tanimlanmistir. Bu mekanizmalar; spesifik (tercihen
oksidasyon) reaksiyonlarinin katalizorliigl, gecis metalleri ya da diger reaktif tiirlerin
kelatlasmasi ve serbest radikal tutulmasini kapsar. Enzimler de lipit oksidasyonunu
inhibe edebilirler (6rnegin, oksidan ve prooksidan reaktanlariyla inaktive ederek) veya
lipit oksidasyonu icin tesvik ederler (6rnegin, prooksidan olusturan kataliz
reaksiyonlariyla). Ornegin, glikoz oksidaz/katalaz enzim sisteminin balk yagi iceren
mayonezlerde lipit oksidasyonunu geciktirdigi kanitlanmistir. Bunu saglayan ise glikoz
oksidasyonunda oksijen kullanilmasidir, aksi takdirde oksijen lipit oksidasyon
reaksiyonlarina katilmis olacaktir. Sitperoksit anyonu temizleyebilen fosfolipit
tarafindan stabilize olan sliperoksit dismutaz, trilinolein yaginin su icindeki
emdulsiyonlarinda antioksidan gibi davranir. Ayrica, laktoperoksidaz ve ksantin
oksidazin, reaktif oksijen tlrlerinin Uretimini kataliz edebilmelerinden dolayi, lipit
oksidasyonunu ilerlettigi gorulmustir. Unutulmamahdir ki; enzimlerin katalitik
aktivitesi sistemin isitilmasiyla azalabilir (6rnegin; protein denatilirasyon sicakhiginin
Uzerindeki sicakliklarda). Bu termal islem, enzimlerin emdlsiyonlardaki oksidan veya

prooksidan aktivitelerini kontrol etmekte kullanilabilir.

Proteinler keza, enzimatik olmayan mekanizmalar araciligiyla lipit oksidasyonunu
inhibe veya aktive edebilir. Siit proteinlerinin bazi cesitleri kazein, peynir alti suyu ve
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laktoferrin icerenler, su icinde yag emiilsiyonlarina katildigi zaman 6nemli antioksidan
ozellikleri gosterirler. Kazein ve laktoferrin demiri kelatlastirma kabiliyetinden dolayi
glicli antioksidatif etki gosterir. Peyniralti suyu proteinlerinin antioksidan aktivitesinin
kokeni muhtemelen, silfidril ve nonsilfidril amino asitleri tarafindan serbest
radikallerin temizlenmesi ve sinirli sayida gecis metalleri kelatlar yiiziindendir. Iyonik
olmayan bir siirfaktan (Tween 20) tarafindan stabilize edilmis somon baligi yaginin su
icindeki emdiilsiyonlarinda, peyniraltt suyu proteinlerinin, lipit oksidasyonunu
geciktirmesinde artisa sebep oldugu gozlenmistir. Bu durum, protein molekdllerinin
kivrimlarinin acildigi sicakhgin tstlindeki bir sicakliga getirildiginde, indirgenmis silfidril
gruplarina maruz kalmalarina baglanilir. Buna ragmen, silfidril guruplart NEM
tarafindan bloke edildiginde, proteinlerde dnemli miktarda antioksidan aktivitesi kalir.
NEM’ler islem gormesi gereken diger antioksidan mekanizmalarini gosterir; 6rnegin;
nonsilfidril gruplari tarafindan temizlenen serbest radikaller veya gecis metalleri
kelatlari. Benzer sonuclar iyonik olmayan surfaktanlar ile stabilize olmus metil linoleat
icinde kaymaksiz siit emiilsiyonlarinda antioksidan aktivitesinin sicaklkla degisiminde
gortlmustiir. Belirli kosullar altinda, katalitik olmayan proteinler prooksidan
dzelliklerine sahip olur. Ornegin, toz halde izole edilmis peynir alti suyu proteinleri
izolati (0-1 wt%) eklenerek, Tween 20 tarafindan stabilize edilmis su icindeki ringa
yaginin emdlsiyonlarinda, lipit oksidasyonu onemli o6lcide artmaktadir. Bu da
muhtemelen prooksidanlardaki safsizliklar (6rnegin, hidroperoksitler veya gecis

metalleri) veya proteinin iceriginden kaynaklanmaktadir.

Stirfaktanlar

Surfaktanlar normalde damlacik etrafinda koruyucu bir zar olusturarak, bulaniklasma
(koplik olusumu) ve kaynastirmaya (topaklasmaya) karsi, su icinde yag emdiilsiyonlarini
kararh hale getirmek icin kullanilirlar. Yine de homojenizasyondan sonra sik sik 6nemli
miktarda adsorplanmamis sirfaktan molekdlleri emilsiyonlarin sulu fazinda mevcut
olur. CMC olarak bilinen kritik misel konsantrasyonunda (belirli bir konsantrasyonun
Uzerinde), adsorplanmamis stirfaktan molekilleri, miselleri olusturur. Miseller, polar
olmayan kuyruklar ic tarafta, polar bas gruplarn dis tarafta olacak sekilde ylizey

molekillerinde topaklanirlar. Siirfaktan miseller, slirfaktanlarin bas gruplari tarafindan
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duvar tabakasi sekline getirilmis, hidrofobik merkez (cekirdek) ve polar veya amfifilik
molekiiller icinde polar olmayan molekiilleri birlestirme yetenegine sahipler. Miseller
belki de bir sistemin oksidatif stabilitesini degistirebildikleri icin lipitleri, antioksidanlari

veya prooksidanlari ¢ozebilirler.

Aspir yagl emilsiyonunun hemoglobin tarafindan katalizlendigi bir oksidasyon
calismasinda, oksidatif kararlihg arttiran emdlsiyonlarin su fazinda bulunan asir
anyonik sdrfaktan varliginda oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi, anyonik
strfaktanlarin, negatif ylukli misellere sekil vermesinden dolayi olabilir. Negatif yikla
miseller damlacik ylizeyinde prooksidan konsantrasyonunu dislrerek, gecis metallerini
ylzeylerine cekebilme yetenegine sahiptirler. Alternatif olarak su sekilde olmus olabilir;
yiksek sirfaktan konsantrasyonunda yag-su ara ylizeyinde paketlenmis sirfaktan
molekilleri daha sikidir ve bu yiizden ara yizey tabakada c¢ok etkili bir fiziksel engel gibi
gorev alabilirler veya stirfaktanlar proteinlerin enzimatik aktivitelerini azaltarak onlari

denatire edebilirler.

Su fazindaki sirfaktanlarin, emilsiyonlardaki lipit oksidasyonu Uzerine etkisi ayrica su
fazindaki diger bilesenlerle etkilesimleriyle olabilir. Tween 20 ile stabilize edilmis, su
icinde ringa baligi yagi emilsiyonundaki oksidasyona, ilave edilen iyonik olmayan
slrfaktanlar, peyniralti proteinleri, ya da her ikisinin karisiminin etkisi ¢ahlsildiginda;
sadece Tween 20 (0-2 wt %) veya sadece peynir alti suyu proteinleri (0-1 wt %)
emdulsiyonlara eklendigi zaman lipit oksidasyonunda hissedilir bir artis meydana gelir.
Bu muhtemelen protein veya sirfaktanlar icindeki prooksidanlarda safsizliklarin
mevcut olmasindandir. Ancak, Tween 20 ve peynir alti suyu proteinleri birlikte
konuldugu zaman 6nemli antioksidan etki gosterirler. Bu etkinin kaynagi, stirfaktanlarin
proteinlerin konformasyonunu degistirebilme yeteneklerinden dolayi olabilir. Bunlar
daha fazla serbest radikali aciga cikararak onlari temizler veya amino asitleri
kelatlastirirlar. Yukardaki tartisma, karmasik ve daha fazla calisiima gerektiren
emdulsiyonlarda, strfaktanlarin lipit oksidasyonunu inhibe etme veya ilerletmedeki

rolini gostermektedir.
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Asitler, Bazlar ve Tampon Cozeltiler

Asitler, bazlar ve tampon c¢ozeltiler gida emilsiyonlarinda pH’1t kontrol etmek icin
kullanitlirlar. Bunlar GriiniGn kararhlik, reoloji ve lezzetini belirlerler. Bir sulu fazin pH’i,
pH’In reaktiviteye, ¢ozinlrlige ve icerdigi reaktif turlerin katilimina etkisi yliziinden,
suda yag emdilsiyonlarinin oksidatif kararliigina cesitli yollarla etki yapar. Su icinde yag
emdulsiyonlarinda pH’in lipit oksidasyonu Uzerine etkisi bulunmustur, bu belki de
celiskili sonuglari aciklayabilir. Bazi arastirmacilar lipit oksidasyonu hizinin pH’in
artmasiyla arttigini bulmustur, oysa baskalari benzer sistemlerde tam tersi sonucu
bulmuslardir. Bu calismalarin hepsi, iyonik olmayan sirfaktanlar tarafindan stabilize
olmus su icinde gida yaginin emilsiyonlarinda gerceklestirilmistir. Yine de kullanilan
tamponlarin tipi, yag ve sirfaktanin yapisi, oksidasyon kosullari, prooksidanlarin varligi,
yoklugu ve oksidasyonun izlenmesi icin kullanilan analitik yontemlerde degisiklikler

gosterir.

2.2.2.7 Malzeme Kalitesi

Gida emidlsiyonlari imalatinda kullanilan malzemelerin kalitesi, onlarin oksidatif
kararlklarinda bariz bir etkiye sahip olabilir. Bir emilsiyonda gecis metallerinin kliglk
bir miktar bile, hidroperoksitlerin bozunmasini hizlandirma yetenegi ile, lipit
oksidasyonunu fazlaca hizlandirabilir. Gegis metallerindeki safsizliklarin énemi bazi
calismalarla gosterilmistir. Bu calismalarda, EDTA, fosfat ya da transferin gibi gecis
metal iyonlarinin spesifik kelatlarinin ilavesi ile lipit oksidasyon hizinin su icinde yag
emdulsiyonlarinda cok azaldigi goriilmustiir. Bu kelat ve inaktif gecis metallerine katki
maddesi eklemek icin diisiik gecis metal konsantrasyonuna sahip malzemeler (6rnegin,
yaglar, su, emilsiyonlastiricilar, lezzetler, renkler, koyulastiran ajanlar) kullanmak, bu

ylUzden son derece 6nemlidir.

Pek cok yag ve emiilsiyonlastirici, ticari olarak satin alinarak, yiksek konsantrasyonda
lipit peroksitleri icerenlere veya bunlarin depolama sirasinda korunmalari icin eklenir.
Bu peroksitler 6zellikle UV 1sik, sicaklik veya gecis metali varliginda, lipit oksidasyonunu
ilerleten serbest radikalleri bozmada yiksek duyarhk gosterir. Bunlar, lipit ya da
emdulsiyonlastirici  varliginda hidroperoksit safsizliklarinin  tasinmasi, kolloidal
sistemlerin oksidatif kararlihgini gosterir. Bu vyilzden lipit oksidasyonu meydana
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gelmeden once peroksitlerin 6nemli bir konsantrasyonu sistemde mevcut olmalidir.
Yapilan son calismalara gore, siirfaktanlarda mevcut olan peroksitlerin, safsizliklarin
artmasiyla, Tween 20 misellerindeki a-tokoferol oksidasyon hizi artar. Bu ilging
noktalar diisiik peroksit icerikleriyle sirfaktan veya yaglari kullanmanin énemine dikkat

ceker.

2.2.3 Lipit Oksidasyonunu Geciktirici Stratejiler

Oksijen sistemin disinda tutularak emdiilsiyonlarin oksidatif kararhligi blyik oranda
arttirilabilir. Ornegin paketleme vakum veya azot atmosferi altinda yapilabilir. Bu
teknik, mayonez ve salata soslarinin depolamasi esnasinda lipit oksidasyonunu
minumum degere indirmek icin ticari olarak kullanilir. Buna ragmen, Griin acildigi anda
oksijen iceri girer ve lipit oksidasyonu baslar, bu da Grinin tiketiimeden once

depolanma émrind azaltir.

Gida emidilsiyonlarinin lipit oksidasyonuna yatkinhgi, onlarin imalatinda kullanilan katki
maddelerinin, hidroperoksitler, gecis metalleri veya diger prooksidanlarin, dusik
miktarlarda olmasini saglayarak artabilir. Bu durum, yiiksek saf katki malzemeleri satin
alinarak veya kullanimdan 6nce malzemeleri saflastirma islemine tabi tutan bir adimi
kullanarak basarilabilir. Once saf maddeler elde edilir. Hidroperoksit formundan
kacinarak (6rnegin, sicakliklari disirmek, oksijeni azaltmak, 15181 azaltmak) veya
prooksidan safsizliklarindan kacinmak (mesela saf malzemeler ve temiz kaplar) icin
dikkatlice kontrol edilen sartlar altinda depolamak gerekebilir. Pratikte baktigimizda,
yiksek saflikta malzemeleri satin almak veya kullanmadan o6nce iyi bir sekilde
temizlemek ekonomik olarak mimkin olmayabilir. Pek c¢ok gida bileseni 6nemli
miktarda safsizlik icerir ve bunlar da lipit oksidayonunu ilerlettigi icin, gida imalatcilar

alternatif metotlari bulmak zorunda olabilirler.

Saf olmayan bu gida bilesenleri, gida emiilsiyonlarini formile etmek icin kullanilan
bilesenlerde safsizlik gibi duracaktir. Hidroperoksitleri prooksidanlardan uzak tutmak
veya prooksidanlari inaktive etmelerini 6nleyerek lipit oksidasyonu etkin bir sekilde
geciktirilebilir. Bu birkag yol ile basarilabilir. ilk yol, katki maddeleri ilave ederek
hidroperoksitleri oksidasyondan korumaktir. Bu malzemelerden gecis metal kelatlar
kullanilarak bunlar etkisiz hale getirilirler; EDTA, fosfat, proteinler ve polisakkaritler
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gibi. Ikinci yol, emdilsiyonlastirici kullanilmasidir. Bu damlaciklara pozitif bir yiik verir, bu
yizden gecis metalleri elektriksel olarak defedilirler. Boylece, ara yilzeyde gecis
metallerinin hidroperoksitler ile yakin temas kurmalari énlenebilir. Uglincii yol, gegis
metallerini azaltacak malzemeler kullanilarak, bu metallerin en aktif yapilarindan
korunmaktir. Dérdinci yol, bir emdlsiyonlastirici kullanilarak, hidroperoksitleri bir
kenarda ve prooksidanlari da baska bir kenarda tutan kalin bir ara yizey duvari
olusturarak, hidroperoksitler prooksidandan ayrilabilir. Besinci yol, prooksidatif
enzimleri deaktive edilebilir; 6rnegin 1sitmak, denatiire eden madde eklemek veya pH’i

ayarlamak.

Serbest radikallerde zincir kiran antioksidanlar kullanilarak, lipit oksidasyonuna karsi
ekstra bir koruma saglanabilir. Bu antioksidanlarin zincir kiranlarda en etkin olduklari
bolgede yerlesmeleri 6nemlidir. Bu normalde su anlama gelir; lipit peroksitleri, serbest

radikalleri bozunmaya ugrattigi yag-su ara-ylzeyine yakin bir yerde yer almalidirlar.

Pratikte lipit oksidasyonunu geciktirmenin en etkin yolu, bu stratejilerden birkacini bir
arada kullanmaktir. Her besin emdilsiyonunun kendine 6zgi diizenlemesi ve yapisi
vardir. Bu ylizden, her yeni sistem icin ayrintilari kesin bilinen antioksidanlar ayarlamak

zorunludur.

2.3 Antioksidanlar

Antioksidan veya ylkseltgeme 6nleyici, yaglarin otoksidasyonunu yavaslatan maddedir.
Canlilardaki kimyasal proseslerde 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina
neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller, farkli molekdiller ile kolayca
reaksiyona girebilir ve boylece hiicrelere, dolayisiyla canliya zarar verebilir.
Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak) bunlarin
hicrelere zarar vermelerini 6nler. Bu 0Ozellikleriyle antioksidanlar hiicrelerin
anomalilesmesi ve sonuc¢ olarak timor olusturma risklerini azalttiklari gibi, hicre
yikimini da azaltirlar ve daha saglikli (yaslihk etkilerinin minimum oldugu) bir yasam

sansi saglarlar (Pietta [17]).
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2.3.1 Antioksidanlarin Tarihi

Sentetik antioksidanlarin gidalardaki kullanimi 1940°h yillarda BHA ve gallik asidin
esterlerinin oksidasyonu onlediklerinin anlasiimasiyla baslamistir. Demir ve bakir gibi
gecis metallerinin zararli etkileri sitrik asit (CA), etilendiamintetraasetikasit (EDTA) veya
onlarin tirevlerine metal deaktivator veya kelat ajani olarak etki ettikleri, daha sonra
bulunmustur. 1954’te ABD’de BHT’nin gidalarda kullanilmasina izin verilmistir. Tersiyer
Bitil Hidrokinon (TBHQ) 1972’de ticari amacla kullanilmaya baslanmistir. Sentetik
antioksidanlarin muhtemel karsinojenik etkileri biiylyen bir tepkiye neden olmaktadir.
Boylece Japonya ve cok sayidaki diger (ilke BHA’nin gidalarda kullaniimasina izin
vermemektedir. TBHQ'nun da Kanada, Japonya ve Avrupa (lkelerinde kullanimina izin
verilmemektedir. Bu yiizden sentetik antioksidanlarin yerine dogal antioksidanlarin

kullanimi icin genel bir egilim mevcuttur.

2.3.2 Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

Oksidasyona karsi bazi antioksidanlar viicutta Uretilirken bazilari da disaridan temin

edilir.

2.3.2.1 Viicuttaki Korumalar

Viicuttaki oksidasyona karsi koruma, enzimatik ve enzimatik olmayan koruma seklinde

siniflandirilabilir:

Enzimatik Korumalar
Katalaz, superoksit, glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin
metabolizlenmesini saglayarak hidroksil radikalinin olusmasini engelleyen, stiperoksit

dismutazdir (SOD).

20, +2H" 2 51,0, (2.17)
2H,0, — 52H,0+0, (2.18)
2GSH + ROOH —guayon perdksidz_, GSSG + ROH + H,0 (2.19)

Enzimatik Olmayan Korumalar

Glutatyon, histidin-peptifaz, demir baglayan proteinler transferin ve ferritin,
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dihidrolipoik asit, indirgenmis CoQ10, melatonin, lirat ve plazma proteini tioller

radikallerin s6oniimini saglayan plazmaya yardim ederler.

2.3.2.2 Viicut Disindan Temin Edilen Korumalar

Savunma antioksidanlari, bazi reaktif oksijen tirlerinin kacarak sebep olduklari
hasarlari tamir etmek amaci ile Uretilirler. Vicut icindeki koruma sistemlerinin
etkinliginin eksikligi ve fizyopatolojik durumlarin (sigara dumani, hava kirliligi, UV-
radyasyonu, disaridan alinan doymamis yag asitleri, iltihap vb.) sebebi ile reaktif
oksijen tlrlerinin yanlis zaman ve yanlis yerde asin lretilmesi sonucu yasam siirecinde
oksidatif zararin kimdlatif olarak azaltilmasi icin, disaridan alinan antioksidanlara

ihtiyac duyulur.

C, E, A vitaminleri ve karotenoidler antioksidanlar olarak yogun bir sekilde
arastirilmistir. Bu vitamin antioksidanlarinin yani sira bitkilerde bulunan baska
maddeler de, meyve ve sebze tiketimi sonucu 6ziimlenerek, sagliga yararl olabilir. Son
10 yilda bitki polifenollerinin 6nemli savunma antioksidanlari olduguna dair kanitlar
elde edilmistir. Bu bilesenler fazlaca, hemen hemen tim bitki besinlerinde fenoller,
fenolik asitler, flavonoidler, tanninler ve lignanlar olarak ortaya ¢ikarlar. Flavonoidler,

bitkilerdeki aromatik amino asitler, fenilalanin tirosin ve malonat gibi bilesiklerdir.

C Vitamini
C vitamini, askorbik asit olarak da bilinir, suda eritilebilen ve bircok gorevi olan bir
vitamindir. insan ve benzeri primatlar, C vitamini tiretemediklerinden bunu besinlerden

almak zorundadirlar.

E Vitamini
E vitamini icinde alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri bulunur. Bunlarin icinden

ozellikle a-tokoferol 6nemli bir antioksidandir.

A Vitamini

Retinol, A vitaminin besin olarak kullanilan seklidir.

Karetonoid
Bitkilerde ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda (yosunlar, bazi mantarlar ve

bazi bakterilerde) bulunan pigmenttir. Altiyiz Uzerinde bilinen karotenoid vardir,
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ksantofiller ve karotenler olarak iki sinifa ayrilir. En yaygin karotenoidler likopen ve A
vitamininin 6ncill olan B-karotendir. Bitkilerde ksantofil lutein en bol karotenoiddir.
Bitkilerin yapraklarinda bulunan lutein ve diger karotenoidler bariz degildir, clinki

klorofil gibi diger pigmentler tarafindan maskelenir.

2.3.3 InVitro Antioksidan Faaliyeti

"In vitro" kavram olarak, belli bir deneyin, kontrolli bir ortamda, yasayan bir
organizma disinda, 6rnegin bir test tlpl icerisinde uygulanmasina dayanir. In vitro
fertilizasyon (asilama), bunun iyi bilinen bir 6érnegidir. In vitro olarak bircok calisma
yaptmistir. Bunlarin bir tanesi in vitro olarak lipoproteinlerin oksidasyonu ile ilgilidir.
Bu yaklasim, in vitro olarak izole edilmis LDL'nin bakir oksidasyonunda direncinin
artmasina dayanir. Bu yaklasim aterojenik oksidasyon teorisinden c¢ikmistir ve
aterojenik olanin LDL veya VDL degil, bu lipoproteinlerin oksitlenmis formlari oldugunu
belirtir. Aslinda bircok calisma besin ile alinan flavonoidlerin, in vitro LDL'nin oksidatif
modifikasyonuna karsi etkili oldugunu gostermektedir. Bu yaklasim in vitro olarak

flavonoidlerin antioksidan potansiyellerinin degerlendirilmesi icin kullaniimistir.

Halliwell ve Gutteridge’e gobre in vitro calismalardaki antioksidan savunma
mekanizmalari, enzimlerin inhibisyonu veya serbest radikal olusturan metallerin kelat
olusturarak reaktif oksijen tirlerinin indirgenmesi ile  gerceklesir (Halliwell ve

Gutteridge [72]).

2.3.4 Antioksidanlarin Sinerjik Etkileri

Antioksidanlarin etkisini arttirmak veya tamamlamak icin, cogu kez, ‘sinerjist’ adi
verilen maddeler de kullanilmaktadir. Farkli etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar
birlikte kullanildiklari zaman yalmiz kullanilmalarina gére daha etkili olabilirler. Bu
sinerjik etki, antioksidanlarin kullanim dozlarini distrdukleri gibi olasi yan etkilerinin
de azalmasina sebep olmaktadir. Sinerjik etki, fenolik gruba giren antioksidanlarla,
asidik gruba giren antioksidanlar, fosfolipitler ve amino asitler arasinda bulunmaktadir.

Ayrica BHA ve BHT arasinda da bir sinerji vardir (Pinchuk ve Lichtenberg [67]).
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2.3.5 Etki Mekanizmalarina Gore Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

2.3.5.1 Serbest Radikaller ile Kompleks Olusturan Antioksidanlar

Bu tip antioksidanlar fenolik yapilarindan veya molekiiler vyapilarindaki fenolik
konfiglirasyondan dolayi fenolik hidroksit gruplarindan hidrojen verip, baslangictaki
serbest yag asidi radikal olusumunu engelleyici oksidasyonu inhibe ederler. Bu sekilde
etki gOsteren antioksidanlarin en yaygin kullanilanlari bitillendirilmis hidroksianisol
(BHA), bitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG), tersiyer bitil hidrokinon
(TBHQ), nordihidroguayenetasidi (NDGA) ve tokoferollerdir.

2.3.5.2 indirgen Ozellik Gésteren veya Oksijen Baglayici Antioksidanlar

Bu antioksidanlar hidrojen atomlarini oksijene transfer ederek oksijenin oksitleyici
etkisini ortadan kaldirirlar ve ransiditeyi geciktirirler. Asagida bu tip etki gosteren

antioksidanlardan yaygin kullanim alani olanlarin 6zellikleri hakkinda bilgi verilmistir.

Bunlardan askorbil palmitat oksijen baglayici aktivitesini gosterebilmesi icin 2 pozisyon
substitiie olmamis olmalidir. Beyaz kristal bir toz olan askorbik asit, tek basina gercek
bir antioksidan degildir. Ancak diger antioksidanlarla kullanildiginda onlarin etkisini
arttirir. Daha cok antimikrobiyal aktivitelerinden dolayi yaygin bir kullanim bulduklar
bilinen silfitler, antioksidan ozellikleri olan bir diger bilesik grubunu olustururlar.
Topluca siilfitler olarak adlandirilan kiikirt dioksit, sodyum siilfit, sodyum ve potasyum
bislilfit ve metabisilfit gibi bilesikler cesitli gidalarda zayif antioksidanlar olarak

kullanirlar.

Erithorbik asit ve sodyum tuzu, oksijen baglayici olarak rol oynayan ve molekiiller
oksijeni indirgeyen gliclii indirgeyici maddelerdir. Asidik kosullarda nétral kosullarda

olduklarindan daha etkindirler.

2.3.5.3 Kelat Olusturucu Ajanlar

Kelat olusturucu ajanlar antioksidan olmamakla birlikte gidalarin stabilize
edilmelerinde 6nemli rol oynarlar. Sinerjistler olarak da siniflandirilan kelat olusturucu

ajanlar lipit oksidasyonunu katalize eden demir ve bakir gibi metal iyonlari ile kompleks
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olusturarak onlarin katalitik etkisini engellerler. Kompleks olusturucu etkileri molekiil

yapilarindaki paylasilmamis elektron ciftinden kaynaklanir.

Sitrik asit, cok etkili bir kelat olusturucu ajandir. Antioksidanlarla birlikte kullanildiginda

onlarin etkisini arttirir.

Fosforik asidin tirevleri olan polifosfatlar, 6zellikle sodyum asit pirofosfat ve sodyum

tripolifosfat olup etkinlikleri pH arttikca azalir.

Kalsiyum disodyum EDTA ve disodyum EDTA kimyasal koruyucu olarak kullanilan diger
kelat olusturucu ajanlardir. EDTA; demir, bakir ve kalsiyum baglayan stabil bilesikler
olusturur. Karboksilli gruplarin dissosiye oldugu yiliksek pH degerlerinde maksimum

kelat olusturucu etkinlik meydana getirir.

2.3.5.4 Sekonder Antioksidanlar

Bunlar lipit oksidasyonu sirasinda ortaya cikan hidrojen peroksittir, stabil son Uriinlere
parcalanarak etki gosterirler. Etki mekanizmalari; yaglarin oksidasyonunu katalize eden
metal iyonlarini baglama, oksijene saldirma ve UV isinlarini absorbe etme tarzindadir.
Bunlara tiyodipropiyonik asit ve dilauril tiyodipropiyonat ornek olarak verilebilir

(Pinchuk ve Lichtenberg [67]).

2.3.5.5 Antioksidan Aktivite Mekanizmalan

Antioksidanlar kendi etkilerini farkli mekanizmalar yoluyla kullanirlar. Her bir

mekanizma U¢ temel faktor Gzerinden (Iag, Vimax ve OD max) tanimlanir.

Bir antioksidan, peroksidasyonu asagidaki mekanizmalardan biri ile fazlasiyla inhibe
edebilir. Ornegin; verilen bir antioksidan indirgeyici ajan olarak hareket ederek, serbest
radikalleri ve ilaveten gecis metal iyonlan ile redoks-inaktif kelatlar olusturarak
etkileyebilir. Ayrica iki antioksidanin aktiviteleri sadece toplamsal degil, fakat sinerjistik
bile olabilir. Antioksidanlarin davranis sekli diistintildiiglinde bitin bu etkenler dikkate
alinmalidir. Oncelikle Cizelge 2.1’de listelenmis olan antioksidanlarin antioksidatif

mekanizmalarindan her biri verilmistir.
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A-Serbest radikallerin gegis metal- indiiklenmis diretiminin inhibisyonu

Bakir iyonlari tarafindan indiiklenmis peroksidasyonda bakir iyonlar, diger gecis
metallerinin iyonlari kadar, lipit oksidasyonunu lipoprotein-su ara ylzeyinde serbest
radikal olusturarak baslatir. Bu yliizden hem oksidasyonun ilerlemesinin geri birakilmasi
(lag), hem de peroksidasyonun maksimum hizi (ODnax), bakir/lipoprotein oranina
baglidir. Bu, sirasiyla bakir ve lipoproteinlerin konsantrasyonlarinin bir fonksiyonudur
ve lipoprotein-bakir baglanmasi sabittir. Bunlar keza, hem c¢ozeltideki diger bakir
baglayicilarin konsantrasyonlarina, hem de komplekslesmis bakirin redoks aktivitesine
baglidir. Biyolojik sivilar, klorir gibi bakir baglayici cesitli iyonlari icerir. Bunlar bakira
redoks aktif kelat olusturmak Uzere baglanirlar. Albumin gibi proteinler de ¢ok disik
aktiviteli kelatlar olustururak bakirla baglanirlar (Pinchuk ve Lichtenberg [67]). Serbest

radikal Grlinlerinin inhibitorleri soyle 6zetlenebilir:
Al- Redoks-inaktif kompleks olusturan baglayici ajanlar (reaktifler).
A2- Metal iyonlarinin apolipoproteinlere baglanma inhibitorleri.

A3- Gecis metalleri veya enzimatik kataliz (izerinden onlarin bozunmasinin artmasiyla

hidroperoksit konsantrasyonunun azalmasini saglayan ajanlar.

Ad4- Reaktif ara Urdnlerinin partikil ici ya da disi transferini etkileyen inhibitorler.
B- Serbest radikal zincir reaksiyonlarinin inhibisyonu

Serbest radikal zincir reaksiyon inhibisyonu asagidaki yollarla saglanir:

B1- NO* ve TEMPO iceren kararl serbest radikallerin radikal temizleyici ajanlari gibi

davranmasiile.

B2- Molekiil basina iki serbest radikal temizleyebilen C ve E vitamini gibi indirgen

ajanlarla.

B3- Daha az reaktif serbest radikaller olusturmak icin, serbest radikaller ile etkilesen
dengeleyici serbest radikaller ve cift radikal temizleyici tarafindan serbest radikal zincir

reaksiyonunun engellenmesi ile.
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Cizelge 2. 1 Antioksidanlarin inhibitor mekanizmalarinin siniflandiriimasi

ANTIOKSIDANLARIN PEROKSIDASYON iNHIBITORLERI

/ \

FR URUNLERININ FR ZINCIR REAKSIYONLARININ

L . INHIBITORLERI
INHIBITORLERI

FR'NIN SONUMLEME VE
SABITLEYICIiSi

KARISIK /
MEKANIZMA

ARADAKI REAKTIFIN

KELAT 5

BAGLANAN TRANSFER -

GRUPLARIN LOGH ETKILERININ KARARLI SERBEST iNDIRGEN , .
AANLAR ENGELLENMES] AYRISMASININ FR'NIN DENGELEYECILERI

SIP ENGELLENMESi i
ATALIZI RADIKALLER AJANLAR

2.3.6 Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Eger antioksidan kapasite tayinleri hakkinda bilimsel makaleler dikkatle okunacak
olursa farkh arastirmacilar tarafindan tanimlanmis bircok antioksidan kapasite
kavramlari bulunacaktir. Kavramlar, toplam antioksidan kapasitesini (verimini, gliciind,
parametresini, potansiyelini ve aktivitesini) icerir. Bir kimyasalin ‘aktivitesi’ basing,
sicakhk, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon kosullarn
belirtiimedik¢ce anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile oOlglilen ‘antioksidan aktivite’ o
yontemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittigindan verileri

‘toplam antioksidan aktivitenin’ gostergesi olarak genellemek uygun olmayabilir ve
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yanilticidir. Bu nedenle ‘aktivite’ terimi yerine farkli deneylerde elde edilen sonuclari
‘kapasite’ olarak sunmak onerilmektedir. ‘Kapasite’ tanimlamasi icine 6rnegin; peroksil
radikali absorplama kapasitesi, stiper oksit absorplama kapasitesi, ferrik iyon indirgeme
kapasitesi gibi daha bircok uygun tanimlama dahil edilebilir. Tanimlanmis antioksidan
kapasite kavrami da vyerlesmemistir. Temel kimyasal reaksiyonlar iceren bitin

antioksidan kapasite tayinleri, kabaca kendi icinde iki gruba ayrilabilir (Huang vd. [73]):
1) Singlet elektron transferi (ET) reaksiyonu temelli yontemler

2) Hidrojen atom transfer (HAT) reaksiyonu temelli yontemler

2.3.6.1 ET Temelli YOntemler

ET-temelli tayinler, rediklendigi zaman renk degistiren bir oksidanin rediiksiyonunda
bir antioksidan kapasitesini Olcer. Renk degisim derecesi, Ornek icindeki
konsantrasyonla orantilidir. Bu tayinler genellikle redoks reaksiyonunun dahil oldugu
sabit zamanda gerceklesir ve bu periyot boyunca termodinamik dontsiim 6l¢ilir. ET-
temelli tayinler farkh standart potansiyelli farkh kromojenik redoks reaktifleri
kullanilarak yapilan ABTS/TEAC, DPPH, Folin-Ciocalteu (FCR) ve FRAP 6lgiimlerini icerir.
Bir ornegin rediiklenme kapasitesi, onun radikal sonimleme vyetenegine bagh

olmamasina ragmen, antioksidanlar icin cok 6nemli bir parametredir (Apak vd. [74]).
Folin-Ciocalteu Ajani ile Toplam Fenol Yontemi

Yontem adini  kullanilan belirtecten almistir. FC belirteci sodyum tungstat
(Na;W04.2H,0), sodyum molibdat (Na,Mo004.2H,0), konsantre hidroklorik asit, % 85'lik
fosforik asit ve su karisimi 10 saat sireyle kaynatildiktan sonra lityum sulfat
(Li,SO4.4H,0) eklenmesiyle olusan sari renkli belirtectir. Ortamdaki oksidan
bulasmasina bagh olarak renk degisimiyle antioksidan kapasite 6lcimi gerceklestirilir

(Huang vd. [73]).
Mo(VI) (sar) + -e (AH’dan) — Mo(V) (mavi) (2.20)

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi)

Yontemde antioksidan kapasitesi Troloks esdeger parametresine bagli olarak

Olcliilmektedir. Troloks esdeger parametresi ortamdaki antioksidan miktari ile esdeger
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miktarda bulunan askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon ve {rik asit miktarina bagh

olarak belirlenir (Apak vd. [74]).

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power (Demir indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

FRAP yontemi elektron transfer reaksiyonuna goére calisir. FRAP yontemiyle TEAC
yontemi arasindaki tek fark; TEAC yonteminde notral pH'da, FRAP yonteminde pH
3,6’nin altinda calisma yapilmasidir. Burada bir Fe(lll) tuzu, Fe(lll)(TPTZ),Cl3(TPTZ = 2, 4,
6-tripridil-s-triazin) oksidan olarak kullanilir. Fe(lll) indirgenmesi gercekleserek oksidan
tutulur ve boylece 6lciim yapilir (Huang vd. [73]).

2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Radical Scavenging Capacity Assay (DPPH Radikal
Soniimleme Kapasitesi Yontemi)

Antioksidan molekilinin tasidigi azot radikali sayesinde UV-VIS absorpsiyonunda
Olcim yapilabilmesine olanak vermektedir. Teknik acidan uygulanabilirligi kolay bir
yontemdir. Kinetik temelli analiz yontemlerinde kullanilan elektron transfer temelli

calisan yontemdir (Apak vd. [74]).

Oksidan olarak Cu(ll) Kullanilarak Toplam Antioksidan Tayini (CUPRAC Yontemi)
Cu(ll)’nin  Cu(l)’e indirgenmesiyle olcim gerceklesmektedir. Bitkisel Griinlerin

antioksidan kapasitesinin olcimunde kullaniimaktadir (Apak vd. [74]).

2.3.6.2 HAT Temelli Yontemler

HAT temelli tayinlerin cogunlugu, azo bilesiklerinin dekompozisyonu boyunca peroksil
radikallerini termal olarak Uretmek icin antioksidan ve substrat yarisinin oldugu bir
reaksiyon semasini icerir. Bu tayinler indiklenmis distuk yogunluklu lipoprotein
otoksidasyonu, oksijen radikal absorbans kapasite (oxygen radical absorbance capacity
ORAC), toplam radikal koparan antioksidan parametre (total radical trapping
antioxidant parameter TRAP) ve crocin agartma denemelerini kapsar. Bu tayinlerin
cogu kinetik temellidir, radikal reaksiyonlarin antioksidan ile termodinamik dénisim
etkilesiminden ¢ok, hiz ile ilgilidir. ORAC reaksiyonlarinin kinetik ve termodinamik
durumlar ikisiyle ilgilidir ve antioksidan varliginda ve vyoklugunda floresans
bozunma/probun zaman egrisinin altindaki alani (net area under curve, AUC) baz alan

sonugclar bildirilir (Apak vd. [74]).
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2.3.6.3 Antioksidan Kapasite Tayin Yéntemlerinin Spesifik Ozellikleri

Otooksidasyon Kinetigi ve inhibisyon (Yavaslatma)
Tipik bir otooksidasyon azo bilesigiyle baslayabilir ve hareket mekanizmasi asagida

birbirini takip eden yavaslatma adimlarindan olusur.

Baslama

RoN, — 2R*+ N, (2.21)
R* +0, — ROO® (2.22)
ROO® +LH — ROOH +L* (2.23)

Gelisim (ilerleme)

L*+0, — LOO® (2.24)
LOO® +LH — LOOH +L° (2.25)
Yavaslama

LOO®*+AH — LOOH +A® (2.26)
Sonlanma

A*+ (n-1)LOO* — Radikal olmayan urinler (2.27)
LOO® + LOO®* — Radikal olmayan triinler (2.28)

IOU Inhibited Oxygen Uptake (inhibe Oksijen Yakalanmasi)
Deneysel olarak, yakalanmis oksijen miktarina ya da konjuge dien peroksit él¢lilmesine
dayanir. Substrat olarak stiren, radikal pasiflestirici olarak da AIBN (Azoizobutironitril)

kullanihr.
Otooksidasyonla indiiklenmis Lipit inhibisyon

Bu metotta yapay olarak Cu(ll) ve azo baslaticilar, linoleik asit ve LDL nedeniyle

otooksidasyona ugramaktadir. Daha duyarli bir metottur. IOU metoduna gbre on kat
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daha az baslatici ve substrat kullaniimaktadir. Bu reaksiyon misellere ve organik

solventlere uygulanmaktadir.

2.4 CUPRAC Yéntemi

Kromojenik oksidan olarak CUPRAC adini verdigimiz bakir(ll) neokuproin (Cu(ll)-Nc)
reaktifi kullanilarak, yiyecek polifenolleri, C vitamini ve E vitamini icin basit ve cok yonli
antioksidan kapasite tayinleri yapilabilir. CUPRAC; CuCl,, neokuproin ve pH 7’de
amonyum asetat ¢ozeltileri ile antioksidan ¢ozelti karisimlarini (direkt veya asit hidrolizi
sonrasl) icerir. CUPRAC tayininde kullanilan kromojenik redoks reaktifi
bis(neokuproin)bakir(ll) kelatidir. Bu reaktif pH 7’de kullanislidir ve 450 nm’de 6lcgilen
absorbans, rediiklenen polifenoller ile redoks reaksiyonu sonucu olusan Cu(l) kelatina
aittir. Renk, Cu(l)-Nc kelat olusumundan kaynaklanir. Reaktif konsantrasyonu, pH,

oksidasyon zamani ve yikselen sicakliklar gibi reaksiyon kosullari optimize edilir.

Gelistirilmis CUPRAC metodun kromojenik oksitleyici reaktifi,
bis(neokuproin)bakir(ll)kloriir ~ (Cu(ll)-Nc), n-elektron rediktan antioksidanlarla

asagidaki gibi reaksiyona girer:

n Cu(Nc),*" + n- elektron rediiktan (AO) — nCu(Nc)," + n-elektron oksitlenmis triin +

nH* (2.29)

Bu reaksiyonda polifenolik antioksidanlarin reaktif Ar-OH gruplari karsilik gelen
kinonlara oksitlenir (askorbik asitin dehidroaskorbik aside oksitlenmesi) ve Cu(ll)-Nc,
450 nm’de maksimum absorbans veren, renkli Cu(l)-Nc’e rediklenir. CUPRAC reaktifi
icerisindeki Cu®* iyonlar, neokuproinden stokiyometrik olarak asin fazla
bulundugundan redoks dengesi saga kayar (gercek oksidan yalnizca Cu®" degil,
Cu(Nc),*" idi), cunki Cu(ll/1)-neokuproinin standart redoks potansiyeli 0,6 V'dur ve
cu®*/cu’ ciftininkinden ¢ok yiiksektir (0,17 V). Sonug olarak polifenoller Cu®*”’dan cok
daha hizli ve etkili olarak Cu(ll)-Nc ile oksitlenir ve redoks reaksiyonu sonunda meydana
gelen kromojen(Cu(Nc),"), reaksiyona giren Cu(ll)-Nc’e ekivalenttir. Serbest kalan
protonlar NH4Ac’h ortamda tamponlanir. Normal CUPRAC metotta oksidasyon
reaksiyonlari 30 dakikada tamamlanir. Antioksidan ozelliklerinin timini gosterebilmek

icin flavonoid glikozidlerin aglikonlara hidrolizlenmeye ihtiyaclari vardir. Yavas
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tepkimeye giren antioksidanlarin CUPRAC reaktifi ile oksidasyonunu tamamlamak icin
inkiibasyon sicakligini yikseltmek gerekir. Taze hazirlanmis analiz edilecek saf
antioksidan c¢ozeltileri oksijenden korumak icin 6zel 6nlemler almak gereksizdir, ¢linki
CUPRAC reaktifi ile oksidasyon reaksiyonlari, ¢coziinmis oksijen ile olandan ¢ok daha
hizlidir (uygun katalizorler olmadikga meydana gelmez). Bununla birlikte bitki
ekstraklarindan O)’i uzaklastirmak icin N, gecirilmeli ve ayni gin icinde analiz
edilmeyecekse buzdolabinda muhafaza edilmelidir (gercek sistemlerde kompleks
katalizli reaksiyonlar yer alir). Karisim bilesenlerinin CUPRAC absorbanslari toplanabilir,
Beer kanunundan kimyasal sapma gosterir. CUPRAC metoduna gore test edilen
antioksidanlarin absorbansa karsi konsantrasyon egrilerinin lineer kalibrasyonunun,

0,1- 1,2 konsantrasyon araliginda, genellikle korelasyon katsayisi r> 0,999’a yakindir.

Bash basina tek antioksidanlarin (cift bilesikler, glikozitler, polimerler ve bircok
izomerler) bitki matrislerinden dagilimi ve nitel tayini, antioksidanlarin kimyasal
farklihgindan dolayi zorlasir. Antioksidanlarin kooperatif etkilerinden dolayi sagliga
yararl etkilerini degerlendirmek, toplam antioksidan gliclinii de daha anlamli kilar. Bu
ylUzden bu metodun, direkt bitki ekstraktlarindan toplam antioksidan kapasite degerini

Olcebildigi onaylanmistir (Apak vd. [74]).

2.4.1 CUPRAC Metodunun Diger ET-Temelli Tayinlerden Ustiinliikleri
CUPRAC metodun diger benzer tayinlerden avantajlari asagida 6zetlenmistir:

1) CUPRAC reaktifi tiyol tipli antioksidanlari yeterli hizla oksitler, oysa FRAP metot,
glutatyon gibi tiyol tipli antioksidanlari 6lcmez. Bunun nedeni, Cu(ll)'nin
elektronik yapisi hizli kinetige uygunken, Fe(lll)’Gn yiksek spininin yari dolu d
orbitalinin kimyasal inertlik vermesi olabilir. Sisteinin demir(lll) ile redoks
reaksiyonu 1,10-fenantrolin varliginda yavas gerceklestirildigi bildirilmistir, fakat

bakir(ll) katalizor varliginda reaksiyon hizlanmistir.

2) CUPRAC reaktif secicidir, ¢iinkli fenantrolin veya benzer ligandlar varliginda
Fe(ll)-Fe(lll) ciftinin daha disik redoks potansiyeli vardir. Cu(ll,1)-Nc redoks
ciftinin standart potansiyeli yaklasik 0,6 V’tur, ABTS'/ABTS ninkine yakindir.

50



3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Gercek antioksidan olmayan basit sekerler ve sitrik asit CUPRAC reaktifinde

oksitlenmemistir.

Reaktif, diger kromojenik reaktiflerden (ABTS, DPPH) daha kararlidir ve daha
kolay bulunur. Bir biyolojik molekiil icin bakir rediikleme yetenegi dolayl olarak
Olcllirken, hic radikal tirl icermeyen 6rnegin toplam antioksidan glicini etkili

olarak yansitir.

Metot kolaydir ve laboratuarlarda aletler ve kalifiye operatorler gerekmeden

standart kolorimetreler kullanilarak cesitli uygulamalar yapilabilir.

Cu(l)-Nc kelatinin renginde artis veren redoks reaksiyonuna hava, glines 1sigl,

nem ve pH gibi birtakim parametrelerin olumsuz etkileri olur.

CUPRAC metodunda genis bir aralikta absorbans-kalibrasyon egrileri,
polinomial egriler veren diger metotlardan farkli olarak, lineerdir. Metodun
molar absorptivitesi, n-e rediiktan icin 7,5-9,5 x 10° n L mol®* cm?, biyolojik

onemi olan antioksidanlari duyarli bir sekilde tayin icin yeterli blyukliktedir.

CUPRAC ile bulunan toplam antioksidan kapasite, TAC, degerleri toplamsaldir.

Bir karisimin TAC degeri, onun bilesenlerinin TAC degerlerinin toplamina esittir.
Metot otomasyon icin uygundur.

Metot, bitki ve kayisi ekstrakt orneklerinde, ABTS veya Folin- Ciocalteu tayinleri

ile iliskiyi ispatlar.

10) FRAP tayininin asidik kosullari (pH 3,6) tersine veya Folin-Ciocalteu tayininin

bazik kosullarina karsin renkli tirler (reten redoks reaksiyonu pH 7’deki
tamponda yapilmistir. Fizyolojik kosullardan daha asidik ortamlarda rediikleme
kapasitesi, antioksidan bilesiklerine protonasyondan dolayi, azaltilabilir; oysa
daha bazik durumlarda fenoliklerden proton ayrilmasiyla, érnegin rediklenme

kapasitesi arttirilabilir.

11) Metot, hidrofilik ve lipofilik antioksidanlari (B-karoten, a-tokoferol) ayni

zamanda Olgebilir. Serumun lipofilik antioksidanlari, serumdan hekzan
ekstraksiyonuyla, hidrofiliklerden ayrilarak tayin edilebilir ve bunu

diklorometanda renk gelisimi izler. Yaygin olarak kullanilan Folin- Ciocalteu
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reaktifinden avantaj olarak, FCR biyolojik sivilarin TAC tayini icin kullanilmazken,

CUPRAC lipofilik antioksidanlari 6lcebilir.

12) insan serumu icin CUPRAC metodun varyasyonunun (CV) i¢c ve dis tayin
katsayilari, yaygin olarak kullanilan bircok toplam antioksidan tayininden daha

dustiktar. CUPRACIn CV(RSD) bilgisi, kinetik temelli tayinlerden daha kesindir.

13) Kelat durumunda (Cu(l)-Nc) CUPRAC redoks reaksiyonunun bir Griini olarak
Cu(l) meydana geldigi zaman prooksidan olarak gérev yapmaz, viicut sivilarinda
biyolojik makromolekiillere oksidatif zarara neden olabilir. Ferrik iyon temelli
tayinler, Fe(ll) Grettigi icin elestirilebilir. H,O, ile reaksiyonun sonucu olarak, OH
radikalleri Gretmek icin prooksidan olarak gorev yapabilir. Stabil Cu(l) kelat
hidrojen peroksit ile reaksiyona girmez, fakat Cu(ll)-Nc ile HO,'nin oksidasyonu
mimkiindir. Boylece Nc ile kelat olusturan Cu(l), H,O, olmadan Fenton tipi
reaksiyonda test edilen antioksidanlara karsi  prooksidan  olarak

davranmayabilir.

2.5 Lipit Hidroperoksitlerin Tayini

Yaglarda otoksidasyon sonucu olusan acilasma drinlerinin tat ve kokuda yarattigi
degisiklikler, bunlarin oksitlenmesi ile iliskilidir. Once yavas baslayan oksitlenme daha
sonra hizlanir. Bir sire sonra tekrar yavaslar. Her periyodun uzunlugu bircok etkene
baglidir, bunlar sicaklik, nem, yag ile temastaki hava miktari, isik, 6zellikle ultraviyole ve
yakin ultraviyole 1sik, ve antioksidanlardir. Bozulmus vyaglarin kokusunu veren,

bozunma Urlinleri olarak olusan kisa zincirli aldehit, asit, hidroksi asit ve keto asitlerdir.

Yaglarda oksidasyon esnasinda meydana gelen hidroperoksitler cesitli yontemlerle
saptanir. Bu yontemlerden biri iyodometrik olarak peroksit indeksi tayinidir. Bu tayin
iyodir asidinin peroksit ile yikseltgenmesinden aciga cikan iyodun tiyosilfat ile

titrasyonuna dayanir (Keskin [75]).
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“CH - CH + 2HI — -CH — CH - +l, + H,0 (2.30)

| \/
0-0 0]

Yukaridaki reaksiyona gore; 1 mol peroksit, iyodir asidinden iki iyod atomunu aciga
cikarir. Agiga cikan bu iyot, tiyosilfat ile titre edilir ve Lea [61]'ya gbre 1 g yag icin 0,002

N tiyosilfattan harcanan mL sayisi ‘peroksit indeksi’ni verir.

Lipit hidroperoksitlerin spektrofotometrik olarak tayininde en duyarli yontem Fe(lll)
tiyosiyanat yontemidir. Bu yontem, oksidasyon boyunca olusan peroksitlerin, Fe(ll)'nin
Fe(lll)’e oksidasyonuna ve daha sonra tiyosiyanat ile, absorbansi 500 nm de olcilen,

renkli bir kompleks vermesine dayanir.

2.6 Askorbik Asit

2.6.1 Fizikokimyasal Ozellikleri

2.6.1.1 Fiziksel Ozellikleri ve Molekiil Yapisi

Askorbik asit, cok hafif ve 6zel bir kokulu ve beyaz bir kimyasal maddedir. Eksi tatta

olup, asit reaksiyonu verir. 189-192 °C’de bozunmaya ugrar ve erir.

Askorbik asit molekiliinde C-4 ve C-5'de iki asimetrik karbon atomu bulunur. Optikce
aktiftir, polarize 15181 saga cevirir. L-askorbik asit disinda (i¢ tane daha stereoizomer
vardir. Bunlar; D-askorbik asit, D-izoaskorbik asit, L-izoaskorbik asittir. Bu l¢ izomerin

antiskorbutik aktiviteleri yoktur.

Cevirme agisi;

Sulu ¢ozeltileri icin [a]*’p= +20,5° - + 21,5 c° (c=1)

Metanoldeki ¢cozeltileri icin[a]**p= +48 c° (c=1) (The Merck Index [76])

Sudaki ¢ozunirligu oldukca yliksektir. Bir gram askorbik asit 3 mL suda, 30 mL alkolde,
50 mL mutlak alkolde ve 100 mL gliserinde ¢Ozlinir. Eter, kloroform, benzen, petrol

eteri, yaglar ve yag c¢ozicilerinde ¢ozlinmez.
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Askorbik asit bir monosakkarit tlirevi olup yapica glikoza ve diger alti karbonlu

monosakkaritlere benzer. Kapali formil CsHgOg seklinde olup;
% 40,91 Karbon (C)
% 4,48 Hidrojen (H)

% 54,5 Oksijen (O) icerir.

Sekil 2. 3 Askorbik asidin molekiil sekli

Sekil 2.3’de molekiil sekli gbsterilen L-askorbik asit 5 lyeli heterosiklik halka icinde bir
endiol grubu bulunan dibazik asittir. Bu yapi asit-baz davranisi sergiler ve ilk olarak 3.
hidroksil grubu iyonlasir. Askorbik asit, konjuge olmus karbonil ve endiol sistemi

Uzerinden 1t elektronlarinin delokalizasyonu ile stabillesir (Davies [6]).

Lakton halkasi genellikle planar kabul edilir. Askorbik asidin kimyasal ve fiziksel
ozellikleri bu yapiya baghdir. Askorbik asidin oksidasyon trini olan dehidroaskorbik
asit x-1sin1 analizi ile dimer olarak belirlenmistir. Elektrokimyasal incelemeler, askorbik
asit ve dehidroaskorbik asidin bir redoks cift olusturdugunu goéstermistir (Packer ve

Fuchs [1]).

2.6.1.2 Kimyasal Ozellikleri

L(+) askorbik asit oldukca kuvvetli bir asittir, %1 derisimdeki ¢ozeltisinin pH’1 2,8,
%10’luk ¢Ozeltisininki yaklasik 2’dir. Asit niteligi 3. karbondaki enol hidroksilinden ileri

gelir.

L(+) askorbik asit karbonat ve bikarbonatlardan karbondioksidi aciga cikarir; bircok
metal katyonlari, 6rnegin sodyum ve kalsiyum iyonlari ile notral, suda ¢6ziinen kristalsi

monometal tuzlari verir ve bu tuzlarda da lakton halkasi bozulmamistir (Keskin [75]).
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Kapali formalu Molekil agirhgi

Askorbik asit CsHgOs 176,13 g.mol'1
Sodyum tuzu CsH706Na 198,10 g.mol'1
Kalsiyum tuzu C1,H14Ca04,.2H,0 426,35 g.mol*

Sodyum askorbat, C¢H;O¢Na ve kalsiyum askorbat, (CsH;Og),Ca, askorbik asit gibi
terapatik amacla kullanilmaktadir. Askorbik asidin diger 6nemli bir tirevi ise askorbil
palmitat, C,,H3g07, askorbik asidin 6. karbon atomundaki hidroksil grubunun palmitik
asitle esterlesmesi sonucu olusur. Bu da diger tuzlarda oldugu gibi askorbik asit

yetmezligi durumunda kullanilir.

Askorbik asit gliclli bir indirgendir ve reversibl olarak dehidroaskorbik aside oksitlenir.
Biyolojik sistemlerin yiikseltgenme—indirgenme reaksiyonlarinda da etkilidir. Askorbik
asit ile dehidroaskorbik asidin her ikisi de antiskorbutik aktiviteye ve vitaminin diger
fizyolojik etkilerine de sahiptir. Askorbik asidin aerobik oksidasyon hizi pH’ye bagldir,
pH 5 ila 11,5 arasinda maksimum hiz gosterir. Alkali ¢ozeltilerde reaksiyon daha hizli
olup, bozunmada daha da etkindir. Anaerobik kosullarda ise bozunma yavastir. Aerobik
veya anaerobik kosullardaki askorbik asidin sulu ¢ozeltisinin, ultraviyole, x veya y-
radyasyon isinlarina maruz kalmasi fotokimyasal oksidasyonuna sebep olur (Seib ve

Tolbert [2], Packer ve Fuchs [1]).

Sulu ¢ozeltide bulunan askorbik asidin dehidroaskorbik aside oksidasyonu iki elektronlu
bir redoks reaksiyonudur. Askorbik asit birinci H iyonunu kaybettiginde kismen zayif
asittir (pKi= 4,25) ve ikinci H iyonunu kaybettiginde cok zayif asittir (pK,= 11,79). Bir
elektronun verilmesiyle olusan ara Urlin, mineral asitlerle karsilastirildiginda kuvvetli
bir asittir (pKs= -0,45). Askorbat radikalinin UV spektrumu, pH’1 —0,3 ile 11 araliginda
Olclldliginde bu aralikta tek Grin oldugu ve bu drinin ciftlesmemis elektron

yogunlugunun (¢ nolu karbonil grubu Gzerine yayildigi belirtilmistir (Packer ve Fuchs

[1]).

11,2 mg askorbik asit 1,0 mg O, ile yikseltgenebilir. Eser miktarda ortamda var olan

agir metaller, askorbik asidin oksidasyonunda katalizor olarak etkili olmaktadir.
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Askorbik asidin bozunmasi pH’a baglidir ve maksimum bozunma pH 4’te gerceklesir.

Ayni zamanda bozunma buzlu ortamda, sulu ortama gore daha fazladir (Ottaway [77]).
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Ll".-H;ﬂH cHaaH CHzoH
Hidratlanmis askorbik asit
L(+)-Askorbik asit Dehidroaskorbik asit

2,3-diokso-L-gulonik asit
Sekil 2. 4 Askorbik asit-dehidroaskorbik asit redoks reaksiyonu

2. ve 3. karbon atomlarindaki endiol gruplari oksidasyona ugrar, 2 H atomunu vererek
diketo haline donislip dehidroaskorbik aside ylikseltgenir ve dehidroaskorbik asit de
askorbik aside indirgenebilir. Buna gore dehidroaskorbik asit ile askorbik asit bir redoks
sistemi olusturur. Dehidroaskorbik asit kolayca askorbik aside cevrildiginden C vitamini
gibi etki eder. Dehidroaskorbik asit alkali ¢ozeltilerde dayaniksiz olup lakton halkasinin
acilmasiyla hidrolize ugrar ve biyolojik olarak etkisiz olan 2,3-diokso-L-gulonik asit
olusur. Viicutta bu tekrar laktona donistirilemez, parcalanmasiyla oksalik asit

meydana gelir.

Askorbik asidin oksijenle reaksiyonu katalizor yokken yavastir ve hizi pH’a bagimhdir.
Asidik cozeltilerde yavas, alkali ¢ozeltilerde daha hizlidir. Askorbat, sulu ¢6zeltide pH
6,6—9,6 araliginda oksijenle reaksiyona girdiginde, askorbat radikalinin kararl hal
konsantrasyonu olustugu elektron spin calismalariyla gosterilmistir. Bazi enzimlerle
reaksiyonun inhibe edilmesi bilgilerinden, hidrojen peroksit olustugu belirtilmistir

(Packer ve Fuchs [1]).

Metal iyonlari, askorbik asidin dehidroaskorbik aside veya dehidroaskorbik asidin 2,3-
diketogulonik aside ve diger oksidasyon Urlnlerine oksidasyonunu arttirir. Burada

Cu(ll) iyonu cok etkilidir. Askorbik asidin Cu(ll) iyonu ile oksidasyonundan olusan bir ara
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kompleks spektrofotometrik olarak kanitlanmistir. Reaksiyon icin askorbik asit, bakir ve
oksijen arasinda Ucli bir kompleks iceren bir mekanizma onerilmistir. Askorbik asidin
oksidasyon hizi; askorbik aside, molekiiler oksijene ve metal iyonuna goére birinci
derecedendir. Askorbik asidin gecis metali ve kompleksleriyle birinci oksidasyon adimi,
askorbat radikalini olusturur. Bu askorbat serbest radikali, diger metal iyonuyla gerekli
stokiyometrik karakteri vermek icin reaksiyona girebilir. Oksidasyon esnasinda gecis

metal iyonu da hizla kendi kendine indirgenir (Packer ve Fuchs [1]).

Askorbik asidin enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu bircok bozunma urini
olusmasina sebep olur. Askorbik asidin bozunma hizi; askorbik asit konsantrasyonu,
sicakhk, pH, 1sik ve metal iyonlari varligina baghdir. Askorbik asidin sulu ¢ozeltisi
isitildigl zaman olusan baslica Uridnler; dehidroaskorbik asit, 2,3-diketogulonik asit,

threonik asit ve oksalik asittir (Packer ve Fuchs [1]).

Askorbik asit, metal iyonlari ve metal kompleksler tarafindan oksitlenir ve metal
iyonlari indirgenir (Seib ve Tolbert [2]). Ornegin; Cu(ll), Cu(l)’e; Fe (Ill), Fe(ll)e

indirgenir. Cr(VI) askorbik asitle; Cr(V), Cr(IV) ve karbona dayanan radikal trdnler verir.

Askorbik asit 2- ve 3- hidroksil gruplarinin iki oksijen atomlari koordinasyonu ile

kompleksler olusturabilir.

Askorbik asit indirgenebilen bircok metal iyonlari ile, ornegin Cu(ll) ve Fe(lll) gibi,
kompleksler olusturur. Metal ve askorbik asit molekiilleri arasindaki baglar, benzer

kelat ligandlariyla karsilastirildiginda, beklenilenden daha zayiftir.

Bazi askorbik asit komplekslerinin kristalleri tamamen anaerobik kosullarda elde

edilmistir, fakat bu komplekslerin yapilari tam olarak bilinmemektedir.

AA’'nin ultraviyole absorpsiyonu pH ve c¢ozicliye baghdir. Kuvvetli asit cozeltide
askorbik asit, UV isikta yaklasik 245 nm’de (e = 11000) absorpsiyon gosterir. Bu deger
notral ¢ozeltide 265 nm’ye (e = 17000) kayar ve pH = 14’te yaklasik 300 nm’dir (Fung ve
Luk [78]).

AA metanolde 244 nm, etanolde 245 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.

AA’nin IR spektrumunda (KBr disk ile) 3510, 3405, 3306 cm™ alt bandi; 1755, 1670 cm™
’de C = 0; 110,1025 cm ™’ de C — O — C bandlari goruldr.
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AA’nin oksidorediksiyon potansiyeli; pH = 5 ‘te E; = 0,127 volttur (The Merck Index
[76]).

2.7 Linoleik Asit Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

j}ﬁw,ﬁ,v,m_v,ﬁvﬁth

1_|,.
R N

s s .

Sekil 2. 5 Linoleik asidin molekil sekli
Kimyasal Formil: C1gH3,0,
Molekul Agirligi: 280,45 g/mol
Erime Noktasi: -5 ° C
Yogunlugu: 0,902 g/mL (25°C’de)

Linoleik asit (LA), doymamis n-6 yag asididir. Ayrica, 18-karbon zincir ve iki cis ¢ifte bagi
ile bir karboksilik asittir. Kararlihgi sabittir, fakat hava ve i1siga karsi duyarlidir. Yanicidir.
Oda sicakliginda renksiz bir sividir. Suda pratik olarak ¢o6ziinmez, etanolde ¢ozinir.
Hashas tohumu, aspir, aycicegi ve misir yaglari gibi pek cok bitkisel yaglarda bol
miktarda bulunmaktadir. Linoleik asit sabunlar, emiilgatorler ve hizli kuruyan yaglarin
yapiminda kullanilir.  Cilt Uzerinde antienflamatuar, akne giderici ve nem tutucu
ozellikleri vardir. Linoleik asit cilt UGzerindeki vyararli 6zellikleri nedeniyle gizellik

drlnleri sektoriinde giderek daha popiler hale gelmistir (The Merck Index [76]).
2.8 Flavonoidler

2.8.1 Flavonoidlerin Genel Ozellikleri

Flavonidler, bir grup polifenolik bilesikler olup c¢ok sayida meyve ve sebzede
bulunabilir. Bunlar bitkilerde antioksidan, antimikrobiyal, fotoreseptor, gorsel cekici ve

stk perdeleyici olarak davranirlar. Bircok calisma flavonoidlerin antialerjik,
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antimikrobiyal, antienflamatuar ve damar genisletici olarak biyolojik aktivite

gosterdigini bildirmistir.

Flavonoidlerin, serbest radikal olusumunu azaltma ve sonlimlendirme vyetenegi,
bunlarin antioksidan islevini énemli kilmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan olarak
davranabilme kapasitesi gecmis vyillarda bircok calismaya kaynak olmustur ve

antioksidan aktifliginin yapi-aktiflik iliskisi kurulmustur (Farkas vd. [79]).

Sekil 2. 6 Temel flavonoid yapisi

2.8.2 Flavonoid Yapisi

En basit flavonoid yapisi flavan cekirdegidir ve 15 karbonlu olup sekilde gorildigi
Uzere A, B ve C olmak lizere 3 halka seklinde diizenlenmistir (Sekil 2.6). Degisik tir
flavonoidler, oksidasyon seviyesinde ve C halkasinin substitlisyon diizenlerinde farklilik
gosterir. Ayni zamanda A ve B halkalarinin substitiisyon dizenleri farkli tlrleri belirtir.
Bircok flavonoid tliri icinde en oOnemlileri flavon, flavanon, izoflavon, flavonol,
flavanonol, flavan-3-ol ve antosiyanidinlerdir. Baska flavonoid tirlerine biflavonlar,
chalconelar, auronelar, kumarinler  dahildir.  Hidrolizlenebilen  taninler,
proantosiyanidinler, caffeatelar ve lignanlar bitki fenolleri olup ayr olarak

siniflandirtlirlar.

2.8.3 Flavonoidlerin Siniflandiriimasi

Flavonoidler 6 sinifa ayrilir:
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2.8.3.1 Flavonol

Cizelge 2. 2 Temel flavonol yapisi ve en yaygin flavonollerin, A ve B halkalarina bagh
substitiie gruplarin karsilastirilmasi

Flavonoller
5 7 3 4 5
Kuersetin OH OH OH OH
Kaempherol OH OH OH
Galangin OH OH
Fisetin OH OH OH
Mirisetin OH OH OH OH OH

2.8.3.2 Flavanon

Cizelge 2. 3 Temel flavanon yapisi ve en yaygin flavanonlarin, A ve B halkalarina bagl
substitie gruplarin karsilastiriimasi

@)
. O o

O
Flavanonlar
5 7 3 4
Hesperetin OH OH OH OH
Naringenin OH OH OH
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2.8.3.3 Flavanol(Flavan)

Cizelge 2. 4 Temel flavanol yapisi ve en yaygin flavanollerin, A, B ve C halkalarina bagh
substitiie gruplarin karsilastiriimasi

Flavan-3-oller

3 5 7 3 4’ 5
(+)-Katesin BOH OH OH OH OH
(-)-Epikatesin aOH OH OH OH OH
(-)-Epigallokatesin aOH OH OH OH OH OH

2.8.3.4 Flavon

Cizelge 2. 5 Temel flavon yapisi ve en yaygin flavonlarin, A ve B halkalarina bagl
substitie gruplarin karsilastiriimasi

Flavonlar
5 7 3 4
Luteolin OH OH OH OH
Apigenin OH OH OH
Chrysin OH OH
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2.8.3.5 izoflavon

Cizelge 2. 6 Temel izoflavon yapisi ve en yaygin izoflavonlarin, A, B ve C halkalarina
bagli substitlie gruplarin karsilastiriimasi

izoflavonlar
5 7 4
Genistein OH OH OH
Genistin OH Oglc OH
Daidzein OH OH
Daidzin Oglc OH
Biochain A OH OH OCH3;

2.8.3.6 Antosiyanidin

Cizelge 2. 7 Temel antosiyanidin yapisi ve en yaygin antosiyanidinlerin, A, Bve C
halkalarina bagli substitlie gruplarin karsilastiriimasi

3

o+

=3

Flavylium Tuzlan

3 5 7 3 4
Siyanidin OH OH OH OH OH
Siyanin Oglc OH OH OH OH
Pelargonidin OH OH OH OH
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2.8.4 Kelat Yapimi

Bir takim flavonoidler oksijen metabolizmasinin énemli bir parcasi olarak, metallerle
etkin bir sekilde kelat olusturulmasini saglar. Serbest demir ve bakir, reaktif oksijen
turleri yapisinda potansiyel yiikseltgeyicilerdir. Ornek olarak, hidrojen peroksitin
indirgenmesi sonucu yliksek saldirgan oOzelligine sahip hidroksil radikalinin olusumu

verilebilir.

H,0,+Fe?*(Cu*)>OH"+OH +Fe**(Cu®) (2.31)

Yine de bu metal iyonlari antioksidan savunmasiyla iliskili olan enzimlerin
hemoproteinleri ve kofaktorleri gibi 6gelerinin fizyolojik fonksiyonlari icin gereklidir.
Eser metallerinin flavonoidlerde 6nerilen baglanma yerleri B halkasindaki katekol
fonksiyonel grup, heteroksiklik halkasindaki 3-hidroksi,4-okso gruplari, heterosiklik ve A
halkasi arasindaki 4-okso,5-hidroksi gruplaridir (Sekil 2.7).

Sekil 2. 7 Eser metallerin baglanma konumlari

Bununla birlikte metal kelatinin olusmasina en blyldk katki katekol fonksiyonel
grubudur ve buna o6rnek olarak en belirgin kaempferolle (yapisal olarak kuersetine
benzer fakat B halkasindaki katekol grup yoktur) kiyaslandiginda bakirdan kuersetin

kelatasyonu sonucu olusan batokromik degisimi verilebilir.

Diisik redoks potansiyelleri sebebi ile flavonoidler termodinamik olarak 2,13 - 1,0V
araliginda redoks potansiyeline sahip siperoksit, peroksil, alkoksil ve hidroksil gibi

ylksek oksitleyici serbest radikallerini hidrojen atomu vererek indirgeyebilirler:

FI-OH+R*>FI-O"+RH (2.32)
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R®, superoksit anyon, peroksil, alkoksil, ve hidroksil radikalleri yerine gecer (Esitlik

2.32).

Ariloksil radikali (FI-O°) 2. bir radikal ile tepkimeye girerek stabil kinon yapisi elde
edilebilir (Sekil 2.8).

OH :

R’ RH
s~ OH V OH
_z -

Fl.OH FI-O

OD
R" RH
> U °

Sekil 2. 8 Flavonoidlerle (R®) ROS radikallerinin séniimlenmesi

Ariloksil radikali oksijen ile tepkime vererek zincir reaksiyonlarini sonlandirmak yerine
kinonlar ve sliperoksit anyonlarin olusmasini saglar. Son reaksiyon yiksek seviyede
gecis metal iyonlari varliginda gerceklesebilir ve flavonoidlerin istenmeyen prooksidan
etkisine sebep olur. Bundan 6tiiri flavonoidlerin ayrintili sekilde antioksidan kapasitesi
sadece FI-O°/FIOH ciftinin redoks potansiyeline bagh degil ayni zamanda ariloksil
radikalinin yan reaksiyonlarina baghdir. indirgeyici superoksit 6zellikle &nemlidir, ¢linki
orta seviyede reaktif olsa da aerobik hiicrelerde gozlenir ve Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlarinda hidroksil radikalinin potansiyel géstericisidir. indirgeme yani sira
flavonoidler, oksidatif islemlerde iliskili olan serbest radikalleri kompleks olusturarak

onlari stabilize edebilir.

Bircok calisma flavonoid yapisi ve radikal sonimleme aktifligi arasindaki iliskiyi
kurmustur ve en uygun olanlari kisaca aciklanmistir. Rice-Evans vd., flavonoidlerin (ve
ilgili fenolik asitlerin) radikal soniimleme (yakalama) kapasitesini belirleyen degerli bir

yontem bulmustur (Rice-Evans vd. [24]).

Bu yontem, bir antioksidanin 6nceden hazirlanmis katyon kromofor olan 2,2'-

azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit (ABTS®) radikali ile iliskide olan suda
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¢Oziilebilen E vitaminin analogu olan, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik

asidinin (troloks) (pH 7,4’te) sonimlemesine dayanir.

Antioksidanlarin, antioksidan kapasitelerini belirtmek icin kabul edilen Troloksa
Esdeger Antioksidan Kapasitesi (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, TEAC),
antioksidanlarin calisma sartlarindaki 1mM derisimine esdeger troloks derisimi olarak

tanimlanir.

Jovanovic [80], radikal ciftlerinin onceliginin (pH 7'de bir elektron indirgeme
potansiyellerinin siralamasi, Cizelge 2.8) belirlenmesinde ayni yaklasimi benimser ve
flavonoidlerin pH 7’de FI-O°/FI-OH ciftinin bir elektronunun indirgenmesine dayanan in
vitro antioksidan potansiyelini degerlendirir. Buna karsit olarak, flavonoidlerin
oksidasyon pik potansiyelinin orta noktasi (E,/2), sonimleme aktivitelerinin uygun
parametresi olarak dnerilmistir. Bu da hem elektrokimyasal oksidasyon FI-OH — FI-O°® +
e + H', hem de hidrojen atomu veren reaksiyonun FI-OH — FI-O® + H* ayni O-H
baginin kiriimasi ile iligkili oldugunu varsayiyor. E,/2 < 0,2, oldugu durumlardaki

flavonoidlerin, hazir oksitlenebilir, yani iyi sonimleyici olduklari tanimlanmistir.

Cizelge 2. 8 Secilmis radikal ciftlerinin pH 7'de (E7,V) bir-elektron indirgeme
potansiyelleri

HO®, H'/HO 2,310
RO®, H"/ROH (alkoksil) 1,600
ROO®, H"/ROOH (peroksil) 1,000
PUFA®, H'/PUFA-H 0,600
HU®, H"/UH, (urat) 0,590
TO®, H'/TOH 0,480
Askorbat®, H"/ askorbat” 0,282
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2.8.5 Flavonoidlerin Radikal S6niimleme Kapasitesi
Radikal sonliimleme kapasitelerinin baslica belirleyicileri:

» B halkasinda, elektron verici 6zelligine sahip ve radikaller icin hedef teskil

eden, katekol grubu varhgi ve,

» Elektron delokalizasyonundan sorumlu olan, bir 2,3- cifte bagh 4-okso

grubunun varhigidir.

Heterosiklik halkasindaki 3-hidroksil grubu radikal-yakalama aktifligini arttirirken, A ve
C halkalarinda 3,5 ve 7 pozisyonlarinda hidroksil veya metoksil gruplarinin daha az

onemli oldugu gorulir.

Bu yapisal ozellikler, esas flavonoidin antioksidan kapasitesi olan ariloksil radikalinin
kararhhginin arttirilmasina katkida bulunur. Bunun i¢in B halkalarinda katekol grup
iceren flavonoller ve flavonlar oldukca aktiftir ve flavonoller flavonlara gére 3-hidroksil
grubu varhg! sebebi ile daha aktiftir. Bu grubun glikozilasyonu, rutinde oldugu gibi,
radikal-sonimleme kapasitesinin diismesine sebep olur. B halkasina eklenen hidroksil
grubu (pirogallol grubu) antioksidan kapasitesini arttirir ve buna 6rnek olarak mirisetin
verilebilir. Diger yandan B halkasinda sadece 1 hidroksil grubun olmasi bu aktifligin
azalmasina sebep olur. Flavononoller ve flavononlar 4-okso gruplarindaki 2,3-gifte
baglarinin olmamasi sebebi ile zayif antioksidanlardir. Flavan monomerleri ile
flavononollerin aktiviteleri karsilastirilabilir (katesin ve taksifolin). Fakat B halkasindaki
pirogallol grubu (epigallokatesin) veya 3 hidroksil grubunun gallolitasyonu
(epigallokatesin gallat ve epikatesin gallatetta oldugu gibi) antioksidan kapasitesini

arttirir.

Antosiyanidinler ve onlarin glikozidleri (antosiyaninler) B halkalarindaki katekol yapisi
(siyanidindeki gibi) bulunmasi sarti ile kuersetin ve katesin gallatlari ile es glictedir. B
halkasindan 3 hidroksi gruplarinin ¢ikarilmasi, pelargonidinde oldugu gibi, antioksidan
kapasitelerinin kaempferoliin seviyesine diismesine sebep olur. Bu bilgiler B
halkasindaki katekol yapisinin flavonoidlerin radikal — soniimleme kapasitesi lzerinde

baslica etken oldugunu dogrular.
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izoflavonlarda ise heterosiklik halkasinin 3-pozisyonundaki B halkasinin konumu, TEAC
denemesi ile belirlenen radikal-sénimleme kapasitesini bliyik Olclide etkiler. Bunun
icin genistein, flavon ile akraba olan, apigenine gore 2 kat daha fazla gucludir.
Sondmleme icin yalniz 4-hidroksi grubu gereklidir ve biochanin A’da oldugu gibi
metoksilasyon, soniimleme etkisini azaltir. Keza A halkasindaki 5,7- dihidroksi yapisi da
onemlidir ve bu da genistein/daidzein ve biochanin A/formononetin ciftleri
karsilastirilarak kanitlanmistir. Diger flavonoid siniflari icin glikolizasyon, radikal-

sonlimleme kapasitesini olumsuz sekilde etkiler (Cizelge 2.9).

Cizelge 2. 9 Secilmis flavonoid metabolitleri ve izoflavonlarin troloksa esdeger
antioksidan kapasiteleriimM)

izoflavonlar
Genistein (5, 7, 4) 2,90
Biochain A (5, 7, 4’0OCHs) 1,16
Daidzein (7, 4') 1,25
Formononetin (7, 4’OCHs) 0,11
Genistein 7-glukozit 1,24

Secilmis Flavonoid Metabolitleri

3’, 4-dihidroksifenilasetik asit (1) 2,16
3-metoksi-4-hidroksifenilasetik asit (I1) 1,63
3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit (lIl) 1,19
3, 4-dihidroksibenzoik asit (1V) 1,01
3-metoksi-4-hidroksihippurik asit(V) 1,29
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2.8.6 Calismada Kullanilan Flavonoidler

2.8.6.1 Kuersetin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

OH (o]

Sekil 2. 9 Kuersetinin molekdl sekli

Kimyasal Formil: Ci5H1007, 2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-benzopiran-4-

on; 3,3',4', 5, 7-pentahidroksiflavon; meletin; soforetin.
Molekul Agirligi: 302,23 g/mol

Erime Noktasi: 123-125 °C

Bilesimi: C % 59,61, H % 3,34, 0 % 37,06

Bitki ortliisiinde yaygin olarak bulunmaktadir. Kuersetin dihidrat, alkolden elde edilen
sarl ignemsi yapidadir. 95-97 °C’de anhidrite dénisiir. Bir gram kuersetin 290 mL saf
alkolde veya 23 mL kaynayan alkolde ¢6zlinir. Buzlu asetik asit ve sulu alkali icinde sari

renkte ¢ozunir. Suda pratik olarak ¢6ziinmez (The Merck Index [76]).

2.8.6.2 Morin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

OH o)

Sekil 2. 10 Morinin molekil sekli

Kimyasal Formul: CisH1007; 2-(2,4dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-benzopiran-4-

on; 2’,3,4’,5,7-pentahidroksiflavon

Molekul Agirligi: 302,23 g/mol
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Kiba agaci (odunu) veya sari Brezilya agaci olarak isimlendirilir. 1 mol veya 2 mol su ile

kristallesir. Susuz igneleri mutlak alkolde 285-290 °C’de bozunur.

Bir grami 20 °C’de 4 litre suda, 1060 mL kaynayan suda ¢oziinir. Alkolde kuvvetli
sekilde c¢oziinlirken eter ve asetik asitte az ¢Ozinir. Sulu alkali icinde keskin sari

renktedir ve hava ortaminda birakilirsa rengi kahverengiye déner.

Al, Be, Zn, Ga, in ve Sc tuzlari icin spot test reaktifi olarak kullanilir.Tekstil boyasi olarak

morin, degisik renkli yiin mordanlama islemlerinde kullanilir (The Merck Index [76]).

2.8.6.3 Katesin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sekil 2. 11 Katesinin molekiil sekli

Kimyasal Formul: CisH140s 2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-3,5,7-

triol; 3,3’,4’,5,7-flavan-pentol

Molekul Agirligi: 290,28 g/mol

Erime Noktasi: 212-216° C

Bilesimi: C % 62,06; H % 4,86; O % 33,07

Baslica odunsu bitkilerde (+) katesin olarak bulunur.

D-formu olan (+)-siyanidanol-3, deksiyanidanol, katergen absorbsiyon ve insan
metabolizmasinda yararhdir. DL-formlari, su+asetik asit karisiminda ignemsi sekilde
bulunur. Hidrate D-formlarinda, su+asetik asit karisiminda ignemsi sekildedir. D-

formunun erime noktasi 93-96 °C, anhidrit halinde erime noktasi 175-177 °C’ dir.

Soguk su ve eterde ¢ozunirliglh azdir. Sicak su, alkol, glasial asetik asit ve asetonda

¢Ozlinlr. Pratik olarak benzen, kloroform, petrol eterinde ¢6zlinmez.

Katesinler, flavon c¢ekirdeginin Uic karbon koprusiinin tim hidrojenlenmesiyle

meydana gelen tetrahidroflavon(flavan) tirevleri, flavonol veya antosiyanidinlerin
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indirgenmis sekilleridir. Boyama ve tabaklamada kullanilir. D-formu tedavi edici olarak
hepatik hastaliklarda kullanilir. Cay, katesin ve epikatesin bilesiklerini icermektedir. En
bol bulunanlari 3-galloil ve 3-galloil epigalokatasindir. Cay katesini gallokatesindir
(trihidrodelfinidin) (The Merck Index [76]).

2.9 Mor Otesi (Ultraviyole) Spektroskopisi

Elektromagnetik spektrumdaki 1sinlarin madde ile etkilesmesinin incelenmesine
spektroskopi denir. Elektromagnetik 1sima ile madde arasindaki farkh etkilesmelere

dayanilarak gelistirilen spektroskopilerden bazilarini asagidaki gibi siralayabiliriz:

Kizilétesi Spektroskopisi (IR), Mor Otesi ve Goriinir Bolge Spektroskopisi (UV-VIS),
Raman Spektroskopisi (RS), Mossbauer Spektroskopisi (MS), Nukleer Magnetik
Rezonans Spektroskopisi (NMR), Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR), ...

Spektroskopinin temelleri 1665-1666 yillarinda 1sig1 bir prizmadan gecirerek kirmizidan
mora dogru yedi renge ayiran Newton tarafindan atilmistir (Sekil 2.12). Einsten isinlarin
birer kitlesiz parcacik olan fotonlar seklinde yayildigini ileri stirmistir. Isitilarak ya da
isinlanarak yani fotonlarla bombardiman edilerek uyarilan bir maddenin yaydigi
isinlarin analiz edilmesinden yayma (emission) spektrumu, madde Uzerine sirekli
gonderilen 1sinlardan maddeyi gegebilenlerin analiz edilmesinden ise sogurma
(absorption) spektrumu elde edilmektedir. Buna gore bir maddenin yayma

spektrumundaki beyaz goriinen cizgiler sogurma spektrumunda siyah gorinir.

Mor o6tesi 1sima, dalga boyu 10400 nm olan isimadir ve elektromagnetik spektrumda
x-1sinlari ile goértnir bolge arasinda bulunur. 10-200 nm boélgesinde uzak mor otesi,
200-400 nm mor Otesi veya yakin mor o6tesi, 400-800 nm bolgesi gorinir bolgedir.

Mor 6tesi ve goriinir bolge spektroskopisi elektronik spektroskopi olarak adlandirilir.

VISIBLE

ARARED

00 wwavelength (nm)

LTRAWVIOLE
280 315 400

Sekil 2. 12 Elektromagnetik spektrum
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Biitlin organik bilesikler mor 6tesi i1simasini sogururlar, bununla beraber bir kismi ¢ok
kisa dalga boylarinda isima yaptiklarindan sadece 200 nm’den yukari sogurma yapan

organik bilesiklerin mor 6tesi analizinin pratik degeri vardir.

Elektronik spektroskopi, organik molekilde konjugasyonun derecesi ve aromatiklik
hakkinda bilgi verir. Mor 6tesi analizi ile konjuge dienler, izole dienlerden ayrildig gibi
cift baglarin sayisi da bulunabilir. a,B- konjuge karbonil bilesikleri, a,y-konjuge karbonil
bilesiklerinden ayrilabilir. Cok halkali bilesiklerde aromatik konjugasyonun derecesi de

yine mor 6tesi analizlerle anlasilabilir.

Mor otesi spektrokopisinden elde edilen bilgi, organik yapi hakkinda kirmizi 6tesi ve
NMR spektroskopisinden elde edilen bilgi kadar belirtici ve givenilir olmakla beraber

tamamlayicidir.

- E3 Uyariimis
oton Diizey
(E = hv) E>

JAVAVAVAVA = AEEE B e

El Dizey

Sekil 2. 13 Elektronlarin gecis dizeyleri

Bir molekiil tarafindan mor 6tesi isimanin sogurulmasi, elektronik uyarmaya yol acar ve
bir elektron disik enerjili bir elektronik dizeyden (E;) daha yliksek enerjili bir diizeye
(E,) gecer. En olasi uyarma, yani temel diizeyden uyarilmis diizeye gecis, basitce en
disiik enerjili bos bir molekil yoringesinden en yiksek enerji dolu bir molekiil
yoriingesine gecise karsilik gelir. Fakat her bir elektronik dizeye titresme diizeyleri ve
her bir titresme diizeyine donme diizeyleri karsilik geldiginden, elektronik uyarma
dénme ve titresim uyarmasina da yol acar ve sonucta ince bir mor 6tesi sogurma cizgisi

yerine genis bir mor 6tesi sogurma bandi elde edilir.
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Sogurma bandinin yeri, 6zellikle sogurmanin en yliksek degerine karsilik gelen dalga
boyu ve sogurmanin siddeti, sogurmaya yol acan elektronik gecisin turi hakkinda bilgi

verir.
Ultraviyole spektroskopisinden cesitli yonlerden yararlanilir. Bunlar baslica sunlardir:
e Kalitatif analizde
e Kantitatif analizde
e Titrasyonda
e Molekil agirhgi tayininde
e Yik aktarma kompleksi tesekkiiliinde

e Asit ve bazlik sabitleri tayininde

Kompleks stokiyometrisinin ve sabitinin bulunmasinda
Spektrofotometrik ve fotometrik yontemlerin 6nemli 6zellikleri su hususlari icerir:

e Hem organik, hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlilik

10™ M’dan 10 M’a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri

Orta derecede secimlilik

lyi bir dogruluk

Veri toplama kolayligi ve elverisliligi

Mor Otesi spektrometresinde 1sima kaynagi olarak mor otesi veya gorinir bolge icin
sirasiyla hidrojen veya doteryum lambasi (185-390 nm) ve tungsten lambasi (350-800
nm) kullanilir. Monokromator olarak bir prizma veya kirinim i1zgarasi kullanilir. Gorlintr
bolge icin cam prizma yeterlidir, fakat mor otesi icin kuvars (silika) gereklidir. Dogal
kuvars 210 nm’nin altinda sogurgan oldugu halde, bunun yerine kullanilan saf sentetik
erimis kuvars 185 nm’nin altinda sogurgandir. Mor Otesi bolgede dedektor olarak
fotoelektrik tip veya fotocogaltici tlip kullanilir. Birincisinde, havasi bosaltiimis bir
kabin kuvars penceresinden giren mor oOtesi i1sima toprak alkali metal oksit ile
kaplanmis bir katot Gzerine diser ve firlayan elektronlar anot olarak kullanilan bir

metal tele akarak bir elektrik akimi olustururlar (fotoelektrik olay), ikincisinde ise
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akimin siddeti arttirihr.

2.9.1 Lambert-Beer Yasasi
iki temel absorpsiyon kanunu vardir:

Lambert Kanunu: Bu kanun ilk defa 1729’da Bouger tarafindan ortaya atilmis olmasina
karsin, 1768’de onu yeniden ifade eden Lambert’in adiyla anilmaktadir. Bu kanuna
gore bir ¢ozeltiden gecen monokromatik bir 1sik demetinin siddeti, 1sinin ¢ozelti icinde

aldigi yola bagli olarak logaritmik, tistel veya geometrik olarak azalir.

Logaritmik olarak,

I=1,e"" veya (2.33)

_ —a.l _ b
[=1,.10 (a - A,303) (2.34)

seklinde gosterilir.

lo= Gelen i1sin demetinin siddeti

I= Cozeltiyi terkeden isinin siddeti

| =Cozeltinin kondugu hiicrenin kalinligi

a = Cozeltiden gecen i1sik demetinin dalga boyuna bagl bir sabit

Beer Kanunu: Beer’'a gore (1852) ayni derinlikte ya da ayni kalinlikta bir ¢ozeltiden
gecen ve c¢oOzelti tarafindan absorplanan monokromatik bir isima demetinin siddeti

¢Ozeltinin konsantrasyonuyla logaritmik, Ustel veya geometrik olarak azalir.

Logaritmik olarak,

I=1,e" veya (2.35)

_ —a.c _ b
[=1,.10 (a - A,303) (2.36)

seklinde gosterilir.

lo = Gelen 1sin demetinin siddeti
| = Cozeltiyi terkeden isinin siddeti

73



a = Cozeltinin tlriine ve monokromatik isinin dalga boyuna bagl bir sabit
¢ = Cozeltinin konsantrasyonu

Cozeltiyi terkeden i1sinin siddetini biri konsantrasyon, digeri isinin ¢ozelti icinde katettigi
yola baglayan bu iki kanun birlestirilerek Lambert-Beer olarak adlandirilan su temel

baginti elde edilir:

I=1,.10"" (2.37)

| o= Gelen 1sin demetinin siddeti

I= Cozeltiyi terkeden isinin siddeti

| = Cozeltinin kondugu hiicrenin kalinhigi
a= Cozeltinin absorptivitesi

c= Konsantrasyon

Esitlik diizenlenip eksi logaritmasi alinirsa,

1
logTO =alc=A4 (2.38)

esitligi elde edilir.

A= Absorbans

(2.38) esitliginden anlasilacagi gibi a sabiti, cozelti konsantrasyonu ve hiicre kalinhiginin
birimine gore degisir. Konsantrasyon molarite, hiicre kalinligi cm olarak alindiginda a
yerine € kullanilir ve bu molar absorbsiyon katsayisi veya molar absorbtivite olarak

adlandirilir. Birimi de L mol*cm™dir.

A=¢lc (2.39)
€ ¢Ozeltideki maddenin bir ozelligi, a ise herhangi bir 6rnegin ozelligidir. Dolayisiyla
absorbans 6rnegin konsantrasyonuyla ve ol¢climin yapildigi kabin 1sin yoluyla degisir, €

ise belli bir dalga boyunda 6rnekteki belirli bir madde icin konsantrasyon ve ol¢lim

yapilan kabin i1sin yoluna bagli olmaksizin sabittir.
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Optik yontemlerde kullanilan diger bir kavram transmitans (gecirgenlik)tir. Bir isin

demetinin ¢ozeltiden gecen kisminin, ¢ozeltiye gelen kismina oranina denir ve T ile

gosterilir.
T IL (2.40)
0

Dolayisiyla absorbans ile transmitans arasinda,

1 1
logT =log— = —log -2 2.41
g glo g[ (2.41)

A=-log T (2.42)

bagintisi vardir.

Lambert—Beer yasasi, pek ¢cok madde icin genis bir derisim araliginda gecerlidir. Mor
Otesi spektroskopisi ile kantitatif analiz yaparken, derisimi bilinmeyen maddenin
sliipheli derisim araliginda hazirlanan, derisimi bilinen ¢ozeltileri icin cizilen Absorbans —
Konsantrasyon (calisma veya kalibrasyon) egrisi dar bir derisim araliginda genellikle

dogrusaldir (Erdik [81], Skoog vd. [82]).

Nicel olcimler Lambert-Beer yasasi ile absorbans x konsantrasyon kalibrasyon

grafiginin kullanimini icerdiginden dogrusal bir grafik elde edilmelidir.

€ madededen maddeye degistigi gibi ayni bir madde icin dalga boyuyla da degisir. Bu
nedenle € absorpsiyonun en yiiksek oldugu dalga boyunda (Amax) hesaplanir. En yiiksek
tepe noktasi molar absorptivitenin en yiksek oldugu degeri gosterir ve dolayisiyla bu

degerde analizin duyarlihginin bir gostergesidir (Sekil 2.14).

Spektrum Kalibrasyon Grafigi
Absorbans Absorbans { ).

m E)‘()

) :

“max Cradient = gl

A /nm c/M
Konsantrasyon

500 550
Dalgaboyu

Sekil 2. 14 UV spektroskopinin spektrum ve kalibrasyon grafigi
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Askorbik asit iceren meyve sularinin, sebzelerin, hayvansal trinlerin ¢ok kullanilmasi
nedeni ile degisik analitik teknikler askorbik asit tayini icin gelistirilmistir. Bunlar;
titrasyon, spektrofotometri (renkli reaktif ilave edilmis veya edilmemis), yiksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), cesitli elektroanalitik teknikler,
enzimatik yontemler ve birkac teknigin bir arada kullanildigi yontemlerdir (Fung ve Luk

[78]).

Spektrofotometrik yontem ise, aletsel bir metot olarak endistri laboratuarlarinda
askorbik asidin tayini icin tercih edilmektedir. Cesitli renk veren reaktifler
kullanilmaktadir. Bunlar, amonyum molibdat, 2,4—dinitrofenil-hidrazin,
ortofenilendiamin ferrozin. Ortamda baska renkli madde mevcutsa girisim yapabilir ve
olusabilecek girisimleri bertaraf etmek icin bir 6n islem gerekebilir. Direkt UV

spektrofotometresi askorbik asit tayini icin basit ve hizli bir yontemdir (Lau vd. [83]).

Yontemler dehidroaskorbik asit, hidroaskorbik asit ya da toplam askorbik asit
miktarlarinin  Olglimlerine dayanmaktadir. Analitik tayin yontemleri vitaminin
oksidasyon—rediiksiyon Ozelligine dayanmaktadir. Burada ya askorbik asidin kendisi ya

da askorbik asidin yikseltgenmis sekli olan dehidroaskorbik asit miktari saptanir.

Askorbik asidin (AA) dehidroaskorbik aside oksidasyonu bir Cu(ll)-2,9 dimetil-1,10
fenantrolin(Nc) reaktifi ile amonyum asetatli ortamda pH 7’de yapilmis ve olusan
bis(Nc)-bakir(l) kelatinin absorbansi 450 nm’de o6l¢llmustir. Bu kelat hemen olusmus
ve AA icin gérinir molar absorptivite 1,60x10% dm®mol*cm™ olarak bulunmustur.
8,0x10° ve 8,0x10 M konsantrasyon araliginda Beer kanununa uyum saglanmistir. 90
ug AA icin relatif standart sapma % 3 olarak hesaplanmistir. Cu(ll)-Nc reaktifi ayni tayin
icin Fe(lll) 1,10 fenentrolin reaktifinden daha yavastir ve bu nedenle daha segici bir
oksidandir. Sitrat, okzalat ve tartarat gibi zayif rediktanlar iceren meyve sulari icin
onerilen metot avantajlidir. Gelistirilen metot C vitamini iceren ticari meyve sulari, ilag
ve kirmizi sarapta uygulanmistir. Analizden 6nce saraptaki meta-bisilfit pH 3’de bir
anyon degistiriciyle kaldirilmis ve sarapta AA tayini icin degisik ekstraktif-
spektrofotometrik analizler gelistirilmistir, boOylece sarap antosiyaninleri ve
polifenollerinin girisimleri engellenmistir. Glivenilir bir metot oldugunu kanitlamak icin

sonuglar HPLC ile karsilastiriimistir (Glgla vd. [84]).
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AA’'nin flavonoid varligindaki oksidasyonu, flavonoidlerin girisiminden dolayl sadece
Cu(ll)-Nc reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak izlenememistir. Bu nedenle
oncelikle flavonoid, ortamdan La-kompleksi seklinde ¢ozlici ekstraksiyonu ile
uzaklastinldiktan sonra ortamda kalan AA, Cu(ll)-Nc reaktifi kullanilarak

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Ozyirek vd. [71]).

Antioksidanlarin kimyasal cesitliligi bunlarin sebzelerden ayrilmasi ve miktar tayinlerini
gliclestirmektedir. Bundan dolay! total antioksidan aktivite seviyesini Olcebilecek yeni
bir metot gerekmektedir. Bugiinkii literatlirde, standart kantitatif metotlarin tikanmasi
nedeniyle besinlerde uygun hicbir total antioksidan beslenme indeksi olmadigi
gorilmektedir. Sonug olarak bu ¢alisma kromojenik oksidasyon ajani olarak bakir(ll)-
neokuproin [Cu(ll)-Nc] kullanilmasiyla C ve E vitaminleri ile diet polifenollere ait
uygulanabilir bir antioksidasyon kapasite indeksi metodu gelistiriimistir. Bu metot,
bakir(ll) ya da bakir iyonlarinin polifenolleri rediikleme yetenegini 6l¢tigl icin,
yukaridaki calisma grubunca ”cupric reducing antioxidant capacity”, kisaltilmis CUPRAC
metot olarak adlandiriimistir. Bu metot “ferric reducing antioxidant power” kisaltiimis
FRAP metoduna avantaj saglar. Clinkl bakir redoks kimyasi, demirinkinin tersine daha
hizli bir kinetige sahiptir. Bu metotta antioksidan c¢ozeltisi dogrudan ya da asit
hidrolizden sonra, bir CuCl, ¢ozeltisi, bir Nc alkolli ¢ozeltisi ve amonyum asetat sulu
tampon c¢ozeltisi pH=7 ile karnistinlir. 30 dakika sonra absorbans 450 nm’de o6lcgulir.
Askorbik asit, gallik asit ve kuersetin icin renk olusumu hizli iken, narenciyeler icin
yavastir. Bu son bilesikler 50 °C'de su banyosunda Cu(ll)-Nc reaktifi ilavesinden sonra
20 dakika bekletildikten sonra, oksidasyon reaksiyonunun tamamlanmasi, icin

denenmistir (Apak vd. [85]).

UV spektrofotometre kullanarak alkolstiz icki, meyve sulari ve likdrlerde askorbik asidi
saptamak icin bir background diizeltmesi metodu gelistirilmis. Ornek blank, bakir(ll) ile
asidin katalitik oksidasyonuyla olusturulmustur. Bakir(ll)den gelen absorpsiyonu
dizeltmek icin oksidasyondan sonra EDTA eklenmis ve standart cozelti, oda
sicakhginda askorbik asit oksidasyonunu katalizlemeyen, bakir(l)-EDTA kompleksleri ile
ayni konsantrasyondadir. Gergcek Orneklerde askorbik asit oksidasyonu 50 °C’'de
gerceklestirilmistir, clinkl calisma sirasinda 6rnekte bulunan sitrik asit bakir(ll) katalizli
askorbik asit okidasyonunu yavaslatmistir. Absorbans oOl¢limleri 267 nm’de ve pH 6'da
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gerceklestirilmistir. 0-20 ugmL™ askorbik asit kalibrasyon grafigi lineerdir. Onerilen
metot secicidir ve icindeki bircok bileseni alkolsiiz icecekler, meyve sulari ve likérlerde

girisim yapmaz (Lau vd. [83]).

Alkolsiz ickilerde ve meyve sularinda askorbik asidi saptamak icin enstriimental metot
olarak en cok spektorofotometre kullanilir. UV spektrofotometre hizli ve basit bir
metot olmasina ragmen matris girisimi background absorpsiyonu dizeltilerek
¢Oziilebilen bir problem olarak gosterilmistir. Termal bozulma, katalitik donisme, UV
1stk bozulmasi ve baz davranislar gibi background diizelmesi metotlari incelenmis ve
degerlendirilmistir. Baz davranisi metodu ticari ickilerde karsilasilan konsantrasyonlar
icin en iyisidir. Bu nedenle ¢alisma parametreleri uygun hale getirilmis ve analiz lizerine

etkisi tartisilmistir (Fung ve Luk [78]).

ilaglarda askorbik asiti saptamak icin basit, hizli ve kesin bir direkt ultraviyole
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Ornek ve blank oda sicakhginda asidin
bakir(ll) katalizli oksidasyonu ile olusmustur. Absorbans olciimleri 267 nm’de ve pH 6
da yapilmistir. Metot secicidir ve genel olarak askorbik asit tabletleri ve multivitamin

hazirlamada icinde bulunan diger maddelerle girisim yapmamistir (Lau vd. [83]).

Lipit hidroperoksitlerin spektrofotometrik olarak tayininde en duyarh yontem Fe(lll)
tiyosiyanat yontemidir. Bu yontem, oksidasyon boyunca olusan peroksitlerin, Fe(ll)'nin
Fe(lll)’e oksidasyonuna ve daha sonra tiyosiyanat ile, absorbansi 500 nm de o&lcilen,

renkli bir kompleks vermesine dayanir (Lea [61]).

2.10 Birinci Derece Reaksiyon Kinetigi

A — Bir veya birkag Uriin (2.43)
Tek molekilli olan bu reaksiyonun herhangi bir t anindaki hizi, A’'nin bu andaki
konsantrasyonu ile orantilidir. Birinci mertebeden bir reaksiyonun hiz sabiti, k,

baslangic konsantrasyonu Ay ve herhangi bir t anindaki konsantrasyonu da A ile

gosterirsek birinci derece reaksiyon hizi asagidaki gibi yazilir:

Reaksiyon Hizi=—d[A]/ dt = k.[ A] (2.44)

Diizenlenip integre edilirse;
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j d[A]/[A] = j —kdt (2.45)
In[A] = —k.t + sabit (2.46)

t=0 iken [A] = [A] g oldugundan sabit = In [A] o olur ve

k :lhq 4], _ 2303 log A, (2.47)
t [4] t [A]
k.t
1 =1 - .
og[A]=log[A], 2303 (2.48)

Dogrunun egimi -k / 2,303 degerini, t=0"a karsilik olan ordinat da log [A]o verir. Buna
gore bir dogrunun elde edilmesi reaksiyonun birinci mertebeden oldugunun bir

kanitidir ve egimden hiz sabiti bulunur.
k’nin birimi

(2.48 )’de birimler yerine yazilirsa;

mol.L*/zaman = k.(mol.L'™") (2.49)
k = (mol.L')/zaman(mol.L™) (2.50)
k = 1/zaman = zaman™ (2.51)

k sabitinin nimerik degeri kiitle ve konsantrasyona bagli olmayip sadece zaman

birimini fonksiyonudur (Castellan [86]).

Konzantrasyon
log [&]

log [A]o

Tan o= -k f 2,303

fLaman

Sekil 2. 15 Birinci dereceden bir reaksiyonda konsantrasyon — zaman grafigi
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Lipit peroksidasyon kinetigi (EK-A)

1-4 1-4
Ln L l=Ln O |—k-t (2.52)
AT AO

k, Ln ((1-A)/A)’ nin inkiibasyon zamanina (t) karsi cizilen grafiginden hesaplanan birinci

derece hiz sabitidir. Grafik, egimi (-k) ve kesim noktasi Ln ((1-Ag)/Ao) olan duz bir dogru

verir.
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

Bu calismanin birinci boliimiinde, antioksidan olarak flavonoidlerin askorbik asidin
bakir(ll) katalizli oksidasyonuna; ikinci boéliminde de yine flavonoidlerin bakir(ll)-
askorbat sistem ile indiiklenmis lipit peroksidasyonuna etkileri arastirildi. Bu amacla
calismanin ilk boliminde AA’nin Cu(ll) iyon varliginda ve yoklugunda oksidasyonu,
havalandirilmis asetat tamponlu ¢ozeltide (pH = 4,5), 25 °C’'de ve 1=0,1 M KNOs'da
incelendi. Gergcek gida sistemleri cesitli flavonoidleri icerdigi ve besin hazirlama ve
formilasyonunda 6nemli oldugu icin, benzer yapidaki (kuersetin, morin ve katesin)
farkli flavonoidlerin tek basina ve ikili ve Ucli karisimlari halinde etkisi arastirildi.
Calismanin ikinci bolimiinde, 37 °C ve pH 7’de Cu(ll) iyonlari varliginda ve yoklugunda
havalandirilmis ve inkibe edilmis linoleik asit (LA) emdlsiyonlarinda, lipit
peroksidasyonu incelendi. Ayrica, LA peroksidasyonu, Cu(ll) ve askorbik asit (AA),

flavonoidlerin beraberliginde incelendi.

3.1 Kullanilan Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir, ayrica bir saflastirma islemi
yapiimadan kullanildi. L- askorbik asit saflastiriimadan ve Cu(ll) — Nc reaktifi AA tayini
icin kullanildi. Flavonoidler (kuersetin(QR), morin(MR), katesin (CT)), AA’'nin ve LA'nin
Cu katalizli otoksidasyonu icin bakir kelator olarak kullanildi. Modifiye CUPRAC yontemi
ile askorbik asit tayininde, flavonoidlerin ekstraksiyonu icin lantanyum tuzu
(LaCl3.7H,0) ve pH’si 4,5 olan asetat tampon ¢oOzeltisi kullanildi. Asetat tamponu (0,01
M) HSIEH’e goére hazirlandi (Hsieh ve Harris [87]). LA'nin Cu katalizli otoksidasyonu
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incelenirken, Cu-flavonoid kelatlari pH 7’de 80 mM fosfat tamponunda hazirlandi.

Biitlin ¢ozeltiler hazirlanirken ve seyreltilirken deiyonize destile su kullanildi.

3.1.1 Birinci B6lim: Cu(ll)-Nc Reaktifi ile AA Tayininde Kullanilan Maddeler

Askorbik asit (CsHgOs)

Bakir nitrat trihidrat (Cu(NOs),.3 H,0)
Potasyum nitrat (KNOs)

Bakir(ll) klorir dihidrat (CuCl,. 2H,0)
Amonyum asetat (CH3COONH,)
Asetik Asit (CH3COOH)

Sodyum Asetat (CH3COONa)

Etil Alkol (C;HsOH)

Etil Asetat (CH3COOC;Hs)

Bu kimyasal maddeler analitik saflikta E. Merck Darmstadt firmasinin Grindddr.

Neokuproin (Cyi4 H12N>)

Lantan kloriir heptahidrat (LaCls.7H,0)
Kuersetin (Cy5 H1007)

Morin (C1sH1007)

Katesin (C15H1406)

Bu kimyasal madde analitik saflikta Sigma Aldrich firmasinin tGrintdur.
Standart Tampon Cozeltiler

pH 4,00 Biftalat tamponu ve pH 7,00 Fosfat tamponu Metrohm firmasi Griind

3.1.2 ikinci Bélim: Fe(lll)-SCN Reaktifi ile Lipit Hidroperoksitlerin Tayininde Kullanilan
Maddeler

Demir(ll) kloriir tetrahidrat (FeCl,.4H,0)
Tween-20 (CsgH11402)
Linoleik asit (C1gH3,0,)
Amonyum rodanir (NH;SCN)
Askorbik asit (CsHgOs)
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Sodyum primer fosfat (NaH,P04.2H,0)
Sodyum sekonder fosfat (Na,HPQ4.2H,0)
Hidroklorik asit (HCI)

Mutlak Etil Alkol (C;HsOH)

Kuersetin (Cy5 H1007)

Morin (C1sH1007)

Katesin (C15H1406)

Bakir nitrat trihidrat (Cu(NOs),.3 H,0)

3.2 Aragve Geregler

Absorbans, SHIMADZU UVmini-1240 UV-Visible spektrofotometre ile kalinligi 1 cm olan

kuvartz kivetlerle olgiildi. pH olclimleri kombine bir pH elektrot ile yapildi. Cu(ll) — Nc
reaktifi ile AA tayininde kinetik islemlerde aktivite katsayisini sabit tutmak icin iyonik
siddet 1=0,1 M olacak sekilde KNOs ile ayarlandi ve bu boliimdeki deneyler 25 °C’'de
sicakhgi kontrol edilen (+0,5°C) termostat sistemi icinde gerceklestirildi. LA'nin Cu
katalizli otoksidasyonu incelenirken ise; deneyler 37 °C’de sicakhgi kontrol edilen
(+0,5°C) termostat sistemi icinde yapildi. Cu(ll)-Nc reaktifi ile AA tayini ve Fe(lll)-SCN

reaktifi ile lipit hidroperoksitlerin tayininde asagidaki arac ve gerecler kullanilmistir:

Spektrofotometre SHIMADZU UVmini-1240(UV — Visible)
1 cm’ lik Kuvartz Kivetler 1,000 cm 151k yolu

Analitik Terazi SARTORIUS BASIC (0,0001 g)

Yazici HP DESKJET 3650

Su Aritma Cihazi KATTERMANN D 3165

pH-metre METROHM 632

Cam Elektrot METROHM AG CH - 9100

Termostat Sistem THERMOMIX 1419 B BRAUN Model

L ©® N o U B W N

Hava Pompasi RAMBO EP — 3500 Hi— Tec and Stil / Powerful Air  Pump
10. Kronometre

11. Reaksiyon Kabi

12. Ekstraksiyon cihazi VORTEX (Cu(ll)-Nc reaktifi ile kinetik AA tayininde)
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Sekil 3. 1 Deney diizenegi
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3.3 (Cozeltiler

3.3.1 Birinci B6liim: Cu(l1)-Nc Reaktifi ile AA Tayininde Kullanilan Coézeltiler
Askorbik Asit Stok ¢ozeltisi (1000pug. mL™; 5,67x10° M )

Askorbik asitten 100 mg tartiip 100 mL hacimli balon jojede destile su ile ¢oziliip,
gerekli hacme tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 1 mL’si 1 ppm’e karsilik gelmektedir. Askorbik

asit stok ¢ozeltisi her giin taze hazirlanarak isiktan korunmustur.

Denemelerde c¢ozelti konsantrasyonu; bu ana stok cozeltisinden 10 mL alinip,

seyreltilerek 5,67x10™ M olarak calisilmistir.
Bakir Nitrat Stok Cézeltisi (1 mL= 1 ppm Cu(ll); 1,57x10™ M)

0,3802 g Cu(NO3),.3H,0 tuzundan tartihp 100 mL hacimli balon jojede suda
¢Ozlilmustlr. Denemelerde Cu(ll) konsantrasyonu bu ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler

yapilarak 1,57x10"7 — 6,28x10” M olarak calisiimistir.

Bakir(I1)Kloriir Stok Cozeltisi (1x102 M)

0,08524 g CuCl, tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢ozulmUstdir.
Neokuproin Stok Cézeltisi (7,5x10> M)

0,039 g neokuproin reaktifinden tartilip 25 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde

¢OzlilmuUstlir. Neokuproin stok ¢ozeltisi her glin taze hazirlanarak isiktan korunmustur.
Amonyum Asetat Stok Cozeltisi (1 M)

3,854 g CH3COONH,tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢6zulmistdr.
Lantan Kloriir Stok Cozeltisi (3x10> M)

0,11138 g LaCls.7H,0O tartihp 100 mL hacimli balon jojede suda c¢ozilmistir.

Denemelerde bu cozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 3x10™* M olarak calisiimistir.
Kuersetin Stok Cozeltisi (1x10°M)

0,033827 g tartilip 10 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde ¢ozilmustir.

Morin Stok Cézeltisi (1x10°M)

0,030224 g tartilip 10 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde ¢oziilmustir.

85



Katesin Stok Cozeltisi (1x1072M)

0,030828 g tartilip 10 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde ¢ozilmustir.
Tum flavonoid ¢ozeltileri, her giin taze olarak hazirlanmistir.

Tampon Cozelti (0,01 M Asetat Tamponu, pH=4,5)

Litresinde 0,3173 g sodyum asetat ve 0,3516 mL glasial asetik asit iceren tampon

¢Ozelti hazirlanmistir.

3.3.2 ikinci Béliim: Fe(lll)-SCN Reaktifi ile Lipit Hidroperoksitlerin Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

% 75'lik Etil Alkol Cozeltisi

75 mL mutlak etil alkol ve 25 mL destile su karistirild.

% 30’luk NH;SCN Cozeltisi

30 g NH4SCN tartilarak 100 mL’ye su ile tamamlandi.

% 3,5’lik HCI Cozeltisi

33,5 mL su Gzerine 3,5 mL % 37’lik HCl ilave edilerek hazirlandi.
2x102 M FeCl,.4H,0 Cozeltisi

FeCl,.4H,0 dan 0,099 g tartim alinip % 3,5’lik HCI ¢6zeltisi ile 25 mL'ye tamamlandi.
0,2 M pH=7 Fosfat Tamponu
0,2 M NayHP0O4.2H,0 /0,2 M NaH,P04.2H,0 karisimi kullanilarak hazirlandi.

0,2 M Na;HPO,.2H,0: Na,HPO,4.2H,0’dan 8,89 g tartilip su ile 250 mL’ye tamamlandi.
0,2 M NaH>P0O,.2H,0: NaH,P04.2H,0’dan 3,12 g tartilip su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Tween 20 Stok Cozeltisi

Tween 20’den 7,0 g tartim alinip 25 mL hacimli balon jojede suda ¢ozulmistdr.
5x10° M Cu(NO3),.3 H,0 Stok Gozeltisi

1,208 g Cu(NOs),.3 H,O tuzundan tartihp 100 mL hacimli balon jojede suda

¢Ozllmustdr.
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Denemelerde Cu(ll) konsantrasyonu bu ¢ézeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 1x107

M -1x10" M olarak calisilmistir.
5x10° M Kuersetin Stok Cozeltisi

Kuersetinden 0,1691 g tartihp 100 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde
¢Ozlilmistlir. Denemelerde kuersetin konsantrasyonu bu c¢Ozeltiden gerekli

seyreltmeler yapilarak 2x10”7 M - 10x10” M olarak calisiimistir.
5x10° M Katesin Stok Cozeltisi

Katesinden 0,1541 g tartiip 100 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde
¢Ozlilmustilr. Denemelerde katesin konsantrasyonu bu ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler

yapilarak 1x107 M - 8x10” M olarak calisiimistir.
5x10° M Morin Stok Cozeltisi

Morinden 0,16012 g tartiip 100 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde
¢Ozlilmuistlr. Denemelerde morin konsantrasyonu bu c¢ozeltiden gerekli seyreltmeler

yapilarak 1x10”7 M -8x10” M olarak calisilmistir.

3.4 Yontemler

3.4.1 Birinci Boliim: Modifiye CUPRAC Yéntemle AA Tayini

Spektrofotometrik askorbik asit tayin yontemi; AA’nin bir Cu(ll)-2,9 dimetil-1,10-
fenantrolin (neokuproin Nc) reaktifi ile pH 7 de amonyum asetatli ortamda
dehidroaskorbik asite oksidasyonuna dayanir. Olusan bis(Nc)-bakir kelatinin (Sekil 3.2)
absorbansi 450 nm’de o6lculir (Gucli vd. [84]).

2Cu(Nc),”" + Askorbik Asit = 2Cu(Nc)," + Dehidroaskorbik Asit (3.1)

Sekil 3. 2 Bis(Nc)-bakir kelati
87



AA’'nin flavonoid varligindaki oksidasyonu, flavonoidlerin girisiminden dolayi sadece
Cu(ll)-Nc reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak izlenememistir. Bu nedenle
oncelikle flavonoid, ortamdan La-kompleksi seklinde ¢ozlici ekstraksiyonu ile
uzaklastinldiktan sonra ortamda kalan AA, Cu(ll)-Nc reaktifi kullanilarak

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Ozyirek vd. [71]).

Bir mL Cu(ll) ¢ozeltisi bir deney tilipl icine kondu ve sonra 1 mL Nc, son pH’'1 7'ye
getirmek icin 1 mL amonyum asetat, 2 mL AA c¢ozeltisi bu sirayla eklendi. iki dakika
sonra 450 nm’de blanke karsi absorbans okundu. Flavonoid varliginda ve yokken gecis

metal katalizli AA otoksidasyonu bu yolla izlendi.

3.4.2 ikinci Béliim: Ferrik Tiyosiyanat Yontemle Lipit Hidroperoksit Tayini

Linoleik asit emulsiyon sisteminde peroksit olusumu, tiyosiyanat yontemle tayin edildi
(Lea [61], Mihaljevic vd. [62]). Linoleik asit emilsiyonlarinda, oksidasyon sonucunda
zamanla kimen hidroperoksitler olusur. Oksidasyonun derecesi, yani peroksit degeri,
ferrik tiyosiyanat yontemi (Yen ve Hsieh [88]) kullanilarak spektrofotometrik olarak 500
nm’de oOlglimler yapilarak saptandi. Bir tlipe sirasiyla % 75’lik 4,7 mL etanol, %30’luk
0,1 mL amonyum tiyosiyanat, 0,1 mL inkiibasyon érnek ¢ézeltisi ve 0,1 mL % 3,5 HCI
icinde hazirlanan 0,02 M demir(ll)-kloriir ¢ozeltileri konuldu. Toplam 5 mL’lik karisim 3
dakika bekletildikten sonra, 500 nm’deki absorbansi yine iginde LA disindaki tiim
bilesenleri ayni oranda iceren 0,1 mL blank ile hazirlanmis ve 3 dakika bekletilmis

¢Ozeltiye karsi okundu.

3.5 Ornek Hazirlanmasi ve Kinetik Olgiimler

3.5.1 Birinci B&liim: Cu(l1)-Nc Reaktifi ile Kinetik Olgiimlerde AA Tayini

Deney tipleri icerisine sirasiyla 1x102 M’lik CuCl,’den 1 mL, 7,5x10% M Nc
¢Ozeltisinden 1 mL, 1 M amonyum asetat ¢ozeltisinden 1 mL konuldu ve tliplerin
agizlar kapatilarak olglimler icin hazir hale getirildi. 100 mL’lik balonjoje icerisine 0,1 M
KNOs, 1,5x10° M pH 4,5 asetat tamponu, calisilacak bakir(ll) konsantrasyon araligini,
1,57x107-6,28x107 M, elde edecek sekilde 1,57x10° M’lik stok bakir nitrat ¢Ozeltisi,

calisilacak flavonoid konsantrasyonunu, 1x10* M, elde edecek sekilde 1x10% M’lik
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flavonoid cozeltisi ilave edildi. Sonra karisima hizla 5,67x10* M askorbik asit ilave
edildikten sonra kronometreye basildi ve ornek cozelti, sicakhgr 25 °C’de bulunan
erlenmayere aktarildi. Reaksiyon siresince ¢ozeltiden akis hizi 60 L/saat olan hava
oksijeni gecirildi. Hava akimi dnce bir su dolu yikama sisesinden gegirilerek su buhariyla
doyuruldu. Reaksiyon hizi, oksijenin ¢éziinme hizina gore disik oldugu icin reaksiyon
¢Ozeltisinin oksijenle doyurulmus oldugu kabul edildi. AA ilavesinden sonra, belli zaman
araliklarinda reaksiyon kabindan 1 ml 6rnek cozelti cekildi. icinde 2 mL 3x10* M LaCl;
bulunan bir tiipe kondu. Uzerine 2 mL saf su ilave edilerek 5 mL hacme tamamland..
Daha sonra bu karisima iki kez 5 mL etil asetat ilave edilerek ortamdaki flavonoid-La
kompleksi ekstraksiyonla uzaklastirildi. Oksidasyondan geride kalan AA’nin tayini icin,
sulu ¢ozeltiden 2 mL cekilerek, icinde 1mL CuCl,, ImL NH4Ac ve 1mL Nc bulunan tipe,
toplam 5 mL olacak sekilde, ilave edildi. Tip icindeki ¢ozelti iyice ¢alkalandi ve bis(Nc)-
bakir kompleksi olusumu icin 2 dakika bekletildi (Ozyiirek vd. [71]). Kiivetler ¢codzeltiyle
yikandiktan sonra, modifiye CUPRAC spektrofotometri yontemi ile orneklerin 450
nm’de askorbik asit icermeyen blanke karsi absorbanslari okundu. Elde edilen pikler
spektrofotometrede (st Uste cakistirildi. Reaksiyon hizi, oksidasyon sirasinda kalan
AA’nin, Cu(ll)-Nc ile vermis oldugu Cu(l)-Nc kompleksinin absorpsiyon piklerinin,
izlenmesiyle tayin edildi. izlenen her reaksiyon periyodu (45 dak.) sonunda, ¢alisma

¢Ozeltisinin pH’si kontrol edildi. Deneyler lcer kez tekrarlandi.

3.5.2 ikinci Béliim: Fe(lll)-SCN Reaktifi ile Kinetik Ol¢iimlerde Lipit Hidroperoksitlerin
Tayini

Stok, % 75’lik etanol, %30’luk amonyum tiyosiyanat (NH4sSCN) ve % 3,5 HCI icinde
hazirlanan 0,02 M demir(ll)-klortir, sulu c¢ozeltileri kullanildi. Stok linoleik asit
emiulsiyonu 0,02 M fosfat tamponunda hazirlandi. Bakir nitrat stok ¢ozeltisi 0,05 M
Cu(ll) konsantrasyonunda ve stok flavonoid ¢ozeltileri 5x10° M konsantrasyonunda
hazirland. 2,5x10° M C vitamini iceren stok askorbik asit (AA) cozeltisi ve 0,2 M fosfat
tamponu (pH 7) 50 mL reaksiyon karisiminda bulunur. 0,01 M linoleik asit, 80 mM
fosfat tamponu, 1 mM Cu(ll), 0,1-1,0 uM konsantrasyon araliginda flavonoid ve 5x10°
M AA iceren 50 mL calisma ¢ozeltisi 250 mL’lik erlenmayer icerisinde hazirlandi ve 37

°C’deki su banyosuna yerlestirildi. Ornek ¢ézeltisinin pH’1 6lgiildii. inkiibasyon boyunca
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cozeltiden akis hizi 60 L/saat olan hava oksijeni gegcirildi. Hava akimi 6nce bir su dolu
yikama sisesinden gecirilerek su buhariyla doyuruldu. Reaksiyon hizi, oksijenin
¢Oziinme hizina gore dislik oldugu icin reaksiyon ¢ozeltisinin oksijenle doyurulmus
oldugu kabul edildi (Ke ve Ackman [45], Ueda vd. [49]). Spektrofotometrik 6lciimler
icin, inkGbasyon boyunca farkli zaman araliklarinda 0,1 mL 6rnek alindi. Bu 0,1 mL
ornek; 4,7 mL % 75’lik etanol, 0,1 mL %30 lik amonyum tiyosiyanat ve 0,1 mL, % 3,5 HCI
icinde hazirlanan 0,02 M demir(ll)-kloriir ¢ozeltileri iceren tiipe ilave edildi. Linoleik asit
oksidasyonu boyunca olusan peroksitler, Fe*yi Fe*"ya yiikseltgemek icin, asidik Fe(l1)
reaktifi ile reaksiyona girer. Olusan Fe*" iyonlari SCN' ile, maksimum absorbansi 500 nm
olan, kirmizi renkli bir kompleks (yani Fe(SCN)**) olusturur (Harvey ve Manning, [89]).
Boylece, zamana karsi absorbans kaydedilip oksidasyon izlenir. iki deneme ayni anda
yapildi, yani (linoleik asit+bakir(l1)+AA) iceren sahit ¢ozeltisinin oksidasyonu ve ayni
¢cOzeltiye ayrica flavonoid ilave edilerek hazirlanan 6rnek ¢ozeltinin oksidasyonu es

zamanli izlendi.

3.5.2.1 Linoleik Asit Emiilsiyonunun Hazirlanmasi

0,02 M stok linoleik asit emilsiyonu hazirlamak icin, 50 mL’lik bir balonjoje icine 0,2804
g linoleik asit tartildi. Uzerine, emiilsifier olarak 0,2804 g Tween 20 stok ¢dzeltisinden
(stok cozeltinin 1 mL si = 0,2804 g olacak sekilde hazirlandi) 1 mL ilave edildi. Uzerine
50 mL 0,2 M pH= 7 tampon ¢6zeltisi yavas yavas ilave edilerek, bir magnetik karistirici

vasitasiyla karistirmak suretiyle emilsifiye edildi (Yen ve Hsieh [88]).

3.5.2.2 Bakir(ll) ve Askorbik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1x107, 1x10” ve 1x10° M Cu(ll) c6zeltileri; deney esnasinda 0,05 M stok cozeltisinden
uygun bir sekilde seyreltilerek hazirlandi. 1x107, 1x10™°, 5x10™ ve 1x10™* M AA

¢Ozeltileri de stok; 2,5x103 M AA’dan taze olarak hazirland.

3.5.2.3 Flavonoid Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kuersetin, katesin ve morinden alinan tartimlar % 96’lik alkolde ¢ozilerek 6nce Stok 1
(5x10° M) ¢ozeltisi, daha sonra Stok 1’den Stok 2 (5x10° M ) ¢dzeltisi hazirland. Stok 3
(5x10° M ), Stok 4 (1x10™° M ), Stok 5 (2x10™ M) ¢ozeltileri de Stok 2’den hazirlandilar.
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3.5.2.4 Lipit Peroksidasyonunun incelenmesinde Sahit ve Ornek Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Sahit (LA + Cu(ll)-Askorbik Asit Sistemi) Cozeltisi

Bu c¢ozelti su sekilde hazirlandi: 25 mL (stok 0,02 M) LA + 20 mL (stok 0,2 M) fosfat
tamponu (pH: 7) + x mL (stok 0,05 M) Cu(ll) +y mL (stok 0,0025 M) AA + [5—(x+y)] mL

mutlak etanol; toplam hacim= 50 mL reaksiyon karisimi.

Ornek (LA + Cu (I1)- Askorbik Asit Sistemi + Flavonoid Sistemi) Cézeltisi

Bu c¢ozelti su sekilde hazirlandi: 25 mL (stok 0,02 M) LA + 20 mL (stok 0,2 M) fosfat
tamponu (pH: 7) + x mL (stok 0,05 M) Cu(ll) +y mL (stok 0,0025 M) AA +z mL (z=1, 1,5
veya 2) (stok 5x10° M veya 1x10° M veya 2x10° M) flavonoid + [5—(x+y+2z)] mL mutlak

etanol; toplam hacim= 50 mL reaksiyon karisimi.

3.6 Istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistiksel analizler, ortalama ve standart sapma hesaplamak icin
MICROCAL ORIGIN 8.0 (Origin Lab Corp., Northampton, MA, USA) kullanilarak
gerceklestirildi. Sonuclar, ortalama * standart sapma olarak belirtildi. Veriler, windows
version 13 icin SPSS software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak degerlendirildi
(Miller ve Miller [90]).
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Teorik Diigiinceler

4.1.1 Birinci B&liim ile ilgili Teorik Diisiinceler

Askorbik asidin pKa degerleri 4,1 ve 11,79’dur (Weast [91]). Askorbik asidin dissosiye
olmamis (H,A) ve monoiyonik (HA") sekilleri pH 4,5taki ¢ozeltide bulunan baslica
turlerdir. Cu(NOs), katalizor olarak kullanilmistir, ¢linkii bakir inorganik anyonlar
arasinda nitrat ile daha az stabil kompleks verir. Silfat ve kloriir bakir ile daha stabil

kompleksler olusturur, bunlarin hepsi de nispeten zayiftir.

H,A’nin oldukca fazla miktarda oksijen ile (doygunluk hali) bakir katalizli oksidasyonu

birinci derece kinetigini izler (Khan ve Martell [3], [4], Ogata vd. [5]).
Reaksiyon hizi soyle ifade edilir;

_d[H, 4]
dt

=k.[H,A] (450 nm’deki Cu(l)-Nc absorbansi ile orantilidir) (4.2)

Burada;

[H,A] = Otooksidasyon sirasinda kalan askorbik asit konsantrasyonu (mol.L™)
t = Reaksiyon sliresi (dak.)

k = Birinci dereceden hiz sabiti (dak™)

dir.
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Askorbik asidin Cu(ll)-Neokuproin(Nc) reaktifi ile olusturdugu bis(Nc)-bakir kelatinin,
450 nm dalga boyunda yapilan absorbans ol¢climlerinden k, Log(A)’'nin zamana (t) karsi

cizilen grafigindeki dogrunun egiminden (-k/2,303) hesaplanir.

K, Sahbaz ve Somer [7] tarafindan tanimlanmis olan, konsantrasyondan bagimsiz

spesifik hiz sabiti (M™.dak™ biriminde) olup;

K = kq/ [Cu(I)] (4.2)

bagintisi ile verilmistir.

Burada kg= Khan ve Martell [4], tarafindan tanimlanmis olan, metal iyonu varliginda ve

yoklugundaki birinci derece hiz sabitleri (k) arasindaki farktir.

Askorbik asit oksidasyonunun yiizde inhibisyonu asagidaki esitlikten hesaplandi:

(%) I= [(KCu(tek basina) = K(Kompleks)) / KCu(tek basina) ] x 100 (43)

Burada Kcy(tek basina); flavonoid yokken spesifik hiz sabiti, Kompleks); Cu-flavonoid

kompleksi varliginda spesifik hiz sabitidir.

Spesifik inhibisyon yizdesi (ls), flavonoidlerin birim konsantrasyonu basina ylizde
inhibisyon olarak tanimlanabilir, H,Ll’, yani Iy = 100 1/Cy/dir (imer vd. [9]). s
parametresi askorbik asidin gecis metal iyon katalizli oksidasyonu lizerine secilmis bakir
ligand asitlerinin cesitli engelleyici etkilerini anlatmak icin daha Once arastirmacilar

tarafindan kullanilmistir (imer vd. [9], Akbiyik vd. [12], Yildogan-Beker vd. [59]).

4.1.2 ikinci Boliim ile ilgili Teorik Diisiinceler

Ozilgen [68] ve Watanabe [69] hayvansal besinlerin, baslama, ilerleme ve sonlanma
basamaklarini iceren, serbest radikal zincir temelli lipit oksidasyonunu aciklamak igin,
lojistik esitlik ile iliskilendirilmis genel bir matematik model ileri stirer. Bu model ardisik
otokatalitik lipit oksidasyon reaksiyonuna benzetilebilir ve ilgili lojistik diferansiyel
esitlik su sekilde ifade edilir:

€ _weli-—Lc (4.4)
dt C

max
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C, otoksidasyon boyunca olusan oksidasyon Grinlerinin toplam konsantrasyonu (Fe(lll)-
tiyosiyanat spektrofotometrik denemede kaydedilen Asgonm ile orantili); Cmax, lipit
otoksidasyonun bitiminde C parametresinin ulasilabilecegi maksimum deger; Kk,
reaksiyon hiz sabiti ve t, oksidasyon (yani inkiibasyon) zamani. t =0'daC=Cyve t =

T'de C = Gy sinir kosullari altinda esitligin integrasyonu (EK-A):

1- (,?T 1- CCO
Ln mx_ _ Jp mx__fo.t (4.5)
Cr G,
verir.

Co, oksidasyon drinlerinin (hidroperoksitlerin) toplam baslangic konsantrasyonudur.
Absorbans, hidroperoksitlerden kaynaklandigindan,  toplam hidroperoksit

konsantrasyonlariyla orantilidir. Esitlik (4.5) integre edilmis formu tekrardan yazilabilir:

1_ AAT 1_ AAO
Ln 2 =In kit (4.6)
A, A4,

Burada Ao, baslangic absorbansi; Ar, T zamaninda hidroperoksitlerin toplam
konsantrasyonuyla orantili absorbans (yani Asgonm) V€ Amax, A parametresinin LA
oksidasyonunun bitiminde ulasilabilecegi maksimum degerdir. inkiibasyon zamaninin
bir fonksiyonu olarak ferrik tiyosianattan kaynaklanan absorbans degisimine ait 6rnek
sigmoidal egri Sekil 4.20’de gosterildi. Eger maksimum absorbans 1’e yaklasirsa (Amax =

1), Esitlik (4.6) tekrardan yazilabilir:

1-4 1-4
Ln L l=Ln O | —k-t (4.7)
AT AO

Esitlik (4.7) birinci mertebe hiz esitligidir. k, Ln ((1-A)/A)’nin inkiibasyon zamanina (t)

karsi cizilen grafiginden hesaplanan birinci derece hiz sabitidir. Grafik, egimi (-k) ve

kesim noktasi Ln ((1-Ag)/Ao) olan diiz bir dogru verir.

Lipit peroksidasyonun ylizde inhibisyonu asagidaki esitlikten hesaplandi:
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. k,—k

Yiizde Inhibisyon = {%} x100 (4.8)
0

Burada ko, kontrol reaksiyonun birinci derece hiz sabiti (yani bakir(ll), askorbik asit veya

flavonoid yoklugunda); ks, 6rnek varhiginda hiz sabitidir (yani bakir(ll), askorbik asit veya

flavonoid varliginda).

Spesifik inhibisyon ylzdesi (ls), flavonoidin birim konsantrasyonu basina ylizde
inhibisyon olarak tanimlanabilir, H,L’, yani |s = 100 1/Cyy. (imer vd. [9]). |s parametresi,
askorbik asidin gecis metal iyon katalizli oksidasyonu Uzerine secilmis bakir ligand
asitlerinin cesitli engelleyici etkilerini anlatmak icin, daha &nce arastirmacilar

tarafindan kullanilmistir (imer vd. [9], Akbiyik [12], Yildogan-Beker vd. [59]).
4.2 Kinetik Bulgular ve Hiz Sabitleri

4.2.1 Birinci Béliim ile ilgili Kinetik Bulgular ve Hiz Sabitleri

Asetat tamponlu ¢Ozeltide katalizsiz ve bakir-flavonoid kelat katalizli AA oksidasyonu
icin, (4.1) esitligine dayanilarak Log absorbans-zaman grafigindeki dogrunun egimi -k
hiz sabitini vermektedir (Sekil 4.1). Sabit konsantrasyonda (1x10™* veya 2x10™ M)
benzer yapidaki (kuersetin, morin ve katesin) farkli flavonoidlerin tek basina ve ikili ve
ticlt karisimlari ve farkli bakir Cu(ll) konsantrasyonlari (1,57, 3,14, 4,71 ve 6,28) x 10~
M kullanilarak Cu(ll)-flavonoid-askorbik asit sistemleri icin dogrular Sekil 4.2-4.10’da
cizildi ve hesaplanan k hiz sabitleri de Cizelge 4.8’de verildi. AA'nin otoksidasyon hiz
sabiti, sabit flavonoid konsantrasyonunda, Cu(ll) konsantrasyonunun artmasiyla artti.
(4.2) esitligi kullanilarak Cu(ll) konsantrasyondan bagimsiz spesifik hiz sabitlerini (K)
hesaplayabilmek icin, kg — [Cu(ll)] grafikleri cizilerek, regresyon dogrularinin egimleri
bulundu (Sekil 4.11-4.18, Cizelge 4.8). Sekil 4.19’da flavonoidsiz ve 1x10™ M flavonoid
¢Ozeltilerinin askorbik asidin bakir(ll) katalizli oksidasyonuna inhibisyon etkileri topluca
gorilmektedir. AA’nin Cu(ll) iyon katalizli oksidasyonu icin K spesifik hiz sabitleri asetat
tamponlu kuersetin, morin ve katesin c¢Ozeltilerde, sadece asetat tamponlu
cOzeltilerdekinden daha disiik bulunmustur. Genel olarak bitin flavonoidler igcin,

flavonoid konsantrasyonunun artmasiyla K degerleri azaldi. Sonug¢ olarak, AA’nin
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katalitik otooksidasyonunun kararli Cu-flavonoid kompleksleri tarafindan inhibe edildigi

gOsterilmistir.

Khan ve Martell [4], askorbik asidin (H,A) Cu(ll) kelat (ML"™)-katalizli oksidasyonu icin

asagidaki mekanizmayi Onermistir:

H,A¢>HA +H" (4.9)
HA + ML™ <> MHLAIMD* (4.10)
MHLAM* > MHLA® (2 (4.11)
MHLA® ™" hizli > A® + ML 4 1* (4.12)
AT+ ML™ hizh > A+ ML (4.13)

ML™ katalizér, ML™*nin ¢Ozlinmis O, ile oksidasyonuyla, tekrar (retilebilir (H,A,
askorbik asit ve A, 2-e ile oksitlenmis Uriin, yani dehidroaskorbik asit). Bu cok basamakh
prosesde yavas (hiz belirleyici) basamak, monohidrojen askorbat (HA) ve Cu(ll)-
kelattan, MHLA™Y*, Ucli gecis kompleksinin olusumunun gerceklestigi basamaktir.
Eger ikili M-L kelat c¢ok kararliysa, Ucli gecis kompleks olusmayabilir. Gegis
komplekslerindeki zayif baglar, elektron transferi boyunca bu kompleksin kolay
deformasyonuna neden olabilir. Khan ve Martell [4], bakir kelatlar varliginda AA’nin
otoksidasyon hizinin, metal komplekslerinin kararliiginin artmasiyla azaldigini ifade
etmis ve kelatin katalitik aktivitesi ile kompleksin logaritmik kararhlik sabitininin

fonksiyonu arasinda lineer bir iliski bulmustur.

Fenolik asitler, yeterince iyonize oldugu pH degerlerinde, bakir icin iki disli ligand olarak
gorev yaptigl icin; 1:1 (ML) kompleksleri ile birlikte 1:2 metal (M)-ligand (L)
kompleksleri (ML,) olusabilir ve bu ylzden bagintida birinci toplu kararllik sabitini (Log
B,) dusiinmek daha uygun olacaktir. Bu dislinceyi kisaltan teorik analiz asagida

verilmistir:
1:1 kompleksler icin,

M+ L <> ML (4.14)
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Bx=[ML]/ ([M] [L]) (4.15)

1:2 kompleksler igin

M+2L < ML (4.16)
B> = [MLy] / (IM] [LT?) (4.17)
[L] = ChLay (Che: toplam fenolik asit kons. ; ay: L’nin relatif bollugu) (4.18)
Monoprotik polifenoller igin (HL), a. = Ka1 / ([H'] + Ka1) (4.19)
Diprotik fenolik asitler icin (HoL), o = Ka1Kaz / ([H']? + Kaz [H'] + Ka1Ka2) (4.20)
Boylece,

B1=[ML]/ (IM] CHL ow) ve B1’=Biauw (4.22)
B> = [MLy] / (IM] C*aL o)) ve B2’ =B, @, (4.22)

B.'ve By’, calisma pH’si 4,5 icin, hesaplanan ML ve ML, komplekslerinin kosullu birinci
ve ikinci toplu kararhlik sabitleridir (Test edilen flavonoidlerin pH 4,5’da Cu(ll) ile iki
disli kompleks vermek icin normalde iki asitlik sabiti gosterecegi beklenir). Test edilen
flavonoidler ile askorbik asidin bakir(ll)-katalizli otoksidasyonunda (4.3) esitligi
kullanilarak ylizde inhibisyon ve spesifik inhibisyon (Is) hesaplandi. Hesaplamaya 6rnek
olarak; Cizelge 4.8’den Kuersetin igin; Kcy(tek basina) =11,0 X 10* ve K(ar kompleks) = 3,56 X 10*
alinarak, (%) | =67,6 ve 1,0 x 10* M Kuersetin icin, ls= 6,76 x 10° verilebilir. Toplu

sonuglar Cizelge 4.9'da ve toplu hesaplamalar EK-B’de verilmistir.

istatistiksel analiz (% 95 diizeyinde t-test (Miller ve Miller [90])) Log B’ ile log Is
arasinda (4.23 esitligi) ve Log B4’ ile |5 arasinda da (4.24) esitligi ile verilen bir iliski

oldugunu dogrulamistir.

Log B+’ =10,2 log Is—58,1 ; r=0,936 (4.23)

Log B1’=9x10° I, — 4,55; r=0,948 (4.24)
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4.2.2 ikinci Béliim ile ilgili Kinetik Bulgular ve Hiz Sabitleri

Bu bolimde flavonoidlerin, Cu(ll)-askorbat sistemle indiklenmis linoleik asit

peroksidasyonuna etkileri incelenmis ve asagidaki sonuclar elde edilmistir:

4.2.2.1 [LA/Cu(ll)] ve [Cu (Il) /Askorbik Asit] Orani

LA peroksidasyonunda reaksiyon hiz sabitleri, Sekil 4.20 ve 4.21'de gorildigi gibi,
sigmoidal egrilerden Esitlik (4.7) kullanilarak hesaplandi ve lipit oksidasyonun yizde
inhibisyonu Esitlik (4.8) yardimiyla hesaplandi. Farkli [LA/Cu(ll)] molar oranlari denendi
(Cizelge 4.16) ve en kuvvetli prooksidan etki gosterdiginden dolayi calismalarda 1x107
M Cu(ll) konsantrasyonu segildi (yani [LA]: 1x10% M ve [Cu(l)]: 1x10> M ile LA/Cu(ll)
molar orani=10). Diger arastirmacilar flavonoidlerin antioksidan etkilerini
degerlendirmek icin, genellikle AA’y1 gecis metal iyonlarinin 5-20 kat fazlasi olarak
kullandigi icin (Bondet vd. [92]), farkli Cu(ll)/AA molar oranlari denendi (Cizelge 4.16)
ve en kuvvetli prooksidan etkisinden dolayi Cu (l) /askorbik asit molar orani 20 olarak
secildi (yani [Cu(I1)]: 1x10 M ve [AA]: 5x10° M). ilk 2 saatte hidroperoksitlerin olusum
hizi bozulma hizindan daha yiksekti (Bondet vd. [92]).

4.2.2.2 Linoleik Asit Tek Basina ve (Linoleik Asit + Bakir(ll)) Emiilsiyonlarinda

Peroksidasyon Calismalari

Tek basina 1x102 M LA’nin ve 1x10 M LA’nin farkl Cu(ll) konsantrasyonlari ile birlikte
oksidasyon calismalar icin, reaksiyon hiz sabitleri Sekil 4.22°de gorilen sigmoidal
egrilerden Esitlik (4.7) yardimi ile hesaplandi ve Cizelge 4.16’da verildi. 1x10” — 1x10°
M Cu(ll) ile bulunan sonuclara gore, LA oksidasyon hizi azaldi (olasi antioksidan etki) ve
10 M Cu(ll) ile LA oksidasyon hizi artti (prooksidan etki). Bu da, ileriki calismalar icin
potansiyel prooksidan etkilerin 1x10° M Cu(ll), yani ([LA]/[Cu(I1)]) =10 molar oran ile

en iyi incelenebilecegini gostermistir.

Bakir indlikli lipoprotein peroksidasyon kinetiginin, bakirin lipoproteine baglanma
molar orani ile kontrol edildigi ve bakir konsantrasyonunun belirli bir dizeyin Ulzerine
cikmasinin peroksidasyonu arttirdigi; fakat bakir diizeyinin daha da arttiriimasinin,

lipoprotein ylizeyinde bakir baglanma sitlerinin doyurulmus oldugu zaman, beklenildigi
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gibi (Pinchuk vd. [93]) peroksidasyona etki etmedigi bildirilmistir. Bizim sonuglarimiza
gore, sabit bir linoleik asit konsantrasyonunda bakir(ll) konsantrasyonunun azalmasi,
belirgin bir peroksidasyon inhibisyonuna neden oldu. Bakir(ll), diger gecis metal
iyonlari yaninda, lipoprotein-su arayilizeyinde serbest radikallerin olusumu ile lipit
oksidasyonunu baslatir. Bu yilzden oksidasyon o©ncesi lag faz ve peroksidasyonun
maksimum hizi, bagh bakir/lipoprotein oranina baglidir (Pinchuk ve Lichtenberg [67]).
Bu parametreler, hem ¢ozeltide bulunan diger bakir baglh ajanlarin bulunmasina ve bu
ajanlarin konsantrasyonuna, hem de komplekslesen bakirin redoks aktivitesine
baglhdir.  Ornegin, bakir-indiikli  LDL  oksidasyonuna albuminin  etkisinin
arastirilmasinda, bakir-indikli peroksidasyonda gozlenen cogu etkinin Cu bagindan
kaynaklandigi bildirilmistir, ¢linkii Cu-albumin kompleksinin redoks aktivitesi (olasi
prooksidan etki) Cu(ll) iyonlar tek basinayken olan redoks aktivitesinden ¢ok daha

dustktar.

4.2.2.3 {Linoleik Asit+ Askorbik Asit + Bakir(ll)} Emiilsiyonlarinda Peroksidasyon

Calismalari

C vitaminin (AA) in vitro olarak yapilan calismalarda, gecis metal iyonlari varliginda
prooksidan olarak gorev yaptigi (Imer vd. [9]) ve Cu(ll) iyonlarinin AA veya diger
redikleyici ajanlarla kombinasyonunun, proteinlerin metal katalizli oksidasyon
calismalarinda kullanildigi iyi bilinir. LDL'nin Cu(ll) indikli oksidatif modifikasyonuna
karsi, AA'nin beklenen prooksidan etkisinin tersine antioksidatif etkisi gdozlemlenmistir

(Retsky vd. [94]).

Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari iceren (1x10° M LA + 1x10® M AA) emiilsiyonlarinin
oksidasyon calismalari icin, reaksiyon hiz sabitleri Sekil 4.23’de goriilen sigmoidal
egrilerden Esitlik (4.7) yardimi ile hesaplandi ve Cizelge 4.16’da verildi. Disik Cu(ll)
konsantrasyonlari (6rnegin, 1x10” M) daha yiiksek Cu(ll) konsantrasyonlarindan (1x10
> M) daha kuvvetli prooksidan etki gosterirken; 1x10° M Cu(ll) prooksidan etki
gostermedi  (Sekil 4.23). Aslinda, bakir indUklG  peroksidasyona  Cu(ll)
konsantrasyonunun baglihgi beklenenden daha kanisiktir ve vyiksek bakir
konsantrasyonlarinda (mesela, 1x10° M Cu(ll) ve ([Cu(II)]/[AA]) oran=1) (Sekil 4.23 ve

Cizelge 4.16) lipit peroksidasyonun yeterince arttirilmamasi, bir limit konsantrasyon
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Ustinde lipoprotein vyizeyindeki bakir baglanma sitlerinin  doyuruldugu icin
peroksidasyonun artmadigini disindirdr (Pinchuk ve Lichtenberg [67]). Bakir-AA
molar orani 1 oldugunda oksidasyonun yeterince artmamasi, pH 7'de Cu(ll) ile askorbat
arasindaki olusan 1:1 zayif komplekslesmeden dolayidir. 1x10% M LA ve 1x10°> M Cu(ll)
konsantrasyonunda (yani, [LA]/[Cu(ll)] = 10) ve 1x10™ ve 1x10” M araliginda calisilan
AA konsantrasyonlarinda prooksidan etki gosterdi, en kuvvetli etki 5x10° M AA’da
gozlendi (Cizelge 4.16). Bu yizden 5x10° M AA, 1x10° M Cu(ll) varliginda

flavonoidlerin etkisini incelemek icin kullanildi.

AA’nin prooksidan etkisi, Esitlik (4.25)'de 6rneklendigi gibi Fenton tipi reaksiyon yoluyla
hidroksil radikaller gibi reaktif tirleri Greterek, AA’nin Cu(ll) redikleme yetenegine

baglanabilir:

Cu'+H,0+% 0, > Cu** + OH + OH° (4.25)

Benzer sekilde, 37 °C’de pH 7 tamponlu sulu dispersiyonda linoleatin oksidasyonunda,
askorbik asit ve bakirin her ikisinin de kuvvetli prooksidan olarak davrandig
bildirilmistir ve katalitik aktivitedeki minimum konsantrasyon bakir(ll) icin 1x10~ M ve
askorbik asit icin 1x10° M olarak bulunmustur (Haase ve Dunkley [50]). 1x10> M AA
maksimum katalitik aktiviteye sahip idi ve disik AA konsantrasyonunda, linoleat
oksidasyonu meydana geldikten sonra, reaksiyon otokatalitik idi (Haase ve Dunkley

[50]).

4.2.2.4 {Linoleik Asit + Askorbik Asit + Bakir(ll)+ Flavonoid} Emiilsiyonlarinda

Peroksidasyon Calismalari

Onceki denemelerde saptadigimiz, reaktanlarin en kuvvetli prooksidan etkilerinin
bulundugu, kombinasyon (1x102 M LA, 1x10° M Cu(ll) ve 5x10° M AA) secilen
flavonoidler varliginda ve yoklugunda, LA peroksidasyonuna flavonoidlerin olasi inhibe

edici veya artici etkisini gozlemlemek icin kullanildi.

Kuersetin (QR) LA oksidasyonda cogunlukla antioksidandi;; (2 - 8) x 107 M
konsantrasyon araliginda peroksidasyon inhibisyonu gosterirken, calisilan en yiksek
konsantrasyon olan 10x10’ M’da koruyucu degildi (prooksidan) (Sekil 4.25 ve Cizelge

4.17). Morin (1- 8) x 107 M olan bitiin calisma konsantrasyonlarinda antioksidan etki
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gosterdi (Sekil 4.26 ve Cizelge 4.17). Daha o0nceki calismalarda, linoleik asit
otoksidasyonuna karsi morinin en inhibitor bilesik oldugu bildirilmistir (Torel vd. [53]).
Katesin, prooksidan olarak davrandigi 4x107 M haricinde calisilan konsantrasyon

araliginda esasen antioksidan etki gosterdi (Sekil 4.27 ve Cizelge 4.17).

Cu baslaticili prooksidan aktivitenin hemen hemen bitin flavonoid konsantrasyonuyla
arttigini soyleyen Cao’nun c¢alismasinda [64], H,0,’siz  bakir(ll)+flavonoid
kombinasyonlari antioksidandan daha ziyade prooksidan olarak rol almistir. Bu durum
flavonoidler dusiik konsantrasyonlarda Cu(ll) kelatorler ve serbest radikal
sontmleyiciler olarak gorev vyaparken (antioksidan etki), daha vyiksek
konsantrasyonlarda Cu(ll)’ye karsi Cu(l) Uretip redikleyici ajan olarak davranarak
reaktif tlirlerde artis verip lipit peroksidasyonunu arttirir (prooksidan etki) seklinde
aciklanabilir. Sugihara vd. [95], bir demir indikli lipit peroksidasyon sistemde
[hepatoksit (mikrobu kalturd) ile] cesitli flavonoid bilesiklerin antioksidan ve
prooksidan aktivitelerinin konsantrasyona bagliigini gosterdi. Bununla birlikte ayni
kosullarda, onlar katesinin tim konsantrasyonlarda antioksidan oldugunu buldular ve
antioksidan davranisi demir kelatlasmaya atfettiler (Sugihara vd. [96]). Flavonollerin
lipit oksidasyonuna baskici etkileri, morin disinda, bir flavonoid-konsantrasyon
bagimliigi durumunda, artti ve metal iyon konsantrasyonunun artmasiyla azaldi
(Sugihara vd. [96]). Flavonoidlerin konsantrasyon ile hem antioksidan hem de
prooksidan aktivite iliskisi oldukca karisiktir ve kuvvetli sekilde, reaktif tdrlerin

Uretiminde kullanilan, gecis metal iyonu ile, etkilenir.

Khan ve Martell [3], [4] bakir kelatlar varliginda ve yoklugunda, metal komplekslerin
stabilitesinin artmasiyla AA’nin otoksidasyon hizinin azalacagini ileri strdi. Bakir (10
mM) ile ekimolar olan kuersetin ve katesinin bakira bagh LDL'yi sirasiyla % 56 ve % 20
azalttigi bildirilmistir (Roland vd. [97]). Boylece, test edilen flavonoidlerin antioksidan
aktivite sirasinin, bakir-kelatasyon yetenegiyle iliskisi olup olmadigi arastinlmistir.
Flavonoidlerin pH 7’de bakir iyonlari ile ardisik olarak tek disli ve iki disli kompleks
olusturmak icin, kiimalatif kararhlik sabitleri B; ve B, ile ardisik iki asitlik sabiti verecegi

beklenir Esitlik (4.15), (4.17).
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Bi1've B2’, calisma pH degeri 7,0'da hesaplanan ML ve ML, komplekslerinin kosullu
birinci ve ikinci toplu kararhlik sabitleridir Esitlik (4.21), (4.22). Test edilen flavonoidler
ile LA peroksidasyonunun ortalama ylizde inhibisyonu, (4.8) Esitliginden hesaplanirken,
spesifik inhibisyonlar (ls) da Cizelge 4.18’de verildi. Flavonoidlerin LA peroksidasyonunu
korumasindaki sirasi: morin > katesin > kuersetin olarak saptandi. istatistiksel analiz (%
95 dizeyinde t-test (Miller ve Miller [90])) Log B'2 ile Log |5 arasinda bir iliski

bulundugunu dogruladi (Esitlik (4.26)). Toplu hesaplamalar i¢in bakiniz (EK-B).

Log B,’=19,2 log Is— 147,6  {r’=0,828} (4.26)

Baska bir deyisle, pH 7’de (yani bu ¢alismanin pH’1) bir flavonoidin Cu(ll) ile olusturdugu
gliclt iki disli kelat, Cu(ll)’nin redoks aktivitesini daha kuvvetli inhibe eder, boylece
reaktif tlrlerin olusumundan ve bunu izleyen LA peroksidasyonundan koruyabilir.
Bununla birlikte Cu baslaticili peroksidasyondaki antioksidan potansiyeli etkilemede

sorumlu parametre, sadece flavonoidlerin kelat olusum yetenegidir.

Cu(ll)-askorbat ile indiklenmis LA peroksidasyonunu korumada flavonoidlerin ortalama
spesifik inhibisyonlari su sirayi izledi: morin > katesin > kuersetin (Cizelge 4.18). Bu
siralama, pH 7’de formal rediiksiyon potansiyellerine karsi NHE ile iliskilendirildi, yani
MR, CT ve QR icin sirasiyla 0,60, 0,57 ve 0,33 V (Jovanovic ve Simic [98]). Disuk redoks
potansiyellerinden (0,23 V < Epy-7 < 0,75 V) dolayi flavonoidler termodinamik olarak
2,13 - 1,0 V araliktaki redoks potansiyelleri ile oksitlenen serbest radikalleri
indirgeyebilir (Pietta [17]). Diger fizikokimyasal faktorleri ihmal ederek, antioksidan
olarak davranan flavonoidlerin (FI-OH) biitiin yetenegi FI-O°/FI-OH redoks ciftinin
redoks potansiyeline bagldir. Burada FI-O° bir ariloksil radikalini ifade eder (Yildogan-
Beker vd. [59]). Fenolik bilesiklerin prooksidan aktivitesi, gecis metal iyon rediksiyonu
veya yuksek konsantrasyonlarda radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilen fenoksil
radikal olusumundan kaynaklanmistir (Shahidi ve Zhong [99]). incelemelere gére, ayni
sayida —OH bagl flavonoidler icin, flavonlarin flavanonlardan daha ylksek Cu(ll)
baslaticili prooksidan aktivite gosterildigi bildirilmistir (Cao vd. [64]), bu ¢calismada QR,
LA peroksidasyonunu CT’den daha az  korurken, her iki bilesik, az siklkta,

konsantrasyonlarina bagli olarak prooksidan aktivite gostermistir.
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4.3 Cu(ll) Katalizli Oksidasyona Karsi Askorbik Asidin Flavonoidler Tarafindan Korunmasi

Askorbik asidin Cu(ll) katalizli oksidasyonu, flavonoid varliginda ve yoklugunda
calisilmis ve spesifik hiz sabitleri (K), Sekil 4.19’daki egrilerinden regresyon analizi
yardimi ile hesaplanmistir (imer vd. [9], Miller ve Miller [90]). Test edilen flavonoidlerin
varhginda AA'nin Cu(ll) katalizli oksidasyonu icin bulunan spesifik hiz sabiti, K, degerleri,
flavonoid yokkenki K degerinden daha distk bulunmustur (Flavonoidlerin antioksidan
etkisi). Genellikle bitin flavonoidler icin, flavonoid konsantrasyonunun artmasiyla K
degeri 6nemli miktarda azalmistir. pH 4,5 asetat tamponda calisilan flavonoidler icin K
degerlerinin siralamasi: tek bilesenler igin; kuersetin (QR) < morin (MR) < katesin (CT)

ve karisimlar i¢in; (QR+CT) < (MR+CT) < (QR+MR) < (QR+MR+CT) seklindedir.

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi sadece otoksidasyon katalizorlerinin, yani Cu(ll)-
flavonoid kelatin, relatif kararhiigina bagh degildir; ayrica flavonoidin yapisal
ozelliklerine de baghdir. Yiiksek antioksidan aktivite icin, katesin B halkasinda metal
kelatlastirici o-katekol fonksiyonel grubunu tasir; fakat konjugasyon icin gerekli olan
2,3 cifte bagi eksiktir. Katesin tek basinayken goriilen daha disitik koruma, katesindeki
2,3 cifte baginin (normalde flavonollerde 4-okso fonksiyonu ile konjugasyon)
eksikliginin elektron delokalizasyonu boyunca elektron transfer ve ROS sonimleme
yeteneginin artmasina neden olmasindan kaynaklanabilir (Apak vd. [100]). Kuersetinin
olaganistl antioksidan yetenegi ve AA korumasi (katesinle kiyaslandiginda), kararli
ariloksil radikalinin olusumundan kaynaklanir. Bu, katesinde A ve B halkalari birbirine
dikey iken (Fukuhara vd. [101]), butin molekil boyunca radikali delokalize eden C,-C3
cifte bag ve diizlemsel geometri vermesinden kaynaklanir (Rice-Evans vd. [24]).
Flavonoidin 1-e oksidasyonundan (retilen ariloksil radikali konjugasyon ile stabilize
edildiginde flavonoidin redoks potansiyeli diser, radikal sonimleme ve antioksidan
aktivite artar. Flavanonol ve flavanonlar, konjugasyonun eksikliginden dolayi zayif
antioksidanlardir (Pietta [17]). Kuersetinin, ABTS yontemiyle bulunan, troloks ekivalent
antioksidan kapasitesi (TEAC) (4,7), katesinin (2,4) hemen hemen iki katidir. Bu da, 4
pozisyonunda 2-3 doymamisligin ve bir karbonil varliginin dnemini anlatir (Heim vd.
[102]). Benzer durumda morinin B halkasinda gecis metal iyon kelatlasmasindan
sorumlu o-katekol fonksiyonel grubu yoktur ve bu sebepten morin kuersetinden daha
az koruma gosterir. Kuersetin, katesin ve morinden farkl olarak yiksek antioksidan
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aktivite icin gerekli olan (g sarti saglar: 3- ve 5-OH substitlientlerinin 4-keto grubu ile
metal kelatlasmasi, 2,3 ¢ifte baginin 4-karbonil ile konjugasyonu ve B halkasinda 3’,4’-
dihidroksifenol (o-katekol) substitlisyonu. Kuersetin esasen Cu(ll) ile 1:1 kelat olusturur
ve olusan kompleks serbest flavonolden daha yiksek radikal sonimleme aktivite
gosterir. Bu degerlendirme DPPH ve siklik voltametri yontemleriyle yapilmistir (Pekal
vd. [28]). Test edilen flavonoidlerin NHE (pH 7,4 fosfat tamponunda [=0,16 iyonik
kuvvette) karsi redoks potansiyelleri kuersetin (0,29 V) < morin (0,34 V) < katesin (0,36
V) sirasiniizlerken (Jorgansen vd. [103]); katesinin E,y-;’de ¢ok daha ylksek potansiyel
gosterdigi baska kaynaklarca bildirilmistir (Pietta [17]). Kilmartin vd. [104] 0,5 mM
antioksidanin birinci anodik pikinin potansiyelini (E,.) camsi karbon elektrotta pH 3,6
icin tartarik asidin etanol-sulu ¢Ozeltisinde 6lctiler ve kuersetin (0,376) < morin (0,419)
< katesin (0,455) siralamasini elde ettiler. Bu ¢alismada gorildigi gibi, askorbik asidin
bakir(ll) katalizli otoksidasyonuna test edilen flavonoidlerin inhibisyon etkisi, redoks
potansiyellerine uygun olarak kuersetin > morin > katesin seklindedir. Boylece tek tek
flavonoidlerin AA oksidasyonunu korumasindaki siralamasi, yapi-antioksidan aktivite

iliskisiyle aciklanabilir.

4.4 Olasi Flavonoid Biyoyararlanim ve Sonuglarin Besin Teknolojisine Yansimalari

Besin kaynaklarindaki flavonoidler, antioksidan etkiyi arttiracak sekilde mide ve
bagirsaklarda absorbe edilir. Absorpsiyon ylizdesi normalde yenilen dozun yizde
birkacini gecmez. Bu deger, bozulmamis flavonoidler ve flavonoid konjugelerinin kan
seviyesindeki degerinin oOlcllmesiyle saptanir (Pietta [17]). Bircok kompleks yan
reaksiyonlar, tiketilen flavonoidlerin biyoyararlanimindan etkilenir. Bu reaksiyonlar
bakteriyel enzim katalizli hidroliz, heterosiklik O iceren halkanin ayrilmasi,
dehidroksilasyon ve dekarboksilasyon gibi olaylari icerir. Cay katesinlerinde oldugu gibi,
uzun sire yesil cay tiketilmesi yesil cay bilesiklerini ve metabolitlerini 6lgmek icin
gerekli olan plazma konsantrasyonunu saglar. Hatta yesil cay katesinleri, plazma
askorbat ve toplam glutatyon seviyelerinde gecici bir azalmaya neden olabilir. Clink{
0,282 V askorbat™, H'/askorbat™ ciftinden daha vyiiksek bir potansiyele sahip
katesinden (retilen ariloksil radikalleri, glutatyondan tireyen askorbati oksitleyebilir

(Pietta vd. [105]).
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Askorbik asidin oksijen, 1s1, i1stk ve gecis metal iyonlarina duyarlihk géstermesi, C
vitamininin besin ve farmasotik formdilasyonlarini stabil kilmada problem olusturur. AA
korunmasinda, kuru besin (rtnleri ile oksijen absorpsiyonuna ilaveten (Waterman ve
Roy [106]) sinerjistik antioksidan olarak amla (emblia officinalis) meyve ekstrakti
kullanilir. Bu meyve ekstrakti ilag, besin ve kozmetik sanayiinde, zeolit veya reaktif
oksijen tlirlerinin sonliimleyicisi olan maddelerle gecis metal iyon kompleksleri

olusturur (Ghosal [107]).

C vitamini korunmasinin benzer sonuglari ile antioksidan stabilizasyonu icin AA, sitrik
asidin etkisiz oldugu notral fosfat tamponda yesil cay katesinlerini korumasinda oldugu
gibi, (Chen vd. [108]) diger besin Urinlerine ilave edilmistir. Flavonoidler, gida ve
ilaclara uygun bilesikler oldugu ve ticari Urlinlerde C vitamininin stabilitesini arttirmak
icin kullanilabildigi icin, polifenollerce bu zengin desteklerin kullanimini arttirir
(Cermak ve Wolffram [70]). Bu calismanin sonuclarindan, AA’nin bioflavonoid icerikli
besin katkili formiilasyonlarinin ¢cok stabil olabilecegini ve bu yizden saghga, saf C

vitamininden daha fazla, yararli olabilecegi sonucunu ¢ikarabiliriz.

4.5 Lipit Peroksidasyonunun Flavonoidler Tarafindan Engellenmesi

Bakir(ll)-askorbik asit sistemi ile indliklenmis lipit peroksidasyonu, hidroperoksit
konsantrasyonuna bagl olarak birinci derece reaksiyon kinetigi izledi. Potansiyel
antioksidan koruyucu olan ayni sayida —OH grubuna sahip benzer yapidaki farkh
flavonoidlerin (kuersetin, morin ve katesin) etkileri, secilen peroksidasyon sistemde
incelendi. Flavonoidlerin LA peroksidasyonunu korumasinda onleyici sirasi: morin >
katesin > kuersetin olarak saptandi, yani katesin ve kuersetin konsantrasyonlarina bagh
olarak antioksidan ve prooksidan etki gosterirken; morin biitiin konsantrasyonlarda
antioksidan etki gosterdi. Bir antioksidan bilesik ile saglanan lipit peroksidasyonunun
onun yokluguna gore relatif hiz yikselme degisikligi (yani hiz sabiti artmasi) bu
calismada, prooksidan aktivitenin hesaplanabilir bir 6lcimini tanitmaktadir. Test
edilen flavonoidlerin genel antioksidan davranislari, pH 7’de flavonoidlerin kosullu
bakir kelatlama kabiliyetine goredir. Kuersetinin olaganisti antioksidan yetenegi,
kararh ariloksil radikalinin olusumundan kaynaklanir. Bu, katesinde A ve B halkalari

birbirine dikey iken (Fukuhara vd. [101]), bitin molekiil boyunca radikali delokalize
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eden C,-C3 c¢ifte bag ve diizlemsel geometri vermesinden kaynaklanir (Rice-Evans vd.
[24]). Flavonoidin 1-e oksidasyonundan {Uretilen ariloksil radikali konjugasyon ile
stabilize edildiginde, flavonoidin redoks potansiyeli diser (mesela test edilen
flavonoidler arasinda QR en disiik), radikal soniimleme ve antioksidan aktivite artar.
Flavanonol ve flavanonlar, konjugasyonun eksikliginden dolayi zayif antioksidanlardir
(Pietta [17]). Bununla birlikte, flavonoidlerde antioksidan aktivite icin olmasi gereken
yapi, sasirtici olarak, Cu(ll) indlkli prooksidan aktivite icin de gereklidir ve boylece
katesin gibi kuersetin de bu calismada LA oksidasyonuna karsi konsantrasyona bagli
olarak antioksidan ve prooksidan (daha ¢ok antioksidan) olarak davrandi.
Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi bircok calisma konusu olmasina ragmen,
prooksidan etkisinin dikkate alindigi cok az literatlir ¢alismasi bulunmaktadir. Bu
nedenle bu c¢alismanin bulgularinin, heterojen gida 6rneklerinin korunmasinda
prooksidan olarak hareket edebilen flavonoidlerin bulundugu gercek sartlarin daha iyi
anlasilmasinda yardimci olacagina inanilmaktadir. Besinlerin gelismis kalite ile dizayni
bu sistemlerde lipit oksidasyonunun fizikokimyasal mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina baghdir (Coupland ve McClements [109]). Bu bakimdan flavonoidlerin
prooksidan davranislarini indiikleyebilen eser gecis metal iyonlarini (tipki sitrik asidin
besinlerdeki eser elementlerle olusturdugu dogal kelatasyon gibi) ortamdan
uzaklastirmak gerekir (lipit oksidasyonunu hizlandiran Fenton tipi reaksiyonlara sebep
olmayacak sekilde). Tim gecis metal iyonlari icin genis bir konsantrasyon araliginda
antioksidatif kalan flavonoidlerce zengin besinler, uzun bir raf 6mri gerekli ise tercih
edilmelidir. Diger taraftan; konsantrasyona ve diger faktorlere bagh olarak hem
antioksidan hem de prooksidan olabilen flavonoidleri iceren besinler, uzun raf émdrla

olamaz ve daha ziyade taze tiketilmelidir.
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Cizelge 4. 1 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve kuersetin varliginda pH=4,5'ta 5,67x10™
M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi

[QR] (M) [Cu(ll)] (M) tzaman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r
2 0,50425 -0,29735
12,5 0,49194 -0,30809
20 0,46411 -0,33338
1,57x107 31,5 0,40141 -0,39641 7,60x10° 0,968
41,5 0,38122 -0,41882
50 0,37313 -0,42814
60,5 0,32409 -0,48933
2 0,49057 -0,30930
3 0,48875 -0,31091
13 0,48287 -0,31617
18 0,41598 -0,38093
3,14x10” 25 0,36494 -0,43778 9,44x10° 0,891
30 0,38304 -0,41676
35 0,38204 -0,41789
40 0,35038 -0,45546
1x10™ 45 0,33843 -0,47053
2 0,49057 -0,30930
3 0,48875 -0,31091
2 13 0,48287 -0,31617 3
4,71x10 5 041598 1033093 15,0x10 0,888
25 0,36494 -0,43778
30 0,38304 -0,41676
2,5 0,36366 -0,43930
7,5 0,28716 -0,54188
13 0,26860 -0,57089
6,28x10” 18 0,22506 -0,64005 24,4x10° 0,982
23 0,19239 -0,71582
28 0,18390 -0,73542
34 0,15385 -0,81290
45 0,12656 -0,89770
9 0,50245 -0,29891
20 0,45436 -0,34260
1,57x107 25 0,45513 -0,34186 4,84x10° 0,907
35 0,44270 -0,35389
48 0,40368 -0,39396
2 0,52640 -0,27868
8 0,50861 -0,29362
14 0,49225 -0,30781
3,14x10” 20 0,49663 -0,30397 7,60x10° 0,925
25 0,43384 -0,36267
30 0,41649 -0,3804
35 0,41939 -0,37738
2410° 45 0,38511 -0,41442
2 0,51188 -0,29083
5 0,49747 -0,30323
15 0,44264 -0,35395 3
4,71x107 21 0,38669 20,41264 8,75x10 0,925
33 0,36848 -0,43359
41 0,36131 -0,44212
45 0,35192 -0,45356
5 0,51228 -0,29049
11 0,50727 -0,29476
2 15 0,46805 -0,32971 3
6,28x10 > 041227 033452 9,90x10 0,923
28 0,39921 -0,39880
45 0,35371 -0,45135
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Cizelge 4. 2 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve morin varliginda pH=4,5'ta 5,67x10" M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi

[MR] (M) [Cu(I)] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r

5 0,48639 -0,31302
10 0,47425 -0,32399

1,57x10” 18 0,46951 -0,32836 1,38x10° 0,772
35 0,46914 -0,32870
40 0,45719 -0,33990
2 0,38338 -0,41637
6 0,37116 -0,43044

3,14x10” 11 0,35797 -0,44615 7,34x10° 0,958
16 0,34077 -0,46754
30 0,32360 -0,48999
37 0,28871 -0,53954
2 0,25377 -0,59556
6 0,26122 -0,58299
1x10™* 11 0,24751 -0,60641
16 0,22383 -0,65008

4,71x107 21 0,19866 -0,70189 10,4x10° 0,889
28 0,18003 -0,74466
35 0,18688 -0,72844
40 0,17062 -0,76797
46 0,17688 -0,75232
1,5 0,33728 -0,47201
5 0,27041 -0,56798

6,28x10” 10 0,20695 -0,68413 22,3x10° 0,845
15 0,19778 -0,70382
25 0,18415 -0,73483
30 0,15997 -0,79596
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Cizelge 4. 3 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve katesin varliginda pH=4,5"ta 5,67x10™ M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi

[CT] (M) [Cu(in)] (M) tzaman (dak.) Abs Log Abs k (dak®) I
4 0,22446 -0,64886
6 0,21433 -0,66892
2 12 0,19887 -0,70143 3
1,57x10 R 016179 079105 27,4x10 0,925
18 0,14640 -0,83446
21 0,14805 -0,82959
1 0,26500 -0,57675
3 0,24787 -0,60578
6 0,24277 -0,61480
. 9 0,22228 -0,65310 3
3,14x10 > 019441 071128 30,2x10 0,955
15 0,17146 -0,76584
18 0,17566 -0,75533
1x10° 21 0,16098 -0,79323
1 0,26500 -0,57675
3 0,24787 -0,60578
6 0,24277 -0,61480
7 9 0,22228 -0,65310 3
4,71x10 > 019441 071128 48,4x10 0,859
15 0,17146 -0,76584
18 0,17566 -0,75533
21 0,16098 -0,79323
3 0,24610 -0,60889
6 0,18706 -0,72802
6,28x10” 9 0,14278 -0,84533 57,8x10” 0,913
11 0,12862 -0,89069
17 0,10904 -0,96241
2 0,21836 -0,66083
4 0,23227 -0,63401
6 0,22137 -0,65488
. 9 0,20163 -0,69544 3
1,57x10 > 018313 072554 24,4x10 0,954
15 0,17058 -0,76807
18 0,15929 -0,79781
21 0,14493 -0,83884
1 0,23021 -0,63788
3 0,24820 -0,60520
6 0,21718 -0,66318
7 9 0,19218 -0,71629 3
3,14x10 > 07518 075652 28,8x10 0,869
15 0,13836 -0,85899
2410° 18 0,14869 -0,82772
21 0,15000 -0,82391
1 0,22153 -0,65457
3 0,19579 -0,70821
6 0,16214 -0,79011
7 9 0,12076 -0,91808 45,8x10° 0,900
4,71x10 12 0,10221 20,99051
15 0,10454 -0,98072
18 0,09473 -1,02353
21 0,09196 -1,0364
1,5 0,17764 -0,75046
3 0,14233 -0,84670
2 6 0,09491 -1,02269 3
6,28x10 5 0068828 116223 56,6x10 0,781
15 0,068899 -1,16179
18 0,065663 -1,18268
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Cizelge 4. 4 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve ikili flavonoid karisimi (kuersetin ve
morin) varliginda pH=4,5"ta 5,67x10™ M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans
degerlerinin, zamanla degisimi

[QR+MR] (M) [Cu(I)] (M) tyaman (dlak.) Abs Log Abs k (dak’™) r
1,5 0,43152 -0,365
4 0,41611 -0,38079
5 15 0,41522 -0,38172 3

1,57x10 2 033652 041283 3,68x10 0,966
40 0,37001 -0,43179
45 0,36272 -0,44043
1 0,47194 -0,32611
11 0,36298 -0,44012
17 0,35823 -0,44584

3,14x10” 24 0,32653 -0,48608 12,2x10° 0,947
30 0,31513 -0,50151
38 0,29146 -0,53542
1x10™ 46 0,25479 -0,59382
1 0,31897 -0,49625
11 0,25168 -0,59915

4,71x10” L 0,24258 -0,61515 19,6x10° 0,966
22 0,19932 -0,70045
30 0,16406 -0,78500
38 0,16086 -0,79355
1,5 0,32157 -0,49272
5 0,23691 -0,62542

6,28x107 10 0,19703 -0,70547 19,8x10° 0,756
16 0,16960 -0,77057
35 0,14912 -0,82646
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Cizelge 4. 5 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve ikili flavonoid karisimi (kuersetin ve
katesin) varliginda pH=4,5ta 5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans
degerlerinin, zamanla degisimi

[QR+CT] (M) [Cu(I)] (M) tyaman (dlak.) Abs Log Abs k (dak’™) r
1 0,50856 -0,29366
10 0,46377 -0,3337
5 23 0,45656 -0,3405 3

1,57x10 % 039205 0,40666 8,75x10 0,941
38 0,36855 -0,4335
45 0,34562 -0,46140
1 0,40447 -0,39311
5 0,33717 -0,47215
10 0,31947 -0,49557

5 18 0,27465 -0,56122 3

3,14x10 >3 021867 066021 16,1x10 0,915
30 0,22895 -0,64026
38 0,20673 -0,68460
1x10™ 45 0,19343 -0,71348
10 0,22910 -0,63997
15 0,19781 -0,70375

4,71x10” 20 0,18385 -0,73554 17,7x10° 0,971
25 0,17430 -0,75870
30 0,15705 -0,80396
1 0,26247 -0,58092
5 0,24464 -0,61147
10 0,19289 -0,71469

6,28x107 15 0,18768 -0,72658 19,3x10° 0,918
20 0,17134 -0,76614
25 0,15062 -0,82212
30 0,15562 -0,80793
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Cizelge 4. 6 Farkli Cu(ll) konsantrasyonlari ve ikili flavonoid karisimi (morin ve katesin)
varliginda pH=4,5"ta 5,67x10™ M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans

degerlerinin, zamanla degisimi

[MR+CT] (M) [Cu(ID] (M) taman (d2K.) Abs Log Abs k (dak™) r
1,5 0,53569 | -0,27109
5 044273 | -0,35386
11 044476 | -0,35187
1,57x107 15 0,43871 -0,35782 11,3x10° | 0,894
25 035204 | -0,45341
30 035194 | -0,45353
45 0,3183 -0,49716
1 0,34606 | -0,46085
5 031842 | -0,49700
10 0,28686 | -0,54233
3,14x107 15 0,23336 | -0,63197 16,1x10° | 0,957
30 0,20619 | -0,68573
35 0,18826 | -0,72524
1x10% 45 0,16898 | -0,77216
1,5 034393 | -0,46353
5 0,24160 | -0,61690
10 0,19248 | -0,71561
4,71x107 15 0,18831 0,72513 17,3x10° | 0,795
30 0,15474 -0,8104
35 0,14685 | -0,83313
45 0,13987 | -0,85428
2 0,28435 | -0,54615
4 0,25062 | -0,60098
4 8 0,19822 | -0,70285 3
6,28x10 3 S T 26,5x10 0,855
17 0,16032 | -0,79501
23 0,16421 -0,78460
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Cizelge 4. 7 Cu(ll) konsantrasyonlari ve ¢l flavonol karisimi (kuersetin, katesin ve
morin) varliginda pH=4,5"ta 5,67x10™ M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarinin, Cu(ll)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(l)-Nc kompleksine ait absorbans
degerlerinin, zamanla degisimi

[QR+MR+CT] (M) [Cu(I)] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r
1 0,48953 -0,31022
5 0,48685 -0,3126
5 10 0,48543 -0,31387 3

1,57x10 > 043026 035627 5,07x10 0,958
30 0,42675 -0,36983
40 0,41175 -0,38537
1 0,36624 -0,43623
10 0,31917 -0,49598

3 15 0,28304 -0,54815 3

3,14x10 20 0,25271 2059738 11,3x10 0,842
25 0,23952 -0,62066
45 0,22441 -0,64896
1x10™ 1 0,31323 -0,50414
0,25512 -0,59326

4,71x107 10 0,20190 ~0,69486 23,7x10° 0,880
15 0,19844 -0,70237
20 0,17808 -0,74938
25 0,17227 -0,76379
1 0,26553 -0,57589
5 0,24398 -0,61265

6,28x10” 10 0,18273 -0,73819 24,4x10° 0,866
15 0,16037 -0,79488
20 0,15726 -0,80338
25 0,15400 -0,81248
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Cizelge 4. 8 pH 4,5’ta Cu(ll) flavonoid kompleksleri ile katalizlenmis askorbik asit
otoksidasyonu icin spesifik hiz sabitleri(K) ve hiz sabitleri (k)

Bakir(ll) konsantrasyonu (uM)
0157 | 0314 | 0471 | 0628
+
Flavonoid (M.'i'dsz:k.l) Kk (dak )
0 (11,0+0,57) x10* | 24,2x 10 | 45,6x10° | 64,0x10° | 75,0x10°
r’=0,992 ’=0,969 | r’=0,999 | r’=0,953 | r’=0,943
4
_ + _ _ _ _
1x10* MQR (3,5(:2_%,:1):10 7,60x10° | 9,44x10° | 15,0x10° | 24,4x10°
i r’=0,968 | r’=0,891 | r’=0,888 | r’=0,982
4 (1,04 +0,10) x10* | 4,84x10° | 7,60x 10 | 8,75x10° | 9,90x 10°
2x10°MQR r’=0,972 r’=0,907 | r’=0,925 | r’=0,925 | r’=0,923
1510™ M MR (4,19 £0,46) x10* | 1,38x10° | 7,34x10° | 10,4x10° | 22,3x 10
r’=0,965 r’=0,772 | r’=0,958 | r’=0,889 | r’=0,845
110* MCT (6,99+0,75) x 10* | 27,4x10° | 30,2x 10" | 48,4x10° | 57,8x10°
r’=0,966 r’=0,925 | r’=0,955 | r’=0,859 | r’=0,913
2l0* M T (7,01£0,63) x 10* | 24,4x10° | 28,8x10” | 45,8x10° | 56,6 x 10
r’=0,976 r’=0,954 | r’=0,869 | r’=0,900 | r’=0,781
4 (3,55+0,51)x 10* | 3,68x10° | 12,2x10° | 19,6x10° | 19,8x 10"
1x107 M (QR+MR) r’=0,942 r’=0,966 | r’=0,947 | r’=0,966 | r’=0,756
4 (2,12+0,37)x10* | 8,75x10° | 16,1x10° | 17,7x10° | 19,3x 10"
1x107 M(QR+CT) r’=0,918 r’=0,941 | r’=0,915 | r’=0,971 | r’=0,918
4 (2,98+0,39) x10* | 11,3x10° | 16,1x10° | 17,3x10° | 26,5x 10"
1x107 M (MR+ CT) r’=0,950 r’=0,894 | r’=0,957 | r’=0,795 | r’=0,855
4 (4,48+0,56) x 10* | 5,07x10° | 11,3x10° | 23,7x10° | 24,4x10°
1x10" M (QR+MR+CT) r=0,054 *=0,958 | r’=0,842 | r*=0,880 | r’=0,866
S, = K degerlerinin standart sapmasi , = regresyon katsayisi (karesi)
k
K = Konsantrasyondan bagimsiz spesifik hiz sabiti, K = ——%——
[Cu(lD)]
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Cizelge 4. 9 Test edilen 1x10™* M flavonoid asitler ve onlarin karisimi ile pH 4,5’ta
bakir(ll) katalizli askorbik asit otoksidasyonunun ilgili asitlik ve kararhlik sabitleri ile
spesifik inhibisyonlari(ls)

Flavonoidler | pKay | pKaz | LogPB: | LogB, | ou By Log By’ | Is

QR 57 | 7,1° | 587° | 7,377 | 1,49x10" | 110 | 2,0414 | 6,76 x 10°
MR 50° | 829° | 4,94° [ 13,42° | 3,90x10° | 3,39 | 0,530 | 6,19x10°
cT 8,64° | 9,41° | 7,91" | 15,88 | 8,91x10™ | 0,0724 | -1,140 | 3,64 x 10°
QR+CT 8,07 x 10°
MR+CT 7,29 x 10°
QR+MR 6,77 x 10°
QR+MR+CT 5,93 x 10°

% Escander ve Sala [33]
®Herrero-Martinez [39]

“ Malesev ve Kuntic [110]
dpanhwar [38]

¢ Kennedy vd. [111]
fTeixeira vd. [37]
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Sekil 4. 1 Farkh Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10'7 M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler

0,0
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4 peonm
o0 w>
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Zaman(Dakika)

Sekil 4. 2 {1x10'4 M Kuersetin ve farkl Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71;
D:6,28)x10” M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 3 {1x10'4 M Morin ve farkli Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10
" M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler

0,0
A
0,2 e B
A C
v D

-0,4

Log A [HA]

14
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Sekil 4. 4 {1x10'4 M Katesin ve farkli Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71;
D:6,28)x10” M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu igin elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 5 {2x10'4 M Kuersetin ve farkh Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71;
D:6,28)x10” M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu igin elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 6 {2x10'4 M Katesin ve farkli Cu(ll) miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71;
D:6,28)x10” M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 7 {1x10™ M flavonoid karisimi (Kuersetin+Morin) ve farkl Cu(ll) miktarlari
[(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10'7 M] } varhiginda askorbik asit oksidasyonu icin elde

-0,3

0,4+

-0,5

-0,6 -

Log A [H,A]

-0,7

-0,8

edilen kinetik veriler

Zaman(Dakika)

Sekil 4. 8 {1x10™ M flavonoid karisimi (Kuersetin+Katesin) ve farkli Cu(ll) miktarlari
[(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10'7 M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde

edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 9 {1x10™ M flavonoid karisimi(Morin+Katesin) ve farkli Cu(ll) miktarlari
[(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10'7 M] } varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde

-0,3

0,4+
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edilen kinetik veriler
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Sekil 4. 10 {1x10™ M flavonoid karisimi (Kuersetin+ Morin+Katesin) ve farkli Cu(ll)
miktarlari [(A:1,57; B:3,14; C:4,71; D:6,28)x10'7 M] }varliginda askorbik asit oksidasyonu

icin elde edilen kinetik veriler
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o 1 2 3 4 5 & 71

[Cu(IN] x 10" M
Sekil 4. 11 Asetat tamponlu flavonoid olmayan ¢ozeltilerde Cu(ll) iyonunun askorbik
asit oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:0) x 10 M Flavonoid ], kq= pH 4,5’de bakir
varhiginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark

30

25

x 10° (dak™)
&
1
u

[Cu(I] x 10" M

Sekil 4. 12 Asetat tamponlu kuersetin ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu (zerine katalitik etkisi [( A:1, B:2) x 10 M Kuersetin 1, ka= pH 4,5'de bakir
varhiginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4. 13 Asetat tamponlu morin ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:1) x 10* M Morin ], kq = pH 4,5’de bakir
varhiginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark

m A
50 * B
40 /
7
s/
Z
7z
<30 /
X 7
3 a
m\/ /’/
S 204 v
X 2
~° ] / .
m
5
104 /
2
2
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[Cu(IN] x 10" M

Sekil 4. 14 Asetat tamponlu katesin ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:1, B:2) x 10 M Katesin ], kq= pH 4,5’de bakir
varhiginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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[Cu(in] x 10" M

Sekil 4. 15 Asetat tamponlu kuersetin+morin karisim ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun
askorbik asit oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:1) x 10* M Kuersetin+Morin ], kq =
pH 4,5’de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark

14 -
12 4

10 1

[Cu(IN] x 10" M

Sekil 4. 16 Asetat tamponlu kuersetin+katesin karisim ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun
askorbik asit oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:1) x 10* M Kuersetin+Katesin ], kq
= pH 4,5’de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki
fark
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Sekil 4. 17 Asetat tamponlu morin+katesin karisim ¢ozeltilerinde Cu(ll) iyonunun
askorbik asit oksidasyonu tzerine katalitik etkisi [( A:1) x 10* M Morin+Katesin ], kq=
pH 4,5’de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark

A
30
m
25 ]
20
x
©
S 15+
> d
2
x
xv10—
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Y5+
0 1 2 3 4 5 6 7

[Cu(] x 10’ M

Sekil 4. 18 Asetat tamponlu kuersetin+morin+katesin karisim ¢ozeltilerinde Cu(ll)
iyonunun askorbik asit oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:1) x 10* M
Kuersetin+Morin+Katesin ], kq = pH 4,5de bakir varliginda ve yoklugunda birinci
dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4. 19 pH 4,5 asetat ile tamponlanmis 1,0 x 10 * M flavonoid ¢ézeltisinde [A:
Flavonoidsiz, B:Kuersetin, C:Morin, D: Katesin] Cu(ll) konsantrasyonunun fonksiyonu
olarak kg; kqg: Cu(ll) varliginda ve yoklugunda birinci mertebe hiz sabitleri arasindaki
fark; dogrularin egimi K: spesifik hiz sabitleri
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Cizelge 4. 10 {1x10 M LA+ farkli bakir konsantrasyonlari} ile oksidasyon calismalari

[AA] (M) [Cu(11)] (M) taman (Saat) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
0,9 0,01776 4,01312
2,17 0,08144 2,42297
3 0,08821 2,33564
22 0,45203 0,19247
22,5 0,45948 0,16244
23 0,57730 -0,31170
23,5 0,70814 -0,88637 2
0 0 24 0,59763 -0,39560 0,302x10 0,860
24,5 0,71185 -0,90439
25 0,79064 -1,32879
25,5 0,54783 -0,19191
26,5 0,82875 -1,57679
27 0,79140 -1,33338
27,5 0,93766 -2,71078
28 0,93455 -2,65878
1 0,02977 3,48403
2 0,06535 2,66037
3 0,03134 3,43108
4 0,00500 5,29296
22 0,18023 1,51479
23 0,13376 1,86812
24 0,23090 1,20324 o
0 1x10” 25 0,17162 1,57419 0,164x10 0,791
26 0,26663 1,01179
27 0,31487 0,77745
28 0,39470 0,42759
46 0,55125 -0,20572
47 0,89771 -2,17204
48 0,35981 0,57619
50 0,76999 -1,20825
1 0,05655 2,81439
2 0,12964 1,90415
3 0,10404 2,15312
4 0,17643 1,54072
0 1x10° 22 0,27438 0,97251 0,190x107 0,781
23 0,44757 0,21049
24 0,51055 -0,04221
25 0,62947 -0,52994
26 0,84383 -1,68701
4 0,15360 1,70664
20 0,19728 1,40338
30 0,24118 1,14622
45 0,30986 0,80077
75 0,39899 0,40968 2
0 1x10° 90 0,42876 0,28691 1,010x10 0,863
105 0,42811 0,28957
135 0,45902 0,16429
195 0,52940 -0,11774
225 0,57123 -0,28687
255 0,84091 -0,66501
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Cizelge 4. 11 {1x10% M LA+ 1x10> M AA+ farkl bakir konsantrasyonlari} ile oksidasyon

calismalari
[AA] (M) [Cu(In)] (M) taaman (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
5 0,03747 3,24591
30 0,01438 4,22722
60 0,01431 4,23217
120 0,06590 2,65145
165 0,05175 2,90815 2
1x10° 0 195 0,09285 2,27937 2,29x10 0,762
225 0,44608 0,21652
235 0,59016 -0,36463
247 0,78848 -1,31579
253 0,81488 -1,48204
260 0,92974 -2,58270
6 0,02809 3,54363
30 0,06223 2,71263
65 0,01772 4,01524
15107 1x10” 95 0,05299 2,88303 3,01x10™ 0,771
158 0,08115 2,42689
218 0,80110 -1,39318
232 0,93444 -2,65698
242 0,98515 -4,19479
30 0,04549 3,04373
60 0,036921 3,26136
90 0,058727 2,77433
120 0,06489 2,66805
150 0,03859 3,21538
3 s 165 0,03859 3,21552 B
1x10 1x10 o 011652 202289 2,40x10 0,716
225 0,40360 0,39047
240 0,61194 -0,45547
255 0,73401 -1,01506
270 0,84697 -1,71103
285 0,97655 -3,72916
6 0,02809 3,54363
30 0,06223 2,71263
65 0,01772 4,01524
1x10° 1x10° 95 0,05299 2,88303 ] ]
158 0,08115 2,42689
218 0,80110 -1,39318
232 0,93444 -2,65698
242 0,98515 -4,19479
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Cizelge 4. 12 {1x10 M LA+ 1x10> M Cu(ll)+ farkli AA konsantrasyonlari} ile oksidasyon

calismalari
[AA] (M) [Cu(in] (M) tzaman (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
30 0,43976 0,24214
60 0,64036 -0,57693
90 0,65749 -0,65213 ,
1x10° 1x10° 120 0,66240 -0,67401 1,85x10 0,841
150 0,87796 -1,97325
210 0,98178 3,98685
240 0,95325 73,01506
5 0,16578 1,61583
18 0,23428 1,18429
25 0,19552 1,41453
32 0,24045 1,15021
45 0,35988 0,57589
54 0,44637 0,21535
63 0,48095 0,07623
68 0,58657 20,34980
74 0,62341 -0,50405 5
5x10° 1x10° 79 0,62966 -0,53076 2,75x10 0,956
84 0,69390 -0,81842
90 0,78104 127174
95 0,73829 -1,03710
105 0,80077 1,39111
127 0,88614 2,05191
143 0,94018 2,75473
152 0,90367 2,23868
165 0,91022 2,31632
180 0,94647 2,87249
3 0,15705 1,68034
10 0,06673 2,63802
18 0,11541 2,03663
31 0,15690 1,68148
44 0,19864 1,39482
58 0,29880 0,85302
72 0,37645 0,50464
» 4 79 0,61849 20,48314 >
1x10 1x10 - 040517 0143 1,90x10 0,812
95 0,52755 -0,11031
113 0,58915 20,36045
130 0,43837 0,24778
148 0,55079 20,20386
163 0,79782 137272
183 0,87870 -1,98018
208 0,77035 1,21029
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Cizelge 4. 13 {1x10% M LA +1x10> M Cu(ll) + 5x10™ M AA+ farkli kuersetin
konsantrasyonlari} ile oksidasyon ¢alismalari (LA/Cu(ll) =10, Cu(ll)/AA=20)

[QR] (M) [Cu(in] (M) taaman (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
3 0,18774 1,46476
14 0,12690 1,92865
24 0,18168 1,50501
33 0,26066 1,04254
61 0,28466 0,92146
74 0,52274 -0,09102
2%10”7 1x10° 85 0,56035 -0,24258 1,53x10’2 0,797
98 0,45578 0,17734
108 0,60329 -0,41919
118 0,64933 -0,61610
129 0,56513 -0,26201
145 0,64715 -0,60654
164 0,49290 0,02840
185 0,79371 -1,34744
3 0,18934 1,45430
14 0,24837 1,10733
24 0,24712 1,11403
33 0,30708 0,81381
47 0,27070 0,99107
61 0,24160 1,14393
74 0,40845 0,37038 2
4x10” 1x10° 85 0,40388 0,38932 2,26x10 0,896
98 0,61973 -0,48840
108 0,58238 -0,33255
118 0,82562 -1,55490
129 0,80428 -1,41326
145 0,89392 -2,13142
164 0,87736 -1,96766
185 0,88637 -2,05419
4 0,15167 1,72156
13 0,00890 4,71276
22 0,08890 2,32714
34 0,04805 2,98627
45 0,11303 2,06016
55 0,09411 2,26445
67 0,17352 1,56088
8x10” 1x10° 80 0,21710 1,282648 1,83x107 0,799
93 0,27818 0,95351
108 0,26802 1,004692
138 0,42341 0,30879
155 0,50927 -0,03708
175 0,53990 -0,15994
195 0,59796 -0,39697
213 0,60612 -0,43103
225 0,73625 -1,02657
4 0,31194 0,79107
13 0,18325 1,49448
22 0,13632 1,84619
34 0,37445 0,51317
45 0,45850 0,16638
10x107 1x10° >5 0,49669 0,01324 3,07x102 0,901
67 0,60864 -0,44160
80 0,75652 -1,13369
93 0,76186 -1,16290
108 0,74822 -1,08914
138 0,9636 -3,27611
155 0,94152 -2,77881
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Cizelge 4. 14 {1x10% M LA +1x10> M Cu(ll) + 5x10™° M AA+ farkli morin
konsantrasyonlari} ile oksidasyon ¢alismalari (LA/Cu(ll) =10, Cu(ll)/AA=20)

[MR] (M) [Cu(I)] (M) tyaman (dlak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak’™) r
4 0,11818 2,00978
15 0,17679 1,53825
25 0,22995 1,20859
35 0,12722 1,92577
48 0,13408 1,86536
59 0,32476 0,73198
71 0,45581 0,17722
87 0,51991 -0,07968 2
1x107 1x10° 98 0,53178 0,12729 2,01x10 0,912
114 0,53352 -0,13428
125 0,41480 0,34416
142 0,59204 -0,37241
160 0,82269 -1,53468
174 0,74472 -1,07065
185 0,86178 -1,83015
197 0,85197 -1,75014
222 0,93314 -2,63595
5 0,091223 2,29879
15 0,25879 1,05227
25 0,23668 1,17097
35 0,27888 0,95002
48 0,24265 1,13821
59 0,20900 1,33096
71 0,42782 0,29075
87 0,61106 -0,4518 2
2x107 1x10° 98 0,68204 -0,76316 2,13x10 0,856
114 0,70928 -0,89189
125 0,73139 -1,00169
142 0,88247 -2,01603
160 0,92492 -2,51115
174 0,74726 -1,08405
185 0,74149 -1,05373
197 0,88986 -2,08931
222 0,96221 -3,23719
4 0,073188 2,538719
12 0,22423 1,241184
20 0,22976 1,209667
30 0,19473 1,419564
37 0,19152 1,440164
48 0,28507 0,91945
65 0,18001 1,51628
3x10” 1x10° 98 0,3989 0,410051 1,19x107 0,843
112 0,5103 -0,04121
125 0,51664 -0,06658
147 0,45889 0,16481
165 0,63541 -0,55550
192 0,58841 -0,35740
220 0,72453 -0,96704
235 0,64302 -0,58850
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Cizelge 4. 14 (devami) {1x10 M LA +1x10 M Cu(l1) + 5x10° M AA+ farkli morin

konsantrasyonlari} ile oksidasyon ¢alismalari (LA/Cu(ll) =10, Cu(ll)/AA=20)

[MR] (M) [cu(ln)] (M) tyaman (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r
5 0,09909 2,20739
13 0,14400 1,78246
20 0,22505 1,23648
30 0,15794 1,67364
38 0,21859 1,27390
48 0,24571 1,12163
65 0,14492 1,77501 2
4x107 1x10° 98 0,37670 0,50358 1,07x10 0,734
113 0,43424 0,26457
125 0,44941 0,20306
147 0,60760 -0,43724
165 0,66946 -0,70574
192 0,65587 -0,64494
220 0,52873 -0,11505
235 0,46278 0,14916
4 0,080295 2,43835
15 0,081622 2,42051
70 0,12908 1,90912
83 0,14145 1,80329
93 0,14585 1,76753
107 0,16495 1,62185 2
6x10” 1x10° 120 0,15571 1,69050 0,99x10 0,838
140 0,17591 1,54431
152 0,24660 1,11683
165 0,16870 1,59487
179 0,38729 0,45872
190 0,33561 0,68292
203 0,42813 0,28949
4 0,26828 1,00337
15 0,26398 1,02538
70 0,38209 0,48069
83 0,43279 0,27048
93 0,37184 0,52433
107 0,32236 0,74295
8x10” 1x10° 120 0,34766 0,62934 0,61x10° 0,796
140 0,46950 0,12215
152 0,49632 0,01472
165 0,52334 -0,09343
179 0,45448 0,18259
190 0,5412 -0,16517
203 0,5702 -0,28267
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Cizelge 4. 15 {1x10% M LA +1x10> M Cu(ll) + 5x10™ M AA+ farkli katesin
konsantrasyonlari} ile oksidasyon ¢alismalari (LA/Cu(ll) =10, Cu(ll)/AA=20)

[CT] (M) [Cu(l)] (M) tzamen (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
5 0,12163 1,97708
14 0,08095 2,42951
20 0,14367 1,78514
29 0,12748 1,92343
39 0,15856 1,66898
54 0,12249 1,96906
68 0,23322 1,19022
1107 1x10° 82 0,22563 1,23315 1,86x107 0,910
105 0,19050 1,44677
130 0,33983 0,66405
144 0,68311 -0,76810
158 0,46364 0,14569
175 0,72392 -0,96399
192 0,77008 -1,20876
205 0,78430 -1,29090
225 0,88014 -1,99376
4 0,04493 3,05673
11 0,25551 1,06944
17 0,19226 1,43539
26 0,19509 1,41727
35 0,15509 1,69523
59 0,42162 0,31613
70 0,44140 0,23548 2
2x107 1x10° 85 0,50554 -0,02216 2,35x10 0,839
95 0,60467 -0,42496
110 0,68998 -0,80003
122 0,65671 -0,64867
132 0,61811 -0,48153
143 0,67622 -0,73645
155 0,73580 -1,0243
167 0,94685 -2,88002
13 0,11702 2,02096
20 0,17406 1,55712
28 0,081677 2,41978
38 0,23634 1,17285
53 0,27718 0,95849
68 0,31828 0,76169
82 0,45729 0,17126
3x10” 1x10° 105 0,54484 -0,17984 1,80x107 0,893
130 0,5329 -0,13179
144 0,62076 -0,49278
158 0,62129 -0,49503
175 0,53397 -0,13609
192 0,78105 -1,2718
205 0,80603 -1,42442
225 0,93172 -2,61342
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Cizelge 4. 15 (devami) {1x10 M LA +1x107 M Cu(ll) + 5x10° M AA+ farkli katesin

konsantrasyonlari} ile oksidasyon calismalari (LA/Cu(ll) =10, Cu(ll)/AA=20)

[CT] (M) [Cu(In)] (M) taaman (dak.) Abs(A) Ln((1- A)/A) k (dak™) r’
11 0,18498 1,48296
17 0,23641 1,17246
26 0,14539 1,77123
35 0,27161 0,98647
47 0,40047 0,40351
59 0,43810 0,24888 2
4x10”7 1x10° 70 0,53452 20,13830 2,97x10 0,940
85 0,63598 -0,55796
95 0,70044 -0,84939
110 0,84222 -1,67484
122 0,90865 -2,29726
132 0,8272 -1,56591
143 0,87897 -1,98271
6 0,28124 0,93832
15 0,20773 1,33866
20 0,16790 1,60058
28 0,16895 1,59309
40 0,27475 0,97066
51 0,29223 0,88458
60 0,39527 0,42521 2
6x10” 1x10° 70 0,33306 0,69438 1,47x10 0,894
84 0,44954 0,20253
110 0,47697 0,09219
124 0,53169 -0,12693
140 0,54766 -0,19122
156 0,76946 -1,20526
168 0,63191 -0,54042
195 0,81350 -1,47291
6 0,35124 0,61359
15 0,18475 1,48449
20 0,23051 1,205434
28 0,20705 1,34280
40 0,18752 1,46621
52 0,39053 0,44509
60 0,43313 0,26909
8x10” 1x10° 71 0,51762 -0,07051 1,88x107 0,852
85 0,50097 -0,00388
110 0,59371 -0,37932
124 0,72160 -0,95241
141 0,78165 -1,27531
157 0,90599 -2,26563
168 0,87236 -1,92199
195 0,78747 -1,30974
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Cizelge 4. 16 Farkli bakir(ll) konsantrasyonlarinda {1x10° M LA, 1x10° M LA +1x1073 AA
ve 1x10* M LA} ve farkl AA konsantrasyonlarinda {1x10° M LA + 1x10°> M Cu(I1)}

peroksidasyon calismalari

cu(ly/A

[Cu(inIM | LA/Cu(Il) A k+Sy (dakika ™)? r % inhibisyon %
0 0 0 (0,302 + 0,032) x 107 0,860 - -
ba0?m | 1X10 7 10° 0 (0,164 + 0,022) x 107 0,791 45,58 45x10°%
LA -5 3 -2 6
1x10 10 0 (0,190 + 0,035) x 10 0,781 37,13 3,7x10
1x107 10 0 (1,010 +0,130) x 102 0,863 -233,7 -2,3x10°
[Cu(yIMm
0 0 0 (2,2940,39) x 107 0,762 - -
1x10%M
LA 1x10” 10° 107 (3,0140,61) x 107 0,771 31,4 -3,1x108
+ -5 3 -2 -2 5
, 1x10 10 10 (2,4040,45) x 10 0,716 -4,80 -4,8x10
1x10%™m
AA .
1x10° 10 1 Oksidasyon . i ) )
gerceklesmedi
[AA] M
210 M 0 10 0 (1,0140,13) x 107 0,863 - -
X
LA 1x10° 10 100 (1,8540,32) x 107 0,841 -83,17 -83x10°
+
bao’m | 5x10 > 10 20 (2,750,14) x 107 0,956 -172,3 3,4x10°
cu(ln . N 5
1x10 10 10 (1,9040,24) x 10 0,812 -88,12 -8,8x10

® Lineer regrasyon analizinde kullanilan deneysel noktalarin sayisi N=19 idi.
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Cizelge 4. 17 Farkh flavonoid konsantrasyonlarinda [LA/Cu (1) =10, Cu(ll) /AA =20 ]
{1x10% M LA + 1x10> M Cu(Il) + 5x10° M AA} nin peroksidasyon calismalar

[QR] (M) k+S\ (dakika ™) r* | % inhibisyon | % I

0 (2,7540,14) x 10” 0,956 - -
2x107 (1,53+0,21) x 107 0,797 44,5 2,2x10%
4x10”7 (2,26+0,21) x 107 0,896 17,9 45x10’
8x 10”7 (1,83+0,23) x 10 0,799 33,5 42x10’
10x 107 (3,07+0,31) x 107 0,901 -11,7 -1,2x10"
[MR] (M)

0 (2,7540,14) x 10” 0,956 - -
1x10” (2,01+0,16) x 107 0,912 26,9 2,6x10°8
2 x107 (2,13+0,22) x 107 0,856 22,5 1,1x10°8
3x10” (1,19+0,14) x 107 0,843 56,7 1,9x 108
4x107 (1,0740,17) x 10 0,734 61,1 1,5x10°%
6 x10” (0,99+0,12) x 107 0,838 64,0 1,1x10°8
8 x10” (0,61+0,09) x 107 0,796 77,8 9,7x 10"’
[CT] (M)

0 (2,7540,14) x 10” 0,956 - -
1x107 (1,86+0,15) x 107 0,910 32,4 3,2x10°8
2 x107 (2,39+0,28) x 107 0,839 13,1 6,5x 10"
3x10” (1,80+0,17) x 107 0,893 34,5 1,2x10°8
4x10” (2,97+0,22) x 107 0,940 -8,0 -2,0x10’
6 x10” (1,47+0,13) x 107 0,894 46,5 7,8x10"
8 x10” (1,88+0,21) x 107 0,852 31,6 3,9x10’

? Lineer regrasyon analizinde kullanilan deneysel noktalarin sayisi N=19 idi.
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Cizelge 4. 18 Test edilen flavonoid asitler ile pH 7,0’da bakir(ll)-askorbik asit ile
indiklenmis linoleik asit peroksidasyonunun ilgili asitlik ve kararlilik sabitleri ile spesifik
inhibisyonlari(ls)

Flavonoid | pKay | pKax | LogPB; | LogB, | ou B2 Log B’ | Is (ortalama)
QR 57 | 7,1° | 587° | 737" | 430x10" | 433x10° | 6,64 | 1,02x10°
MR 50° | 829° | 4,94° | 13,42° | 480x10” | 6,06 x10"° | 10,78 | 1,61x10°
cT 8,64° | 9,41° | 7,91" | 15,88" | 8,91x10° | 595x10" | 7,77 | 1,39x 10°

® Escander ve Sala [33]
®Herrero-Martinez [39]
“ Malesev ve Kuntic [110]
dpanhwar [38]

¢ Kennedy vd. [111]
fTeixeira vd. [37]
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Zaman(Dakika)

Sekil 4. 20 Ornek sigmoidal egri (1x10° M LA+ 1x10> M Cu(ll) + 5x10° M AA ile
oksidasyon calismasi)

Ln((1-A)/A)

T 1 T T T "~ T 1T T 1T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman(Dakika)

Sekil 4. 21 Origin 8.0 programinda cizilen 6rnek sigmoidal egrinin analizi ile hiz sabitinin
bulunmasi ( k= 0,02753 dak.™).
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Sekil 4. 22 {1x102 M LA+farkli bakir konsantrasyonlarindaki oksidasyon calismalari
[Cu(l1) 0, 1x107, 1x10°, 1x10™ M] }.

1,2 -
= 0MCu(ll)
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S 04+
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Sekil 4. 23 {1x102 M LA+1x10> M AA+farkl bakir konsantrasyonlarindaki oksidasyon
calismalari [Cu(ll) 0, 1x107, 1x107, 1x10° M] }.
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Sekil 4. 24 {1x102 M LA+1x10> M Cu(ll)+ farkli AA konsantrasyonlarindaki oksidasyon
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04
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T
20

102 M LA+1x10> M Cu(ll)+ 5x10° M AA+ farkli kuersetin

konsantrasyonlarindaki oksidasyon calismalari, [Kuersetin (0, 1, 2, 3, 4, 6) x107 M] }.
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Sekil 4. 26 {1x102 M LA+1x10™ M Cu(ll)+ 5x10° M AA+ farkli morin
konsantrasyonlarindaki oksidasyon calismalari, [Morin (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8) x107 M] }.
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0 50 100 150 200 250
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Sekil 4. 27 {1x102 M LA+1x10> M Cu(ll)+ 5x10° M AA+ farkli katesin
konsantrasyonlarindaki oksidasyon calismalari, [Katesin (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8) x10” M] }.

140



4.6 Tartisma

Bu calismanin ilk boliminde AA’nin, Cu(ll) iyon varliginda ve vyoklugunda,
oksidasyonuna benzer kimyasal yapidaki farkl flavonoid bilesiklerinin [kuersetin(QR),
morin(MR) ve katesin(CT)] tek basina ve ikili ve Ug¢li karisimlari halinde etkisi,
havalandirilmis asetat tamponlu ¢ozeltide (pH = 4,5), 25 °C’'de ve | = 0,1 M KNOs'da,
bakir(ll)-neokuproin reaktifi ile spektrofotometrik olarak incelendi. Cozeltide
oksitlenmeden kalan AA konsantrasyonu, modifiye CUPRAC (cupric ion reducing
antioxidant capacity) yontemi kullanilarak tayin edildi. pH 4,5'da AA’'nin Cu(ll) katalizli
oksidasyonu birinci derece kinetik izledi. AA’nin katalitik oksidasyonu, stabil Cu-
kuersetin ve morin kompleksleri ile Cu-katesin kompleksinden daha fazla inhibe edildi.
Bu sonuclar kuersetin ve morin icin, Khan ve Martell’in [4] (bakir kelatlari varliginda
AA’nIn otoksidasyon hizinin metal kompleks stabilitesinin artmasiyla azaldigi calismasi)
sonuclariyla  uyumludur. Bununla birlikte katesinin tuhaf davranisi heniz
yorumlanamadi. Flavonoidlerin ve flavonoid karisimlarinin AA’nin  bakir katalizli
oksidasyonuna inhibisyon etkilerinin tek bilesenler icin kuersetin >morin > katesin,
karisimlar icin kuersetin + katesin > morin + katesin > kuersetin + morin > kuersetin +
morin + katesin siralamasi seklinde oldugu gorilmektedir. Karisimlar icin siralama,
diger antioksidan testleri ile de dogrulanabilen antioksidanlarin olasi sinerjistik veya
antagonistik kombinasyonlari hakkinda bilgi verir. Flavonoidler besin ve ilaca uyumlu

oldugu icin ticari Urlinlerde C vitamininin stabilitesini arttirmak icin kullanilabilirler.

Bu calismanin ikinci bdlimiinde, antioksidan olarak flavonoidlerin 37 °C ve pH 7’de
Cu(ll) iyon-askorbat kombinasyonu varliginda ve yoklugunda, havalandiriimis ve inkibe
edilmis linoleik asit (LA) emilsiyonlarindaki, peroksidasyona etkileri incelendi. Bakir(ll)-
askorbik asit sistemi ile indlklenmis lipit peroksidasyon, hidroperoksit
konsantrasyonuna bagl olarak birinci derece kinetik izledi. Bir LA sistemde ferrik
tiyosiyanat metot ile tayin edilen bakir baslaticili peroksit trinlerinin miktari, eklenen
flavonoidlerin olasi antioksidan ve prooksidan aktivitelerini saptamak icin kullanildi.
AA’nin potansiyel antioksidan koruyucusu olan benzer yapidaki farkh flavonoidlerin
([kuersetin(QR), morin(MR) ve katesin(CT)] etkileri, secilen peroksidasyon sistemde
incelendi. Flavonoidlerin LA peroksidasyonunu korumasinda onleyici sirasi: morin >
katesin > kuersetin olarak saptandi. Katesin ve kuersetin, konsantrasyonlarina bagl
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olarak antioksidan ve prooksidan etki gosterirken; morin biitiin konsantrasyonlarda
antioksidan etki gosterdi. Flavonoidlerin antioksidan ve prooksidan davranislari icin,

sonuglar flavonoidlein yapilarina bagli olarak degerlendirildi.
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%1:{(2’29;92’40)}100}4,80 %1s=1'41’§95 =4,8x10’
X

2

1x 1073 M Cu(ll) igin

Oksidasyon gerceklesmedi.

1x102 M LA + 1x10° M Cu + Farkl AA Konsantrasyonlari (Cizelge 4.16)

1x10° M AA igin

%I = (1.01-185) x100 = -83,17 %Is = '83’175 =-83x10°
01 1x10°

5x 10° M AA igin

%I = (1.01-2.75) x100 =-172,3 %Is = '172’35 =-3,4x10°
,01 5x10°

1x10™ M AA igin

%1 = (L01-190) x100 = —88,12 % ls = 88’12_4 =-8,8x10°
01 1x10

(B.67)

(B.68)

(B.69)

(B.70)

1x102 M LA + 1x10° M Cu(ll) + 5x10”> M AA+ Farkli Kuersetin Konsantrasyonlari (Cizelge

4.17)

2x 107 M QR igin

%1{(2’75—_51’53)}10%44,5 %ISZ%:2,2X108
X

2

4x 107 M QR icin

%I = (2.75-2.26) x100=17,9 %Is = 17’97 =4,5x10’
2,75 x10°

2

161

(B.71)

(B.72)



8x 107 M QR igin

%1{(2’75—‘1’5”)}100:33,5 %ols = 3?’05_7 ~42x107 (8.73)

) X

10x 107 M QR igin

%1{(2’75;3’07)}1002—11,7 %Is:%:-mxw (B.74)
) X

1x102 M LA + 1x10> M Cu(ll) + 5x10° M AA+ Farkli Morin Konsantrasyonlan (Cizelge
4.17)

1x 107 M MR igin

%1 :{(2’75—_2’01)} x100 =26,9 %ls = 2?;)9_7 =2,6x10° (B.75)
X

2

2x 107 M MR igin

%1{(2’75—‘2’13)}100:22,5 %Is=%=1,1x108 (8.76)

, X

3x 107 M MR igin

%1 = (2’75—_1’19) x100 = 56,7 %Is = 56’77 =19x10" (B.77)
, 75 3x10°

4x 107 M MR igin

1| (275-107) x100 =611 %1s=L17=1,5x108 (B.78)
75 4x10 "

6x 107 M MR igin

0p1<| ZT52099)] 100~ a0 %ls=—2"0 _ _11x10° (8.79)
, 75 6x10 "
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8x 107 M MR igin

%1:{(2’75—_2’61)}100:77,8 %ls= 7?;)8_7 =9,7x10 (B.80)
X

2

1x102 M LA + 1x10® M Cu(ll) + 5x10° M AA+ Farkli Katesin Konsantrasyonlar (Cizelge
4.17)

1x 107 M CT igin

%I:{Q’%—_;’SQ}XIOO:QA %Is:1 3?;)4_7 =3.2x10® (B.81)
X

2

2x107 M CTigin

%1:{(2’75;52’39)}10%13,1 %Iw%zé,smo7 (B.82)
X

2

3x 107 M CTigin

o1 | BT80N 100 345 %ls= -0 —12x10" (8.83)
75 3x10°

4x 107 M CT igin

%I = (2.75-297) x100 = -8,0 %IS=LO7=—2,0><107 (B.84)
75 4x10°

6x 107 M CT icin

1| 1275-147) x100 = 46,5 %1Is = 46’57 =7,8x10’ (B.85)
, 75 6x10 "

8x 107 M CT icin

%I = (2.75-1388) x100 =316 %ls = 31’67 =39x10’ (B.86)
75 8x10°
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Ortalama % |s hesaplamasi (Cizelge 4.18)

QRigin:
Ort % I=[(2,2 x 10%)+ (4,5 x 10”) + (4,2 x 107)] /3=1,02 x 10® (B.87)

MR igin:

Ort % I=[(2,6 x 10%) + (1,9 x 10%) + (1,5 x 10®%) + (1,1 x 10%) + (9,7 x 107)] /5= 1,61 x 10®
(B.88)

CTigin:
Ort % I=[(3,2 x 10%) + (1,2 x 10%) + (7,8 x 107) + (3,9 x 107)]/4= 1,39 x 10° (B.89)
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