A4. Gidalarda Antioksidan Aktivite Analizi

1. Genel Bilgi

Antioksidanlar oksidatif zincir reaksiyonlarinin baglamasin1 veya gelismesini inhibe ederek;
lipitlerin, protein ve DNA gibi biyolojik molekiillerin oksidasyonunu engelleyen veya
geciktiren bilesiklerdir (Javanmardi ez al. 2003). Oksijen tiikketen organizmalarin tiimiinde;
biyolojik molekiillerin oksidasyonunu Onleyen enzimatik veya enzimatik olmayan c¢esitli
antioksidan bilesikler bulunmaktadir. Stiperoksit dismutaz (SOD, Superoxide dismutase),
glutatiyon peroksidaz (GSHPx, Glutathione peroxidase) ve katalaz en onemli antioksidan
enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerin basinda ise; askorbik asit, E vitamini,
karotenoidler ve polifenoller gelmektedir. Bu bilesiklerin antioksidan o6zellikleri, okside
olabilir ¢ift bag icermeleri veya hidroksil gruplar1 icermeleri ve bu yapilarin da elektronca
zengin olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Askorbik asit, E vitamini ve karotenoidler oksijenin reaktif formlarini inaktive etmek suretiyle
antioksidan etki gostermektedir. Buna karsin fenolik maddeler ise, serbest radikalleri
baglayarak, demir ve bakir gibi serbest metal katyonlariyla kelat olusturarak ve lipoksigenaz
enzimini inaktive etmek suretiyle bu etkiyi gostermektedir (Frankel 1999). Reaktif oksijen
(RO) formlar1 ya da tiirleri denildiginde, oksijen radikalleri ile oksijenin radikal olmayan
tirevleri anlagilmaktadir. Bu tanimin kapsamindaki oksijen radikalleri; siiperoksit anyon
(O ), hidroksi (HO"), peroksi (ROO"), alkoksi (RO") ve hidroperoksi (HOO") radikalleridir.
Radikal olmayan reaktif oksijen tiirevleri ise; hidrojen peroksit (H,0,), ozon (Os) ve singlet
oksijendir (*O,) (Choe and Min 2005).

Gerek viicutta gerekse gidalarda cesitli nedenlerle olusan RO tiirleri 6ncelikle bulunduklari
ortamda bulunan antioksidanlar1 okside ederler. Boylece biyolojik molekiiller, oksidatif
hasardan korunarak yapisal ve fonksiyonel nitelikleri bozulmadan kalir. Antioksidanlar,
oksidatif zincir reaksiyonlarinin "baslamasini 6nleyen primer antioksidanlar" ve "gelisimini
onleyen ikincil veya koruyucu antioksidanlar" olmak tizere 2 ana baslik altinda
incelenmektedir (Apak et al. 2007). Antioksidanlarin oksidatif zincir reaksiyonlarini 6nleme
mekanizmalar1 1, 2 ve 3 No’lu esitliklerde gosterilmistir.

R* + AH — RH + A* (1)
ROO* + AH — ROOH + A* )
RO* + AH — ROH + A* 3)

Bu reaksiyonlar sonucunda, antioksidanlar, ya lipit radikali (R*) ile reaksiyona girerek lipit
oksidasyonunun baslamasini (1) ya da peroksi (ROO*) veya alkoksi (RO*) radikaller ile
reaksiyona girerek oksidasyonunun gelisimini (2 ve 3) onlerler. Antioksidanlarin bu etkileri
nedeniyle; aralarinda kalp ve damar hastaliklar1 ile kanser, katarakt gibi hastaliklarin da
bulundugu pek c¢ok hastalig1 6nleyici etki gosterdikleri ve yaslanmay1 geciktirme gibi olumlu
etkiler yarattig1 distiniilmektedir.

Gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin bir boliimii elektron transferi reaksiyonuna (ET, Electron Transfer) dayanmakta,
diger boliimii ise, hidrojen atomu transferi (HAT, Hydrogen Atom Transfer) reaksiyonuna
dayanmaktadir. ET ne dayali yontemler, antioksidan tarafindan indirgenen oksidanin renginde
meydana gelen degisimleri 6l¢mektedir. ET nin esas alindigi yontemde; renkli oksidan bir
bilesik (radikal) ile antioksidan maddenin redoks reaksiyonu séz konusudur. Radikal,
antioksidandan elektron alarak indirgenmekte ve rengi degismektedir. Renkteki degisim ile
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ornek i¢inde bulunan antioksidan miktar1 arasinda iliski bulunmaktadir Absorbanstaki
degisim, antioksidan konsantrasyonuna kars1 grafige aktarilmakta, elde edilen kurvenin egimi
antioksidanin indirgeme kapasitesini gostermektedir. Gidanin antioksidan kapasitesi, Troloks
veya gallik asit esdegeri olarak ifade edilmektedir. ET’ne dayali yontemler arasinda; troloks
esdeger antioksidan kapasitesi (ABTS/TEAC), difenil-1-pikrilhidrazil radikal tutma kapasitesi
(DPPH, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay), ferrik iyon
indirgeme antioksidan parametresi (FRAP, Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) ve
N,N-dimetil-p-fenilendiamin analizi (DMPD, N,N-dimethyl-p-phenylenediamine assay)
yontemleri bulunmaktadir.

HAT’ne dayali antioksidan aktivite 6l¢tim yontemlerinde; antioksidan (AH, Antioxidant) ve
substrat, yani lipit (LH, Lipid), azo bilesiklerinin par¢alanmasi ile olusan peroksi radikalleri
icin yarigmaktadir. Bu reaksiyonlar 4 ve 5 No’lu esitliklerde verilmistir. Antioksidanlar
peroksi radikali (ROO*) ile reaksiyona girerek okside olmakta ve bu sirada da lipitlerin
peroksidasyonunu 6nlemektedirler.

ROO* + AH — ROOH + A* (4)
ROO* + LH — ROOH + L* (5)

HAT’ne dayali yontemler arasinda; oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC, Oxygen
Radical Absorbance Capacity) ile toplam radikal tutma antioksidan parametresi (TRAP, Total
Radical trapping Antioxidant Parameter) yontemleri bulunmaktadir. Gerek ET’ne gerekse
HAT’ne dayali yontemlerle ilgili ayritili bilgiler bolumiimiizde yapilan tez ¢aligsmalarinda
verilmistir (Erge-Burdurlu 2007, Apaydin 2008).

Bu uygulamada, DPPH (2,2-diphenyl-1-pcyrylhydrazyl) yontemi kullanilarak nar sularinin
antioksidan aktivitesi belirlenecektir. DPPH yontemi, kolay uygulanabilir olmasindan dolay1
ozellikle meyve ve sebze sularinin antioksidan aktivitelerinin Olgiilmesinde siklikla
kullanilmaktadir.

2. ilke

Mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH" radikalinin, test bilesigi ile reaksiyonundan sonra
indirgenmesi sonucu, renkte meydana gelen azalmanin (mordan sariya doniisiim)
spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda ol¢iilmesine dayanmaktadir. Yogun mor renkli
DPPH* radikal ¢ozeltisi, antioksidan aktiviteye sahip ekstrakt ile karistirilinca, antioksidan
bilesen ortama bir hidrojen atomu vermekte ve stabil, radikal olmayan DPPH formuna
doniigmektedir. Bu doniisiim sirasinda es zamanli olarak yogun mor renk (DPPH’)
kaybolmakta ve indirgeme sonucu sar1 renk (DPPHH) olusmaktadir. Bu reaksiyon kisaca
Sekil 2’de 6zetlenmistir (Molyneux 2004).

3. Kimyasallar

Metanol —  2,2-diphenyl-1-pcyrylhydrazyl (DPPH) —— standart antioksidan madde
(askorbik asit veya troloks)

DPPH' radikal ¢ézeltisi, 1 mM:100 mL’lik bir radikal ¢ozeltisi hazirlamak icin 0.03943 g
DPPH tartilir, bir miktar metanol i¢inde ¢oziindiiriilerek kayipsiz sekilde 100 mL’lik bir 6lcti
balonuna aktarilir ve metanol ile balon hacmine tamamlanir. Boylece, 1 mA’lik 100 mL
DPPH" radikal c¢ozeltisi hazirlanmis olur. Bu ¢dzelti, her giin taze olarak hazirlanmal ve
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Ol¢iim yapilmadigi anlarda aliiminyum folyoya sarili bir sekilde, karanlik bir ortamda ve
+4°C’ de muhafaza edilmelidir.

NO,

H
Q — 3 O,N N—N

NO,

2,2-difenilpikril hidrazil(DPPH) + AH ——— 2,2-difenilpikril hidrazin(DPPHH) + A
(mor renkli serbest radikal) (sari renkli radikal olmayan form)

Sekil 2 DPPH* radikalinin indirgenmesi

4. Geregler

Spektrofotometre

5. islem

>
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Meyve veya sebze gibi doku igeren bir materyalde analiz yapilacaksa, once Ornekteki
antioksidan bilesiklerin ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bu amagla 25 g numune
tizerine 50 mL % 80'lik aseton ilave edilerek 6nce blender daha sonra da homojenizator ile
3'er dak. homojenize edilir. Meyve suyu veya konsantresi gibi sivi 6rneklerde ise, sirasiyla
25 mL veya 5 g oOrnek almir ve iizerine 25 mL % 80'lik aseton ilave edilerek
homojenizator ile 1 dak. stireyle homojenize edilir. Daha sonra, karisim Buchner hunisi
yardimi ile Whatman 1 No’lu filtre kagidindan filtre edildikten sonra, filtre keki bir kez
daha % 80'lik aseton ile ekstrakte edilir. Elde edilen filtrat, doner evaporator balonuna
aktarilarak 45 °C’de ortamdaki asetonun % 90’1 uzaklastirilir. Kalan sulu ekstrakt 10
mL'ye % 80’lik aseton ile tamamlanip filtre edilerek tercihen hemen analiz edilir ya da
kahverengi siselerde analize kadar dondurularak muhataza edilir.

Analiz i¢in 5 tane test tiipii alinarak, her birine DPPH" radikal ¢ozeltisinden 600 uL (0.6
mL) alinir.

Ornek ekstraktindan, farkli hacimlerde (20-40-60-80—100 pL) almarak, iclerinde radikal
¢ozeltisi bulunan tiipler tizerine ilave edilir.

Tiip igeriklerinin toplam hacmi 6 mL’ye metanolle tamamlanir.

Tupler karistirildiktan sonra, oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dak. siireyle
inkiibasyona birakilir.

Sahit ise, 600 pL DPPH" radikal ¢ozeltisi iizerine 5.4 mL metanol eklenerek hazirlanir.
Sahit tiipii de, oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dak. siireyle inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda gerek 6rnek
gerekse sahit tiip i¢eriklerinin absorbans degerleri okunur. Sahit i¢in elde edilen absorbans
degeri dikkate alinarak, "hesaplama" bolimiinde verilen esitlige gore 5 farkli 6rnek
hacmine karsilik gelen yiizde inhibisyon degerleri hesaplanir.
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6. Hesaplama ve degerlendirme

Her bir 6rnek hacmine karsilik gelen yiizde inhibisyon degerleri, asagida verilen esitlige gore,
hesaplanmaktadir.

% inhibisyon = [(ADPPH - Aekstrakt) / ADPPH] x 100

Burada;
Apppr :DPPH  sahit 6rneginin absorbans degeri
Ackstrakt :Ornek ekstraktinin absorbans degeri

Yukaridaki esitlige gore belirlenen inhibisyon degerleri, 6rnek hacimlerine karsi bir grafige
aktarilip linear regresyon analizi uygulanmak suretiyle, 6rnege iliskin egriye ve bu egriyi
tanimlayan esitlige ulasilir. Bu esitlik kullanilarak da, ornege iliskin ECs, degeri
hesaplanmaktadir. Eger 6rnege seyreltme uygulandiysa, hesaplamada seyreltme faktorii de
dikkate alinmalidir. ECs, degeri, "ortamda bulunan DPPH radikalinin % 50’sini inhibe eden
antioksidan madde konsantrasyonu" olarak ifade edilmektedir. Bu deger ne kadar kiiclik
olursa, antioksidan aktivite o kadar yiiksek demektir.

Ornek: Nar suyunun antioksidan kapasitesinin belirlendigi bir ¢alismada, 2 mL nar suyu 10
mL’lik 6l¢ti balonunda metanol ile seyreltilmistir (S¢= 5). Daha sonra yukarida anlatildig:
sekilde analiz yiiriitiilerek fakli 6rnek hacimlerine karsilik gelen yiizde inhibisyon oranlari
hesaplanmistir (Cizelge 3). Ornek hacimlerine kars1 belirlenen yiizde inhibisyon degerleri,
linear regresyon analizi uygulanarak bir grafige aktarilinca 6rnege iliskin egriye (Sekil 3) ve
bu egriyi tamimlayan esitlige ulasilmistir. Buna gore nar suyu Orneginin antioksidan
kapasitesini belirleyiniz.

Hesaplama

Sekil 3’°de verilen inhibisyon egrisinin denklemi kullanilarak ECs, degeri (radikalin %50’sinin
inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) hesaplanir. Hesaplamada, ornege uygulanan
seyreltme islemi de (S¢ = 5) dikkate alinmalidir.

% inhibisyon = (0.8339 x 6rnek hacmi) + 5.7043

Yukaridaki esitlikte "% inhibisyon" degeri yerine,% 50 degeri konularak radikalin % 50’sinin
inhibisyonunu saglayan 6rnek hacmi, yani nar suyunun antioksidan kapasitesi hesaplanir.

% 50 =(0.8339 x 6rnek hacmi) + 5.7043
Ornek hacmi = [(50 — 5.7043) / 0.8339] / 5
=10.62 uL ya da 0.0106 mL nar suyu

Cizelge 3 Seyreltilmis nar suyu hacmine karsilik saglanan inhibisyon degerleri

Ornek hacmi (uL ) %]Inhibisyon
20 24.64
40 43.20
60 58.71
80 73.55
100 84.30
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DPPH radikalinin inhibisyonu iizerine etkisi
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