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EKSTRAKSIYON SURESININ VE pH DEGERININ KIRMIZI PANCARDA
TOPLAM FENOLIK MADDE VE ANTIiOKSIDAN AKTIiVITESI UZERINDE
ETKISINIiN iINCELENMESI

OZET

Bu tez ¢alismasinda kirmizi pancardan farkli pH degerlerinde (pH 4-10) hem 1
saatlik hem de 24 saatlik ekstraktlar1 elde edilmistir. Elde edilen bu ekstraktlar
toplam fenolik igerikleri ve antioksidan aktiviteleri agisindan degerlendirildi.

Kirmiz1 pancar (Beta vulgaris L.) bitkisi, dogal bir gida boyasi olan betalainler
acisindan o kadar zengindir ki, bu konuda yapilan bir¢ok ¢alismada hammadde
olarak kullanilmistir. Dogal renkler genellikle ¢esitli botanik kaynaklardan elde edilir
ve gidalarin besleyici ve duyusal 6zelliklerini arttirdiklari i¢in tercih edilmektedir.

Betalainler, gida renklendiricileri olarak yaygin olarak kullanilan ve antioksidan,
anti-inflamatuar, hepatoprotektif, anti-kanser 6zellikleri dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
arzu edilen biyolojik aktivitelere sahip suda ¢Oziliniir bitki pigmentleridir. Basta
pancar olmak tizere gesitli bitkilerden tretilebilirler. Artan talep ile birlikte betalain
ekstraksiyonunda en yiksek verimi elde etmek ve ekstrakte edilen betalainin
stabilitesini saglamak gibi konular 6nem kazanmaya baslamistir.

Antioksidan aktivite tayin yoOntemleri calisilan sistemdeki substrat, reaksiyon
kosullari, konsantrasyonlar ve analizlenecek bilesigin yapisi gibi ¢esitli parametrelere
bagli oldugundan, bir bilesigin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in standart bir
metod yoktur. Bu yilizden antioksidan degerlendirmenin birka¢ metod kullanilarak
farkli oksidasyon sartlar1 altinda calisilmasi Onerilmektedir. Tez kapsaminda da
cesitli metodlarla bitki ekstraktlarinin serbest radikalleri giderme ve antioksidan
aktiviteleri caligilmistir.

Calismamizdaki amacimiz gida olarak kullanilan kirmizi pancarin antioksidant
kapasitesinin pH’1 ekstraksiyon siiresine gore degesimi incelemektedir. Kirmizi
pancardan elde edilen pigment, gida boyasi olarak hem sivi hem de toz halde
kullanilmaktadir. Calisma i¢in kullanilacak yontem iki asamada gerceklesirilecektir.
Birinci asamada kirmiz1 pancar (Beta vulgaris L.) blender ile pargalanacak ve renk
verici pigmentler uygun Ph da su ile ekstrakte edilecektir. Elde edilen ekstrak rotari
evoparatorde 50 derecede yogunlastirildiktan sonra kurutulmak (zere freeze dryer
cihazinda vakum altinda kurutulacktir. Elde edilecek toz pigmentin antioksidan
Ozellikleri DPPH ve ABTS radikal yakalama yontemiyle tespit edilecektir. Ekstrenin
total fenolik bilesik miktarlari da tayin edilecektir.

Calisma sonucundan kirmizi pancardan elde edilen sulu ekstraktin iyi ve giiglii bir
antioksidant 6zellik gosterdigini sdylenebilir ve pH4 genel olarak en iyi antioksidant
aktivite sahip olan ekstrakt oldugunu belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF EXTRACTION TIME AND pH
VALUE ON TOTAL PHENOLIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN RED
BEET

SUMMARY

In this thesis study, both 1-hour and 24-hour extracts were obtained from red beet at
different pH values (pH 4-10). These extracts were evaluated in terms of their total
phenolic content and antioxidant activities.

Thanks to the balance between production and destruction events in the cells, our
body maintains its vitality throughout life. In this cycle called metabolism, various
substances taken from the outside through nutrition are converted into other products
as a result of cellular destruction events, and free radicals are produced as a by-
product during these events.

Free radicals and antioxidants, which are the most researched subjects of recent
years, are gaining more and more importance day by day. Under normal conditions,
metabolism is healthy and antioxidants and free radicals are in balance. However,
when this balance changes in favor of free radicals, a predisposition to diseases
caused by oxidative stress (such as heart, cancer, premature aging, etc.) is observed.
Increasing sources of exogenous free radicals such as pollution, alcohol and cigarette
use, forest fires and X-rays and UV rays can cause oxidation by damaging
carbohydrates, fats, proteins and DNA in the human body.

In addition, some compounds in plants have a retarding effect on the oxidative stress
process. These compounds, which have been studied for a long time, are called
antioxidants. Antioxidants are compounds that reduce or eliminate the harmful
effects of free radicals in the body. Natural antioxidants obtained from foods are one
of the most important factors in strengthening the antioxidant defense system.

As we age, our defense mechanisms weaken and the free radicals in our body
become unbalanced. This is due to decreased production of the endogenase enzyme,
a natural antioxidant in the body. Therefore, it is important to consume all foods
containing antioxidants to restore the balance. Natural antioxidants are substances
found in plant and animal tissues.

Today, increasing consumer awareness and the need for healthy nutrition have
increased the importance of all foods and natural ingredients used in food
formulations. For this reason, people are starting to use natural dyes instead of
synthetic additives in food dyes or dyes used to beautify existing colors. Dyes, which
differ according to their chemical structure and source, are basically divided into two
main groups as natural and synthetic.

Synthetic colorants are color materials that are not found in nature due to their
chemical structure, but can be produced by chemical synthesis. Synthetic food
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colorants are superior to natural food colorants in terms of coloring power, color tone
width, brightness, color stability and application. Synthetic colorants are highly
soluble in water. Many of them are stable to heat, light, acids, alkalis and
preservatives and therefore have a very long shelf life, but have adverse effects on
human health.

Natural coloring agents are pigments obtained from microbial, vegetable, animal and
mineral sources. These colorants, whose color range is limited, generally have poor
stability and poor coloring power, are affected by heat and pH. Although natural
colorants have low stability against many physical and chemical effects (heat, light,
pH) and there are many problems with their use in foods, it has been noted in recent
studies that their use has increased due to their positive effects on human health.

The red beet (Beta vulgaris L.) plant is so rich in betalains, a natural food coloring,
that it has been used as a raw material in many studies on this subject. Natural colors
are generally preferred because they come from a variety of botanical sources and
enhance the nutritional and sensory properties of foods.

Produced red beet (Beta vulgaris L.) is consumed raw in meals, salads and pickles. It
IS used as a natural colorant in foods such as ice cream, candy, yoghurt, pudding,
sherbet, milk and bakery products. Beetroot is extremely rich in antioxidants, thanks
to the compounds and pigments in its structure.

100 grams of red beetroot has an average of 43 kcal, approximately 9.56 g
carbohydrates, 1.5 g protein, 0.1 g fat, 78.0 mg sodium, 350.0 mg potassium, 24.0
mg magnesium, 16.0 mg calcium It contains 40.0 mg of phosphorus, 0.5 mg of zinc,
0.9 mg of iron, 0.4 pg of selenium, 3 pg of vitamin K, 10 mg of vitamin C, 0.03 mg
of vitamin B1 and 11.4 g of carotenoids.

Beetroot contains a number of bioactive compounds that can exert health-promoting
effects, including betalains, ascorbic acid, flavonoids, carotenoids, polyphenols,
saponins and high levels of nitrate.

Betalains are water-soluble plant pigments that are widely used as food colorants and
have a wide range of desirable biological activities, including antioxidant, anti-
inflammatory, hepatoprotective, anti-cancer properties. They can be produced from
various plants, especially beet. In line with the increasing demand, issues such as
betalain extraction with the highest efficiency and ensuring the stability of the
extracted betalains are gaining importance.

Red beet is an economically important plant, with varieties such as beetroot, tubers
and leaves, and sugar beet, which are usually native to a region starting from
southern Sweden and the British Isles to the west of Europe and thence to the entire
Mediterranean coast. In Turkey, it is mostly produced in the Aegean and Marmara
regions.

Red beet is grown all over the world and is widely and frequently consumed. World
beet production is estimated to be around 275 million metric tons in 2018.
Betacyanins make up about 75-95% of beet pigments, the remaining 5-25% being
betaxanthins. Betalain concentrations in red beet are 2002100 mg/kg fresh weight.

Betalains are water-soluble and nitrogen-containing colored pigments known as
betalaminic acid derivatives. They are generally divided into two groups: betacyanins
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and betaxanthins. Since the two pigments in question have different chemical
structures, they have different color properties. Betaxanthins are yellow, while
betacyanins are red (Ozyurt et al, 2019). Structurally, betaxanthins are condensation
products of betalamic acid and various amino compounds, whereas betacyanins are
characterized by a cyclo Dopa structure with additional substitutions via alternating
glycosylation and acylation patterns at C-5 or C-6.

Betalains were first introduced in 1960 by Dr. It was isolated by Tom Mabry at the
University of Zurich and its chemical structures were discovered. Betalains were
once thought to be related to anthocyanins, the red pigments found in most plants.
Both betalains and anthocyanins are water-soluble pigments found in the vacuoles of
plant cells. However, betalains are structurally and chemically different from
anthocyanins and the two were not found together in the same plant. For example,
betalains contain nitrogen while anthocyanins do not.

The most studied betalain is betanin, also called beetroot red, as it can be extracted
from beetroot roots. Betanin is a glycoside and hydrolyzes to the sugar glucose and
betanidine. Betanin dehydrogenation that occurs during heating leads to the
formation of neobetanin, which is responsible for the color change to yellow.
Cleavage can also produce yellow betalamic acid and colorless cyclo-DOPA-5-O-
glucoside. Betanin color is retained upon C15-isomerization or decarboxylation, but
C17-decarboxylation results in a hypsochromic shift of absorption from 538 to 505
nm maximum, which is seen as an orange-red color appearance. 2-Decarboxy and
15-decarboxy-betanins are also formed.

There is no standard method for determining the antioxidant activity of a compound,
as antioxidant activity determination methods depend on various parameters in the
system under study, such as the substrate, reaction conditions, concentrations, and
the nature of the compound to be analyzed. Therefore, it is recommended to study
antioxidant evaluation under different oxidation conditions using several methods.
Within the scope of the thesis, free radical removal and antioxidant activities of plant
extracts were studied by various methods.

Our aim in our study is to examine the change of antioxidant capacity of red beet,
which is used as food, according to pH, extraction time. Color pigments obtained
from red beet are used as colorants in foods in both liquid and powder form. The
method to be used for the study will be carried out in two stages. In the first stage,
beetroot (Beta vulgaris L.) will be shredded with a blender and the coloring pigments
will be extracted with water at appropriate pH. The obtained extract will be
concentrated in a rotary evaporator at 50 degrees and then dried in a freeze dryer
under vacuum. The antioxidant properties of the powder pigment to be obtained will
be determined by DPPH and ABTS radical capture method. The total phenolic
compound amounts of the extract will also be determined.

As a result of the study, it can be said that the aqueous extract obtained from red beet
shows good and strong antioxidant properties and pH4 was determined to be the
extract with the best antioxidant activity in general.
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1. GIRIS

Hiicrelerdeki iiretim ve yikim olaylar1 arasindaki denge sayesinde viicudumuz yasam
boyu canliligin1 korur. Metabolizma adi verilen bu dongiide, beslenme yoluyla
disaridan alinan ¢esitli maddeler, hiicresel yikim olaylari sonucunda baska iiriinlere
doniistiiriilir ve bu olaylar sirasinda yan iriin olarak serbest radikaller Uretilir
(Kurulu, 2022).

Son yillarin en ¢ok arastirilan konusu olan serbest radikaller ve antioksidanlar her
gecen giin daha fazla 6nem kazanmaktadir. Normal sartlar altinda metabolizma
saglikli ve antioksidanlar ile serbest radikaller dengededir. Ancak bu denge serbest
radikaller lehine degistiginde oksidatif stresin neden oldugu hastaliklara (kalp,
kanser, erken yaslanma vb. gibi) yatkinlik gozlenir. Kirlilik, alkol ve sigara
kullanimi, orman yanginlart ve X-iginlar1 ve UV 1ginlar1 gibi artan eksojen serbest
radikal kaynaklari, insan viicudundaki karbonhidratlara, yaglara, proteinlere ve

DNA'ya zarar vererek oksidasyona neden olabilir (Karabulut ve Gilay, 2016).

Ayrica bitkilerde bulunan bazi bilesiklerin oksidatif stres siirecini geciktirici etkisi
vardir. Uzun siiredir lizerinde c¢alisilan bu bilesiklere antioksidanlar denir.
Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikallerin zararli etkilerini azaltan veya yok eden
bilesiklerdir. Gidalardan elde edilen dogal antioksidanlar, antioksidan savunma

sistemini guclendirmede en énemli faktorlerden biridir (Celik ve Ayran, 2020).

Yaslandikca savunma mekanizmalarimiz zayiflar ve viicudumuzdaki serbest
radikaller dengesizlesir. Bunun nedeni viicutta dogal bir antioksidan olan endojenaz
enziminin tiretiminin azalmasidir. Bu nedenle, dengeyi yeniden saglamak igin
antioksidan igeren tiim gidalar tiiketmek 6nemlidir (Celik ve Ayran, 2020). Dogal

antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinda bulunan maddelerdir.

Glinlimiizde artan tliketici bilinci ve saglikli  beslenme ihtiyaci, gida
formiilasyonlarinda kullanilan tiim gidalarin ve dogal igeriklerin 6nemini artirmistir.
Bu nedenle insanlar gida boyalarinda veya var olan renkleri gilizellestirmek igin

kullanilan boyalarda sentetik katki maddeleri yerine dogal boyalari kullanmaya



bagliyorlar. Kimyasal yap1 ve kaynagina gore farklilik gosteren boyalar temel olarak

dogal ve sentetik olmak iizere iki ana gruba ayrilir (Ozcan ve Bilek, 2018).

Sentetik renklendiriciler, kimyasal yapilar1 geregi dogada bulunmayan ancak
kimyasal sentez yoluyla Uretilebilen renk maddeleridir. Renk verme glic, renk tonu
genisligi, parlaklik, renk stabilitesi ve uygulamasi bakiminda sentetik gida
renklendiricileri, dogal gida renklendiricilerine gore daha {istiindiir. Sentetik
renklendiriciler suda oldukg¢a ¢oziiniir. Bircogu 1s1ya, 1518a, asitlere, alkalilere ve
koruyuculara kars: stabildir ve bu nedenle ¢ok uzun bir raf émriine sahiptir, ancak

insan sagligi lizerinde olumsuz etkileri vardir (Kimyaevi, 2022).

Dogal renklendirici maddeler ise mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral
kaynaklardan elde edilen pigmentlerdir. Renk araliklar1 smirli olan bu
renklendiriciler genellikle zayif stabilite ve zayif renklendirme giiciline sahiptirler, 1s1
ve pH'dan etkilenir. Dogal renklendiriciler bir¢cok fiziksel ve kimyasal etkiye (is1,
151k, pH) kars1 diisiik stabiliteye sahip olmalarina ve gidalarda kullanimlar ile ilgili
bircok problem olmasina ragmen, insan sagligima olumlu etkilerinden dolay1

kullanimlarinin arttigi son zamanlarda yapilan ¢alismalarda not edilmistir (Kimyaevi,

2022).

Dogal antioksidanlar acisindan oldukga zengin olan kirmiz1 pancar, mucize bir besin
olarak kabul edilir. Yiiksek betalain igerigi ve yiiksek besin degeri nedeniyle dogal
gida boyasi olarak da kullanilir. Betalainler, gida renklendiricileri olarak yaygin
olarak kullanilan ve antioksidan, anti-inflamatuar, hepatoprotektif, anti-kanser
Ozellikleri dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli arzu edilen biyolojik aktivitelere sahip suda
¢cOziiniir bitki pigmentleridir. Basta pancar olmak iizere cesitli bitkilerden

uretilebilirler (Belhadj Slimen ve ark, 2017).

Dogal renklendiriciler olan, betalain ve antosiyanin, bir¢ok fiziksel ve kimyasal
etkiyeler (1s1, 151k, pH) gibi ve diisiik bir stabiliteye sahip sebebiyle kolayca
bozulabilmektedir. Bu pigmentlerin stabilitesini ve dayanikliligini saglamak icin
kullanilan yontemlerden biri de enkapsiilasyon iglemidir. Bu islemin temel amaci,
bilesenler ve ¢evre arasindaki etkilesimleri en aza indirmek igin hassas bilesenlerin
etrafinda bir bariyer veya matris olusturmak i¢in kaplama malzemeleri kullanmaktir.
Enkapsiilasyon isleminin sonunda bilesenler cevresel etkilerden korunduklari icin

daha kararli hale gelirler (Ozcan ve Bilek, 2018).



Bu tez calismasinda kirmizi pancardan farkli pH degerlerinde (pH 4-10) hem 1
saatlik hem de 24 saatlik ekstraktlar1 elde edilmistir. Elde edilen bu ekstraktlar

toplam fenolik icerikleri ve antioksidan aktiviteleri agisindan degerlendirilecek.






2. GENEL BILGILER

2.1. Kirmizi Pancarin Ozellikleri

Kirmizi pancar (Beta wvulgaris), c¢igekli bitki familyas1 Amaranthaceae'nin
(1spanakgiller) Beta cinsinin en bilinen turudir. iki yillik otsu ve riizgarla tozlanan
bitkidir. Bitkinin biyiikligii 120 ila 200 cm olup serin nemli havada yetisir, ancak
thman sicak iklimlerde de yetistirilebilir. Agustos'tan Ocak'a kadar yetistirilerek,
serin havalarda en iyi renk, doku ve kaliteye ulasir. 18-21 °C sicaklik en iyi kalite
olarak kabul edilir; en az enfekte olan bir bitki. Bitkinin hasata i¢in hazirlanmasi 60
ila 75 gun sdrer. Biiylimek igin gevsek derin topraga ihtiyaci vardir. Pancar
yetistiriciligi i¢in gerekli olan en uygun pH 6,0 ila 7,0’dir (Shamsi, 2020).

Kirmiz1 pancar genellikle giiney Isve¢ ve Britanya Adalari'ndan baslayarak
Avrupa'nin bat1 ve oradan da tiim Akdeniz kiyilarinca uzanan bir bolgeye has olan
pancar, yumru kokleri ve yapraklari ve seker pancari gibi gesitleriyle, ekonomik
olarak 6nemli bir bitkidir. Tirkiye’de ise en ¢ok Ege ve Marmara bdlgesinde
uretilmektedir (Vikipedi, 2021).

Kirmiz1 pancar tiim diinyada yetistirilmekte ve yaygin ve siklikla tiiketilmektedir.
Diinya pancar iiretiminin 2018 yilinda yaklasik 275 milyon mton oldugu tahmin
edilmektedir. Betasiyaninler, kirmiz pancar pigmentlerinin yaklasik %75-95'ini
olusturur, geri kalan %5-25"1 betaksantinlerdir. Kirmizi pancardaki betalain
konsantrasyonlar1 2002100 mg/kg taze agirliktir (Sadowska-Bartosz ve Bartosz,
2021).

Pancar yapraklar1 cogunlukla rozet seklindedir ve pancar yesili olarak da adlandirilir.
Her tiirlii pancarin yapraklari ¢ig veya pismis olarak yenebilir. A, C vitamini, protein,
lif, kalsiyum, manganez, magnezyum, potasyum, bakir, K vitamini, demir, ¢inko,
fosfor gibi elementler agisindan zengindir. Yapraklar alzheimer hastaligina, gece
korliigiine, kansere, kalp hastaligina iyi gelir ve bagisiklik sistemine yardimer olur.
WBC iiretimini uyarir, serbest radikali azaltir ve antioksidan maddeler igerir
(Shamsi, 2020).



Kirmiz1 pancar lezzetlidir ve saglik i¢in son derece faydalidir. Yuksek tansiyonu,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 diisiirmeye yardimci olur, hemoglobini yiikseltir,
boylece anemiye yardimci olur, kan akisini arttirir (nitrik asit nedeniyle), obeziteyi
azaltir, boylece kilo kontroliine yardimeci olur, kan sekerini disiiriir ve boylece
diyabete yardimci olur, cilt, sag, goz, kemik, kas saghgini iyilestirir; gliglii bir
antioksidandir, boylece serbest radikalleri ve kanserleri azaltir, fetiiste noral tiip
defektini  Onler; dayanikliligi arttirir, iltihabi, zayifligi, kisirligi, bunama
semptomlarin1 azaltir, karacigere iyi gelir, akciger hastaligini, akciger kanserini,

kolon kanserini, cilt kanserini dnler (Sharma ve Sardana, 2017).

Sekil 2.1. Kirmizi pancar (Dergisi, 2021).

Uretilen kirmizi pancar (Beta vulgaris L.) ¢ig olarak yemeklerde, salatalarda ve
tursularda tliketilmektedir. Dondurma, sekerleme, yogurt, puding, serbet, siit ve unlu
mamuller gibi gidalarda dogal renklendirici olarak kullanilir. Pancar, yapisindaki
bilesikler ve pigmentler sayesinde antioksidanlar agisindan son derece zengindir

(Ozcan ve Bilek, 2018).

100 gram kirmizi pancar ortalama 43 kcal olup yaklasik 9,56 g karbonhidrat, 1,5 g
protein, 0,1 g yag, 78,0 mg sodyum, 350,0 mg potasyum, 24,0 mg magnezyum, 16,0
mg kalsiyum 40,0 mg fosfor, 0,5 mg ¢inko, 0,9 mg demir, 0,4 pg selenyum, 3 pg K
vitamini, 10 mg C vitamini, 0,03 mg B1 vitamini ve 11,4 ug karotenoid icermektedir
(Chawla ve ark, 2016).

Kirmiz1 pancar, betalainler, askorbik asit, flavonoidler, karotenoidler, polifenoller,

saponinler ve yiksek diizeyde nitrat dahil olmak iizere saghgi gelistirici etkiler



gosterebilen bir dizi biyoaktif bilesik igerir. Pancardaki potansiyel olarak biyoaktif
bilesikler, Sekil 2.2 'de gosterilmektedir (Clifford ve ark 2015).

| | | | |

(Nitrate | [Batalains| | Ascorbic acid | [ Carotenoids | | Phenolics |

| ,,

Sekil 2.2. Pancardaki potansiyal olarak biyoaktif bilesiklere genel bakis (Fu, et al.,
2020).

2.2. Betalainler

Betalainler, suda ¢ozinebilen ve nitrojen icerebilen, betalaminik asit turevleri olarak
bilinen renkli pigmentlerdir. Genel olarak iki gruba ayrilirlar: betasiyaninler ve
betaksantinler. S6z konusu iki pigment farkli kimyasal yapilara sahip oldugu igin
farkli renk Ozelliklerine sahiptir. Betaksantinler sar1 renkte iken betasiyaninler
kirmizi renktir (Ozyurt ve ark, 2019). Yapisal olarak, betaksantinler, betalamik asit
ve c¢esitli amino bilesiklerinin yogunlastirma tirlinleridir, oysa betasiyaninler, C-5
veya C-6 'da degisen glikosilasyon ve asilasyon modelleri yoluyla ek ikameler ile bir

siklo Dopa yapisi ile karakterize edilir (Stintzing ve Carle, 2004).
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Sekil 2.3. Betaksantinler (A) ve betasiyaninlerin (C) temel yapisi ve bunlarin ortak
yapi tasi betalamik asit (B) (Herbach ve ark, 2006).

Dogada, betalainler esas olarak koklerde, meyvelerde ve c¢igeklerde bulunur.
Betalainler, gidaya besin degeri katan, rengi degistiren veya gidaya renk veren katki
maddeleridir. Kirmiz1 ve sar1 pancar (Beta vulgaris L. sp. vulgaris), kadife cicegi
(Amaranthus sp.), kaktis meyveleri (Opuntia ve Hylocereus cinsi) ve pitaya
(Hylocereus polyrhizus) zengin betalain kaynaklaridir. Bu bitkilerden betalain
kaynag1 olarak en yaygin olan1 pancardir (Ozcan ve Bilek, 2018).

Pancarlarda betalain biyosentezi lizerine yapilan ¢aligmalar, Sekil 2.4'te L-DOPA'nin
sitokrom P450 enzimleri CYP76AD1 veya CYP76AD6 tarafindan tirozinden
olusturuldugunu gostermektedir. L-DOPA daha sonra sirasiyla CYP76ADI1 ve
DOPA 4,5-dioksijenaz (DOD) igeren enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla siklo-
DOPA'ya (¢cDOPA) veya betalamik aside dontistiirtliir.

Betalamik asit daha sonra sari betaksantin olusturmak igin amino asitlerle veya
kirmizi-mor bir renge sahip olan betasiyaninin aglikon 0Oncusi olan betanidin
olusturmak i¢cin cDOPA ile kendi kendine baglanir. pX11 vektoriiniin ifadesi birincil
olarak betasiyaninlerin tretimine yol agarken, pX13 ifadesi yalnizca betaksantinlerin
olusumuna yol acar ve pX12 ifadesi akis1 her iki pigment sinifinin sentezine

yonlendirir (Polturak ve ark, 2017).
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Sekil 2.4. Betaksantin ve betasiyanin olusumu (Polturak ve ark, 2017).

Betalamik asidin amino bilesikleri (betaksantin) veya siklodopa (betasanin) ile
yogunlastirilmasi, pigment yapilarinin stabilitesinde bir farklilifa yol acar. Birkag
calisma, oda sicakliginda ve ayrica 1sitma sirasinda betasantine kiyasla betasaninin
istiin stabilitesini bildirmistir, 6rnegin, 1s1l islem gormiis betanin yar1 dmiir degeri,
vulgaksantin I'inkinden 11 kat daha yuksekti. Ek olarak, vulgaksantin I'in
oksidasyona daha yatkin oldugu ve asidik pH degerlerinde betanin'den daha az
kararli oldugu bulundu. Ote yandan, ayni betaksantinin pH 7'de betanin'den daha
yuksek stabilite sergiledigi kanitlanmistir. Farkli betasiyanin yapilarinin stabilitesi
karsilagtirildiginda, glikosilasyonun, aktif oksijen tiirleri tarafindan bozunma {izerine
betanidin ve izobetanidin yar1 Omiir degerini 17 kat arttirdig1 bildirildi. Bu, betanin
ile karsilastirildiginda betanidinin daha diisiik redoks potansiyeline atfedilir. Ilging
bir sekilde, amarantin (betanidin 5-0-[2"-0-(Bglukuronik asit)]-p-glukozit ve betanin
oksijen varliginda 6zdes stabilite sergiledigi bulundugundan, betasiyanin stabilitesi

daha fazla glikosilasyon ile gelistirilemeyebilir. Ayrica, anaerobik kosullar altinda,

9



amarantinin betanin'den daha az kararli oldugu goézlemlendi (Stintzing ve Carle,
2004).

Tablo 2.1. Kirmizi1 Pancarda (Beta vulgaris) Bulunan Betalainden Tiiretilen
Bilesikler (Herbach ve ark, 2006).

Betaksantin Vulgaksantin |
Vulgaksantin 11
Portulaksantin

Miraksantin

Indiksantin

Betasiyanin Betanin
Isobetanin
Neobetanin

Probetanin

Betalainler ilk olarak 1960 yilinda Dr. Tom Mabry tarafindan Ziirih Universitesi'nde
izole edilmis ve kimyasal yapilar1 kesfedilmistir. Bir zamanlar betalainlerin ¢ogu
bitkide bulunan kirmizi pigmentler olan antosiyaninlerle iligkili oldugu
diisiiniiliiyordu. Hem betalainler hem de antosiyaninler, bitki hiicrelerinin
vakuollerinde bulunan suda ¢Oziliniir pigmentlerdir. Ancak betalainler yapisal ve
kimyasal olarak antosiyaninlerden farklidir ve ikisi ayni bitkide birlikte
bulunmanmustir. Ornegin, betalainler nitrojen icerirken antosiyaninler icermez
(Vikipedi, 2021).

En cok ¢alisilan betalain, kirmizi pancar koklerinden ekstrakte edilebildigi icin
pancar kirmizisi olarak da adlandirilan betanindir. Betanin bir glikozittir ve seker
glikozu ve betanidin'e hidrolize olur. Isitma sirasinda meydana gelen betanin
dehidrojenasyonu, rengin sartya doniismesinden sorumlu olan neobetanin olugumuna
yol agar. Boliinme ayrica sar1 betalamik asidi ve renksiz siklo-DOPA-5-O-glikoziti
de uretebilir. Betanin rengi, C15-izomerizasyon veya dekarboksilasyon Uzerine

korunur, ancak C17-dekarboksilasyon, absorpsiyonun maksimum 538'den 505 nm'ye
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hipsokromik kaymasi ile sonuglanir, bu da turuncu-kirmizi bir renk gériinimu olarak

gorulir. 2-Dekarboksi ve 15-dekarboksi-betaninler de olusur (Sadowska-Bartosz ve

Bartosz, 2021).
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Sekil 2.5. Betanin bozunmasinin baz1 yollar1 (Sadowska-Bartosz ve Bartosz, 2021).

Betaninler veya betalainler, farkli meyve ve sebzelerden elde edilen dogal boyalardir.
Yogurt, dondurma ve diger {lirlinler gibi gida iriinlerinde biylik oOl¢iide gida
renklendiricileri olarak kullanilirlar. Codex Alimentarius Komisyonu'na (2004) gore,
betalain kullanimi yalnizca iyi tiretim uygulamalariyla sinirlidir. Pancardan elde
edilen ve pancar kirmizisi olarak bilinen dogal gida boyasi Avrupa Birligi ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde ticari olarak kullanilmakta ve E-162 kodu ile
isimlendirilmektedir (Ozcan ve Bilek, 2018). Bildirilen antioksidan ozellikleri, diyet
takviyeleri endiistrisinde ¢esitli betalain bazli iriinlerin ticarilestirilmesine yol
acmistir ve antikanser, hipolipidemik, antiinflamatuar, hepatoprotektif ve
antidiyabetik aktiviteler dahil olmak iizere potansiyel saghigi gelistirici 6zellikleri

hakkinda kapsamli ¢alismalar yapilmasini saglamistir (Polturak ve ark, 2017).

2.2.1. Betalainin stabilitesi
Betalainlerin stabilitesi hem pigmente 6zgi faktorlerden hem de pH, su aktivitesi,

151k, oksijen, metal iyonlari, sicaklik ve enzim aktivitesi gibi dis faktorlerden
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etkilenir. Stabilite lizerinde boya konsantrasyonu ve betalain yapisinin yani sira pH
ve su aktivitesi seviyesi de Onemli etkilere sahiptir. Betalain igeren gidalarda
optimum pigmentasyon ve renk elde etmek i¢in sicaklik ve zaman kosullar1 gida
iiretimi sirasinda dikkat edilmesi gereken diger faktorlerdir. Sicaklik, 151k ve oksijen

gibi dis faktorler de dikkate alinmalidir (Ozyurt ve ark, 2019).

2.2.1.1. Konsantrasyon

Betalainlerin konsantrasyonu, gida isleme sirasinda stabilitelerini belirlemede de
onemli bir faktordiir. Betalain Oziitlendiginde ve ¢ozelti formunda saklandiginda
kolayca bozunur; Boyanin artan konsantrasyonu ile stabilitesi artar. Ornegin, diisiik
betasiyanin konsantrasyonlarinda pigment bozulmast hizlanir. Ayni zamanda
bitkilerde bulunan betalain grubuna ait betasiyanin ve betaksantin konsantrasyonlari

de bitkilerin biyoaktif 6zelliklerini etkilemektedir (Martins ve ark, 2017).

2.2.1.2. pH degeri

Betalainler, pH 3 ila 7 arasinda degisen genis bir pH stabilitesi sergilemelerine
ragmen, bu araligin disindaki pH kosullari, kolaylikla betalain bozulmasini indiikler.
Betanin stabilitesi i¢in optimum pH'in pH 4 ile 6 arasinda oldugu rapor edilirken,
yiiksek sicaklik “ kosullar1 pH optimumunu 6'ya kaydirdi. Ayrica, oksijen varliginda
betanin en kararli pH 5,5 ile 5,8 arasinda iken, anaerobik kosullar altindaydi. pH
4,0’dan 5,0’a kadar daha diisik pH degerleri olumluydu. Ilging bir sekilde,
betaksantinler, 4 ila 7 arasinda degisen hafif artan pH degerlerinde stabilite
sergilerken, pH 5,5’teki en biylk betaksantin stabilitesi, betasiyaninlerin ilgili pH
optimumuna karsilik geldi (Herbach ve ark, 2006). Alkali kosullar, aldimin baginin
hidrolizine yol acarken, asitlestirmenin beta-amik asit ve amino bilesiginin
(betaksantin) veya siklodopa 5-O-glukozitin yeniden yogunlasmasini indiikledigi
bulunmustur (Havlikova ve ark, 1983). Ek olarak, indiksantinin alkali tedavisinin,
betaksantin rejenerasyonunu imkansiz hale getiren protokatesik asit lirettigi rapor
edilmistir. Alkali kosullar altinda ve asit muamelesinden sonra, betanidinin 5,6-
dihidroksiindol-2 karboksilik asit ve 2,6-dikarboksilik asit metilpiridine hidrolizi
g6zlendi. Bununla birlikte, asidik ortamda betalain ayrismasinin mekanizmalari net
olmaktan uzaktir. Diisik pH degerlerinde, betanin ve betanidinin C15 izotipleri
sirasiyla izopitanine ve izopitanidine indiiklendi. Ayrica, betanin ¢ozeltilerinin pH
2'de pH 3'e gore onemli Olgiide daha az stabil oldugu bulundu. Ek olarak, asit

tedavisinin sar1 14,15-dehidrobetanin olusumuna neden oldugu bildirildi. Nitekim

12



3,0in altindaki pH degerlerinde betanin maksimum absorbansindaki hafif
hipsokromik ve hipokromik kayma ile birlikte 570-640 nm'de absorbanstaki hafif bir
artis, simdiye kadar agiklanan herhangi bir bozunma mekanizmast ile

aciklanamayabilir (Sadowska-Bartosz ve Bartosz, 2021).

2.2.1.3. Su aktivitesi

Betalain stabilitesi ile su aktivitesi arasinda ters bir iliski vardir. Bu nedenle, azalan
su aktivitesi sonucunda betalain stabilitesi artar. Ayrica, su aktivitesi reaktanlarin
hareketliligini ve oksijen ¢oziintirligiinii etkilediginden, betalainlerin stabilitesinin su
aktivitesinin disiiriilmesiyle arttirilabilecegine inanilmaktadir. (Azeredo, 2009).
Ekstrakttaki su/nem igerigi bozunmayi1 onemli 6l¢iide etkileyebilir. Bircok gida
bileseninde oldugu gibi, nem igerigi %S5'ten az olan bir irilinlin, betalain
pigmentlerinin bozulmasimi Onlemede faydali oldugu bilinmektedir; baska bir
deyisle, 0.64'lik bir su aktivitesinin (aw) altinda depolanan pigmentler, kirmizi
pancar pigmentlerinin uzun siireli stabilitesi i¢in uygundur. Pektin ve seker asitleri
gibi bitki bilesenlerinin diisiik aw degeri vardir ve bu, diger benzer pigment olan
antosiyaninlerin bozulmasina karsi korunmaya yardimci olur. Bitki matris yapist
ayrica betalainlerin ve diger pigmentlerin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle, her ikisi de betalain pigmentlerinin ana kaynaklar1 olan kirmizi pancar ve
kaktlis armut (pitaya), muhtemelen pigmente daha iyi stabilite saglayan yiiksek
seviyelerde pektin igerir. Bu nedenle, saflastirilmis pancar pigmentlerinden ziyade
biitiin Oziitler ticari {rlinler olarak olduk¢a basarili olmustur (Manchali, Murthy,
Nagaraju, & Neelwarne, 2012). Betalain stabilitesi, isleme sirasindaki su
aktivitesinden de etkilenir. Bu nedenle, renklendirici bozulmasini 6nlemek i¢in sprey

kurutma veya konvektif kurutma onerilir (Sadowska-Bartosz ve Bartosz, 2021).

2.2.1.4. Oksijen

Oksijen konsantrasyonundaki azalma ile betalainin stabilitesinde bir artisin meydana
gelebilecegi, yani aralarinda ters bir oran oldugu gozlemlenmistir. Betanin, artan
oksijen konsantrasyonu ile stabilitede dogrusal bir diisiis gosterdi. Oksijene ek
olarak, hidrojen peroksit, muhtemelen hizli oksidasyon yoluyla pancar
pigmentlerinin hizli bozulmasindan sorumlu olan bir baska Onemli atmosferik
faktordiir. Betaninlerin bozunmasi, oksijen varliginda birinci dereceden kinetigi takip
eder. Bununla birlikte, oksijenin yoklugunda, reaksiyon birinci derece kinetikten

sapar, bu da reaksiyonun bu kosul altinda tersine ¢evrilebilecegini diislindiiriir. Bu
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gozlemler, oksijenin neden oldugu bozulmanin geri dondiiriilemez olabilecegini ve
her bir pigmentin iglevselligi lizerinde daha biiylik bir etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir.  Pigmentler  ¢ozeltiler  icindeyken, ¢Ozlinmiis  oksijenin
uzaklastirilmasinin betalainlerin stabilitesini arttirdigi bilinmektedir. Bu, askorbik
asit ve izoaskorbik asidin (guclu antioksidanlar) betalainlerin stabilitesini artirma
yetenegi ile dogrulanmistir (Manchali ve ark, 2012). Azot iceren bir atmosferin
stabiliteyi arttirdig1 da goézlemlenmistir. Bu nedenle, oksijen ve nitrojen igeren bir
atmosferin bulunmamasi, betalainlerin stabilitesini biiylik 6lciide kolaylastiriyor gibi

gorinmektedir (Ozyurt ve ark, 2019).

2.2.1.5. Isik

Dogal pigmentlerin stabilitesi, yani betalainler, yliksek duyarliligindan kaynaklanan
1518a maruziyetten biiyiik Olgiide etkilenir. Birkag rapora gore, 151 ortadan
kaldirilmas1 veya hatta Orneklerin 1siktan uzak tutulmasi yoluyla stabilitelerini
artirmak miimkiindiir ve ayn1 zamanda dogal boyalarla zenginlestirilmis ¢ok sayida
gidanin raf omriiniin iyilestirilmesine katkida bulunur (Khan, 2016). Isigin zararh
etkileri 6zellikle 25°C'nin altindaki sicakliklarda gozlenirken, 40°C'nin iizerindeki
sicakliklarda aydinlatmanin higbir etkisi olmamustir. Betalainlerin 1s18a bagh
bozunmaya duyarliligi, betalain kromoforun elektronlarini daha aktif bir duruma
uyaran goriiniir ve ultraviyole aralifinda 15181in emilmesiyle agiklanmistir, bu da
bilesigin daha yiiksek bir reaktivitesine veya daha diislik aktivasyon enerjisine neden
olur. Isik ve oksijen, betalainlerin sinerjik bozunmasini gosterdi. Bireysel testlerde,
151k ve oksijen sirasiyla %15,6 ve %14,6 bozunmaya neden oldu ve ikisinin
kombinasyonu %28,6 bozunmaya neden oldu. Isik ve oksijen sirasiyla %15,6 ve
%14,6 oraninda betanin bozulmasina neden olurken, bunlarin eszamanli varlig
%28,6 oraninda betanin ayrismasina neden oldu. Buna karsilik, 1s18in zararl
etkilerinin anaerobik kosullar altinda ihmal edilebilir oldugu ve sirasiyla aydinlik ve
karanlikta depolama iizerine ayni betanin tutulmasini sagladigi icin, 15181n neden
oldugu bozunmanin oksijene bagli oldugu rapor edilmistir. Askorbik asit kullanilarak
%0,1-1,0 seviyelerinde 11k kaynakli bozulma 6nlendi, bu da ¢oziinmiis oksijenin de

bir rol oynayabilecegini gosteriyor (Herbach ve ark, 2006).

2.2.1.6. Sicakhik
Sicaklik veya 1s1l islem, betalainlerin stabilitesini dogrudan etkileyen en kritik faktor

olarak kabul edilir. Dogal matrislerin ve tiiretilmis gida renklendiricilerinin sicakliga
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kars1 kararsizligi, sonug¢ olarak absorpsiyon spektrumlarini ve renk o6zelliklerini
etkileyen seri yapisal degisikliklere neden olur. Yiiksek sicakliklar (80 °C) ve hatta
oda sicakliklar1 (20°C) hidroliz olaylarinin olusmasina yol acarken, buzdolabi
sicakliginda (4°C) renk degisiminin azalmakta, stabilitenin ise artmakta oldugu
gozlemlenmistir (Ferndndez-Lopez ve ark, 2013). Kullanilan sicakligin betalain
icerigi iizerinde O6nemli bir rol oynadigina siiphe yoktur, hatta kullanilan sicaklik
Olcegi ile dogrudan iliskili olarak zamanla 6nemli bir diisiis gozlemlenmistir. Daha
ilginci, Cejudo Bastante (2015) ve digerleri tarafindan tarif edildigi gibi, betalainler
grubu arasinda betasiyaninlerin, betaksantinlerden daha yiiksek bir termosensitivite
ortaya cikarmasidir. Mikrodalga islemlerinin kullanimi, 60 °C'nin iizerindeki

sicakliklar kullanildiginda betalainlerin bozulmasina da yol acar (Ozyurt ve ark,
2019).

Pancar pigmentinin termal bozunmasi esas olarak sicaklik diizeyine, 1sitma
derecesine, oksijenin varligina ve pigment konsantrasyonuna baglidir. Kirmizi
pancar suyunun asit varliginda isitilmasi, monokarboksilath, dikarboksilatli ve
trikarboksilatli  betasiyaninlerin bir karistmin1  olusturmak iizere betalainlerin
bozunmasina neden oldu. Saflastirilmis betasiyanin numunesinin dekarboksilasyonu,
asetik asit ilave edilerek ve ardindan 75-80°C'de bir saatten daha uzun siire 1sitilarak
gerceklesti. Elde edilen firlinler, tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ve diyot
dizisi (LC-DAD) algilamasi ile yiiksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak
analiz edildi. Sonuclar, 17-dekarboksi-betasiyaninler, 2-dekarboksi-betasiyaninler,
2,17 bidekarboksibetanin ve izoformu ile neobetasiyanin olarak da bilinen 14,15-
dehidrojene edilmis betasiyanin gibi bir¢ok tiirevin olusumunu gosterdi (Manchali,
Murthy, Nagaraju, & Neelwarne, 2012). Dekarboksilasyona ek olarak, 1sitmanin,
betalainlerin hidrojeni giderilmis tilirevlerini {rettigi de bilinmektedir. Baglica
hidrojeni giderilmis iriinlerden bazilar1 2,17-bidekarboksi-2,3-dehidro-neobetanin,
2-dekarboksi-2,3 dehidro-neobetanin, 2.15.17-tridekarboksi-2,3-dehidro-neobetanin
ve 14'0 igerir. 15-dehidrojene betasiyaninler. Pancar pigmentinin 1sil igleminden
sonra, monodekarboksilatli, bidekarboksilatli ve tridekarboksilatli betasiyaninlerin
karigimlari, bunlara karsilik gelen neobetasiyaninlerle birlikte tanimlandi, burada
kitle spektrometrisi (LC/MS-MS) ve diyot dizisi sonrasinda epimerizasyonun yani
sira iki dekarboksi betasiyaninin eslesmesi gozlemlendi. (LC-DAD) analizleri
(Wybraniec, 2005).
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Baska bir calisma, betaninin 85 °C'de 1sitilmasinin, hidrolitik bdliinmenin baslica
tiriinlerinin olugumuna yol actigimi ve dekarboksilasyon ve dehidrojenasyondan
birka¢ bagka iiriinlin olustugunu bildirdi. Celosia argentea c¢esitlerinden izole edilen
betaksantinlerin, 151k ve hava olmadan pH 5,5 tamponunda saklandiginda 40°C'de
stabil oldugu bulundu. Betaksantin'in, 22°C'de saklanan ¢ozelti formuna kiyasla,
liyofilize toz olarak saklandiginda 20 haftaya kadar stabil oldugu bulundu; bu, su
aktivitesinin neden oldugu olumsuz etkilerin gostergesidir. Bu sonuglar, kirmizi
pancar pigmentlerinin, pH 5,5’te hazirlanan ve 22°C veya altinda saklanan siit
triinleri, dondurma ve sekerlemeler gibi friinlerde  kullanilabilecegini
gostermektedir. Amaranthus sp'nin toz ekstraktindaki betasiyaninlerin stabilitesi.

kaynak olarak kurutulmus tozun uygunlugunu ortaya koydu (Manchali ve ark, 2012).

2.2.1.7. Metaller

Demir, bakir, kalay ve alliminyum gibi bazi metal katyonlarinin betanenin
ayrismasini  hizlandirdigi  bildirilmistir. Metal-pigment kompleksleri meydana
gelebilir, bunu kromozomal kaymalar ve hipokromisite takip eder. Czapski'nin
(1990) sonuglari, pancar suyunun, muhtemelen meyve suyundaki mineral
komplekslestirici maddelerin varligindan dolayi, saf betanin c¢ozeltileri ile
karsilagtirildiginda metal iyonlarinin olumsuz etkisine daha az duyarli oldugunu
gostermektedir (Pasch ve Elbe, 1979). Betalainin metal kaynakli ayrismasini metal
selatlayic1 ajanlar (EDTA, sitrik asit vb.) kullanilarak Onlemek mimkiindiir.
EDTA'nin pigment stabilizasyonu ve metal iyonlar ile kompleks olusumu yoluyla
metal Katalizli betanin bozulmasmi 6nleme kabiliyeti rapor edilmistir. ilging bir
sekilde, betalain bozunmasini tetikleyebilen metal iyon konsantrasyonunun ilgili
matrise bagl oldugu bulundu. Meyve suyunda, betanin bozulmasini indiiklemek i¢in
betanin ile iligkili olarak {i¢ kat fazla metal iyonu gerekliyken, saflastirilmis bir
pigment soliisyonunda 6nemli 6l¢iide daha diisiik bir metal iyonu konsantrasyonu
yeterliydi (Czapski 1990). Bu, pektik maddelerin kompleks mono, di ve ii¢ degerlikli
katyonlar olusturma yetenegi ile agiklanabilir (Czapski, 1990).

2.3. Kirmuz1 Pancar Betalainlerinin Ekstraksiyonu

Kirmiz1 pancardan betalain ekstraksiyonunda kullanilan solvent, 6n islem kadar

onemlidir. Soguk veya oda sicakliginda damitilmis su, kolayca bulunabildigi, ucuz
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oldugu ve kalint1 olugturmadig1 i¢in ekstraksiyonda ¢oziicli olarak kullanilir. Bazi
caligmalarda etanol (hacimce %20-50) ve metanol (hacimce %50-80) kullanildig: da
kaydedildi. Ayrica betasanin iiretiminde asitlestirilmis hidroklorik asit veya etanol
(%0,4-1) kullaniminin olumlu sonuglar verdigi belirlendi. Bazi arastirmacilar,
asitlendirilmis damitilmis su, etanol ve metanol kullaniminin ekstraksiyon verimliligi
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Asitlestirilmis distile su ve etanol kullanilarak
yapilan caligmada elde edilen betalain miktarinin hemen hemen ayni oldugu tespit
edilirken, asitlestirilmis metanol kullanilarak yapilan calismada asitlestirmenin
betalain ekstraksiyonuna olumlu etkisi oldugu bulunmustur (Suganyadevi ve ark,
2010).

Kirmiz1 pancardan betalain iiretimi i¢cin en uygun ekstraksiyon kosullarmin
belirlenmesinde sulu ¢ozeltilerin ve farkli katilarin etkileri: ¢6ziicli orani, sicaklik ve
pH degeri, %0,2 sitrik asit ve %0,1 asetik asit, %0,5 asetik asit igerigi ve %20 etanol
en etkili ekstraksiyon oldugu bildirilmektedir.1:5 oraninda (kati:¢coziicii) sulu
cozeltilerdir. Ekstrakte edilen betalainlerin depolama stresince stabilitelerini
belirlemek i¢in oda sicakliginda 10 giinliikk depolama ¢alismasi yapilmis ve diisiik
asitli sulu c¢ozeltilerin kullaniminin betalain stabilitesine olumlu etkisi oldugu
goriilmiistiir. Daha yiiksek sicakliklarda, pH verimi 6nemli 6l¢giide etkilemez, ancak
daha diisiik sicakliklarda asidik bir ortam daha olumlu sonuclar verir (Sturzoru ve
ark, 2011).

Betalain elde etmenin bagka bir yontemi mikrodalga destekli ekstraksiyondur. Bu
prosediiriin betalain ekstraksiyonu tizerindeki etkisini arastirmak i¢in solvent olarak
etanol:su soliisyonu (1:1) kullanildi, kati:solvent oran1 0.1:25 olarak belirlendi ve
cesitli mikrodalga gii¢ seviyeleri (400, 800 ve 1200) bulundu. . Operasyon igin
optimal katsayilarin belirlenmesi. Gorev dongiileri (%50 ve %100) ve islem siireleri
(0 ila 160 saniye) kullanild1. Calismalar, en iyi sonuglarin 90-120 saniyelik bir tedavi
stiresi, %100 ekstraksiyon dongiisii ve 400 watt'lik bir mikrodalga giicu ile elde
edildigini gostermistir. Betanin ve betaksantin verimleri, ekstraksiyon siirelerinin
100-120 ve 140-150 dakikadan fazla olmasiyla azalmistir. Mikrodalga destekli
Oziitlemenin, %52'lik bir 6zilitleme oraniyla betalainler sagladigi bulundu. Calismada
askorbik asit (0,04 mol/L solvent) kullanimimin ekstraksiyon verimi iizerinde

degerlendirilmesi yapilmis ve betanin 1s1l islem sirasinda korunabilmesine ragmen
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betaksantin {izerinde zararli etkisi oldugu kaydedilmistir (Cardoso-Ugarte ve ark,
2014).

Kirmizi pancar betalainlerinin ekstraksiyonu i¢in yeni yontemler de denenmektedir.
Bu yontemler sulu iki fazli sistemleri ve ultrasonu igerir. Sulu iki fazli sistem
kullanilarak yapilan bir ¢alismada farkli molekiil agirliklarina sahip polietilen
glikoller ile deneyler yapilmis ve en uygun sistemin polietilen glikol (molekiil
agirhigi: 6000)/amonyum siilfat oldugu goriilmistiir. Sulu iki fazli yontemde,
pancarin sulu ekstraktina sistemdeki toplam agirligin %100'lne kadar polietilen
glikol ve amonyum siilfat ilave edilmis ve faz ayrigsmasi gerceklesene kadar
karistirtlmistir. Ortaya ¢ikan st faz, %70-75 oraninda betalain igerir. (Chethana ve
ark, 2006).

Kirmiz1 pancardan pigment elde etmek i¢in kullanilan diger bir yontem de ultrason
yontemidir. Kirmizi1 pancar renklendirici maddesinin ekstraksiyon veriminin ultrason
uygulanarak artirildig ilk kez bulundu. Cesitli ekstraksiyon yontemleri denenmis ve
3 saat boyunca 1:1 etanol:su oran1 ve 80 W ultrasonik gii¢ kullanilarak 1 g pancardan

yaklasik 0,20 g betalain elde edilmistir. (Sivakumar ve ark, 2009).

2.4. Enkapsiilasyon Yontemi Ile Betalainlerin Stabilitesinin Saglanmasi

Bitki pigmentlerinin ¢ogu, betalainler ve antosiyaninler sicaklik, oksijen, 151k ve su
aktivitesi gibi faktorler tarafindan kolayca bozunur. Bu bozulmayi en aza indirmenin,
pigment stabilitesini saglamanin ve dayanikliligi artirmanin bir yolu enkapsiilasyon
islemidir.

Enkapsiilasyon; kati, sivi yada gaz halindeki besin bilesenlerinin, enzimlerin,
hucrelerin, 6teki maddelerin ve mikroorganizmalarin protein yada karbonhidrat esasl
kaplama malzemeleri ile paketlenmesi olarak tanimlanabilir. Bu islemin temel amaci,
bilesenler ve ¢evre arasindaki etkilesimleri azaltmak i¢in hassas bilesenlerin etrafinda
bir bariyer veya matris olusturmak icin kaplama malzemeleri kullanmaktir.

Enkapsiilasyon islemi gida katki maddelerinde yaygin olarak kullaniimaktadir
(GOkmen ve ark, 2012).

Enkapsiilasyon islemi genellikle piiskiirterek kurutma, dondurarak kurutma ve iyon

jellestirme ile gergeklestirilir. En yaygin yontem piiskiirtme kurutmadir. Bu islemin
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kullanilmasinin en énemli sebepleri, isletilmesinin kolay olmasi, ekonomik ve siirekli

isletilebilmesi ve yiiksek kalitede toz iirlin vermesidir.

Piiskiirterek kurutma isleminde, hava giris sicakligi, besleme hizi, kullanilan kaplama
malzemesi ve konsantrasyonu, ortaya ¢ikan toz iriiniin kalitesini ve kararliligim
etkileyen faktorlerdir. Kurutma parametreleri, pancar suyundan puskurterek kurutma
islemi ile yiiksek betalain igerigine sahip toz Urin elde etmek icin optimize
edilmistir. Degisken olarak hava giris sicakligi (160-180°C), maltodekstrin veya
peynir alti suyu proteini konsantrasyonu (%5-15) ve besleme hiz1 (400-600 ml/saat)
kullanildi. Calisma sonunda 160 °C hava girig sicakligi, maltodekstrin veya peynir
alt1 suyu protein konsantrasyonu ve 400 ml/saat optimum bulunmustur. Azalan giris
sicakliglt ve artan maltodekstrin veya peynir altt suyu protein konsantrasyonu,
betalain retansiyonunu arttirir. Besleme hizi, betalain retansiyonunu etkilemez

(Gharsallaoui ve ark, 2007).

Enkapsiilasyon ile elde edilen toz {irlinler yliksek pigment igerigine sahiptir ve bu
pigmentlerin stabilitesini saglamak i¢in kullanilan kaplama malzemesi ¢ok dnemlidir.
Secilen kaplama malzemesinin ve kapsiillenmis ¢ekirdek malzemesinin fiziko-

kimyasal 6zellikleri birbiri ile uyumlu olmalidir (Gokmen ve ark, 2012).

Diisiik kristalli maltodekstrin (6 ve 10 dekstroz esdegerleri (DE)) pancar
betalainlerinin plskirterek kurutma ile kapsillenmesinde kaplama malzemesi olarak
kullan1lmasinin, ortaya ¢ikan toz iirlinde betalainlerin ve betasiyaninlerin stabilitesini
tyilestirdigi bulundu. Koyu renkli cam kaplarda saklanan toz trtinlerin, 6zellikle oda
sicakliginda yapilan caligmalarda 6 aya kadar betalain stabilitesini korudugu
gOsterilmigtir. Ayn1 siire boyunca 20 °C'de depolanan toz firiinler, betasiyanin
miktarinda istatistiksel bir fark gostermezken, 60 °C'de depolanan toz iiriinler,
baslangigtaki betasiyanin miktarinin %60'm1 korudu. Daha ytiksek bir maltodekstrin
orani, betasiyaninin stabilitesini iyilestirmistir ve kapsiillenmis pancar suyunun,
kapstillenmemis olandan ¢ok daha yiiksek betasiyanin stabilitesine sahip oldugu

gozlenmistir (Zuidam ve Shimoni, 2009).

Betalain hassas bir pigmen oldugundan, kapsiilleme icin bir dondurarak kurutma
yontemi de denendi. Bu islem daha pahalidir ancak pigmente en az zarar1 verdigi i¢in
kurutma acisindan Onemlidir. Pancar betalainleri, dondurarak kurutma ile

mikrokapsiillendi ve betalainlerin 40 °C'de 10 hafta boyunca depolama sirasindaki
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stabilitesi, mikrokapsiilasyon i¢in farkli kaplama malzemeleri kullanilarak incelendi.
Kitosan i¢in kullanilan kaplama konsantrasyonu %2 iken diger kaplamalar %15

konsantrasyonda kullanilmistir (Ravichandran ve ark, 2012).

10 hafta depolama sonunda en ylksek betalain stabilitesi gosteren kaplama
materyalleri sirasiyla; maltodekstrin, arap zamki, arap zamki karigimi ve modifiye
nisasta, maltodekstrin ve kitosan karigimi, modifiye nigasta, maltodekstrin ve kitosan
karisimi. Baska bir ¢alismada, pancar ezmesi 0zi, farkli kapsiilleme parametreleri
kullanilarak dondurarak kurutma yoluyla soya proteini ile kapsiillenmistir. En yiiksek
kapsiilleme verimliligi, 50 g/l kaplama malzemesi orani kullanan ve 15 dakika
karistiran deneylerde bulundu. Toz iiriin 25°C'de 3 ay depolandiginda ilk ayda
betakyanin ve betaksantin pigmentlerinde sirasiyla %24,25 ve %24,17 oraninda
azalma olurken, ikinci ve t¢uncl ayda pigmentlerde azalma olmustur (Ravichandran
ve, 2012).

Betalainlerin enkapsiilasyonunda denenen degisik yontemler sonucunda, yuksek
stabilitede 0rtin elde edilebilmektedir. Enkapsilasyon ic¢in, dondurarak kurutma
isleminin yiiksek maliyeti ve uzun islem siiresi nedeniyle esas olarak piiskiirterek
kurutma iglemi kullanilir. Bununla birlikte, dondurarak kurutma ile kapsiillenen
betalainlerin, piiskiirterek kurutma ile elde edilenlere gore daha kararli yapilara sahip
oldugu gozlendi. Diisiik kristallikte maltodekstrin, betalain kapsiilleme i¢in en iyi
kaplama malzemesi olarak bulunmustur ve maltodekstrin ile arap zamki ve ksantan
sakizi kombinasyonunun toz iriin stabilitesi izerinde olumlu bir etkisi vardir (Ozcan
ve Bilek, 2018).

Kaplama malzemesi se¢imi, kapsiil boyutuna ve sekline oldugu kadar stabilite ve
gecirgenlik Ozelliklerine de baglidir. Kaplamanin bilesimi, partikiil bilesenlerinin
performansin1 ve mikroenkapsiilasyon fonksiyonel oOzelliklerini gelistirmek igin
kullanilan yontemin ana belirleyicisidir. Cesitli sekillerde mikrokapsiiller vardir: tek,
cok duvarli, diizensiz, ¢cok cekirdekli ve matris. Mikroenkapsiilasyon islemindeki ilk
adim, uygun kaplama malzemesinin (kapsiil) secilmesidir. Kaplama malzemeleri
olarak polisakkaritler, zamklar, proteinler, dogal ve modifiye sekerler, yaglar veya
sentetik polimerler, jelatin, pektin, nisasta, kappa-karagenan, agar ve peynir alt1 suyu
gibi film olusturucu maddeler kullanilabilir. Karbonhidratlar, 6zellikle maltodekstrin,

diistik maliyetleri nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Gokmen ve ark, 2012).
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Etkili kaplama malzemeleri, yiksek konsantrasyonlarda mikemmel reolojik

Ozelliklere sahip olmali ve enkapsiilasyon sirasinda kullanimi kolay olmalidir.

* Akiskanlik — ¢oziicii uzaklagtirma 6zelligi

« Emilsifiye edici ve dengeleyici 6zellikler

» Aktif bilesenlerle kararli emiilsiyonlar veya dispersiyonlar olusturmali ve
isleme veya depolama sirasinda aktif bilesenlerle reaksiyona girmemeli veya
onlarla ayrismamalidir.

+ Inert olmali ve aktif maddeyi koruyan &zelliklere sahip olmalidir.

» Aktif malzemeyi kaydedebilmelidir

* Ekonomik olmalidir.

+ Istenen veya spesifik kapsillleme ¢oziinme o6zelliklerine ve aktif madde

salinimina izin verme 6zelligine sahip olmalidir. (Gokmen ve ark, 2012).

2.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, yaglarin  oksidasyonunu yavaslatan maddelerdir. = Canh
organizmalardaki kimyasal surecler, 0Ozellikle oksidasyon, serbest radikallerin
olusumuna yol acar. Serbest radikaller oldukca reaktiftir ve c¢esitli molekiillerle
kolayca reaksiyona girerek hiicrelere ve organizmalara zarar verebilir. Antioksidanlar
serbest radikallerle reaksiyona girer (onlarla bag kurarak) ve hiicre hasarini 6nler. Bu
ozellikler, hiicrelerin anormal hale gelme ve nihayetinde tiimdr olusturma riskini
azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicre yikimini1 da azaltarak potansiyel olarak
yaslanmanin etkilerini en aza indirir ve daha saglikli bir yasam siirdiiriir (Vikipedi,

2022).

Uluslararas1 Gida Kodeks komisyonu (CAC)’nu antioksidan maddeleri “Gidada
yagin acilagmasi ve renk degisimleri gibi oksidasyon reaksiyonlari sonucunda olusan

bozulmalar1 6nleyerek raf dmriinii uzatan maddeler” olarak tanimlanmaktadir.

Saglikli bir yasam i¢in antioksidan dengesi ¢ok oOnemlidir. Viicudun koruyucu
"antioksidan savunma sistemi", SOR olusumunu ve hasarin1i Onlemek ve

detoksifikasyonu saglamak i¢in dort sekilde caligir:

* Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme,
“slipiiriicii etki”. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller bu yolla etki

gosterirler.

21



* Serbest oksijen radikalleri ile etkileserek ve onlara hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltmak veya "aktif olmayan form doniistiirme etkisi".
Vitaminler ve flavonoidler bdyle bir etkiye sahiptir.

* Zincir kirma etkisi, serbest oksijen radikallerine baglanma, zincirlerini
kirma ve islevlerini engelleme etkisidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller "zincir kiric1 etki" sergilerler.

» Serbest radikallerin neden oldugu hasari onaran bir “onarici etki”” uygular

(Sener ve Yegen, 2009).

Son yillarda dogal antioksidanlar, giivenli olmalar1 ve istenmeyen yan etkilerinin
olmamasi nedeniyle sentetik antioksidanlara tercih edilmektedir. Dogal
antioksidanlar arasinda enzimler [siiperoksitdizmutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutation  peroksidaz =~ (GP),  glutation  rediktaz,  sitokrom-C-oksidaz,
hidroksiperoksidaz], makromolekiller [seruloplazmin, transferring, ferritin,
myoglobin, haptoglobilin] ve mikromolekiiller [B-karoten, A-vitamini, C-vitamini,
Evitamini, tokoferoller, thiol igerenler, glutation (GSH), metionin] sayilabilir (Celik
ve Ayran, 2020).

Insan viicudunda oksidanlara kars1 entimatik antioksidanlar devamli iiretilmektedir.
Ayrica disaridan tiikettigimiz besinlerin antioksidan igerikleri de antioksidan

savunma sisteminin giiclenmesine biiyiik katki saglar.

Antioksidanlar gidalarin yapisinda dogal olarak bulunur. Antioksidanlar, Maillard
reaksiyonu gibi gidalardaki kimyasal reaksiyonlarla olusturulabilir veya dogal

kaynaklardan ekstrakte edilebilir ve gidalara eklenebilir (Podsedek, 2005).

Fenolikler, gidalarda bulunan baslica antioksidan bilesiklerdir. Ozellikle, meyve ve
sebzelerde yaygin olarak bulunan flavonoidler gii¢clii antioksidan aktivite
gostermektedirler. Klinik denemeler ve epidemiyolojik calismalar, meyve ve sebze
tiketimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger bazi kronik rahatsizliklarin
olusumu arasinda ters bir iliski oldugunu gostermektedir. Meyve ve sebzelerde
bulunan antioksidan fenolik bilesikler, vitaminler (C vitamini ve E vitamini) ve
karotenoidler oksidatif stres ile iliskili bu hastaliklar1 onlemede etkili bilesikler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle, ozellikle diyetle alinan gidalarin antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi {izerine biiytik bir ilgi olusmustur (Karabulut ve Gilay,
2016).
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Gidalarin raf Odmriinii uzatmak icin gida imalatinda ve piyasadaki bazi {iirlinlerde
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Gidalarda en fazla kullanilan sentetik
antioksidanlar; BHA (Butillenmis hidroksi anisol), BHT (Butillenmis hidroksi
toluen), PG (Propil gallat) ve TBHQ (Tersiyer butil hidrokinon)’dur. Sentetik
antioksidanlarin gidalarda kullanimi1 yaklasik 60 yil Oncesine dayanmaktadir.
Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlardan daha ucuz, daha kararli ve daha
giiclii olduklar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda sentetik
antioksidanlarin potansiyel yan etkileri konusunda siipheler artmistir. Son on bes
yilda, sentetik katki maddelerinin giivenilirliklerinin test edilmesine yonelik yogun
calismalar baglatilmig ve birgogunun toksik aktivite igerdigi tespit edilmistir. Biitiin
bu gelismeler dogal katki maddeleri ile ilgili arastirmalarin ivme kazanmasina neden

olmustur (Yesilbag, 2009).

Dogal ve diyetsel antioksidanlarin, belirli hastaliklarin &nlenmesinde veya
tedavisinde yararli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, dogal antioksidanlarin
saglik iizerinde bir¢ok olumlu etkisi oldugu asikar olsa da, asir1 alindiginda zararl
etkileri de olabilir. Dogal antioksidanlar belirli konsantrasyonlardan daha fazla
alinirsa, 6nemli, hatta bazen 6limcdl fizyolojik etkiler yaratabilirler. Genel olarak, C
vitamini, E vitamini ve karotenoidlerin insan plazmasi ve organlarinda yiiksek
mikromolar ve diislik milimolar seviyeler arasinda degistigi, polifenol

konsantrasyonlarinin ise yiiksek nanomolar ila diisiik mikromolar aralikta bulundugu

tahmin edilmektedir (Sen ve Chakraborty, 2011).

Endojen ve eksojen antioksidanlar arasindaki etkilesimli ve siklikla sinerjistik bir
etki, oksidasyon ve antioksidasyon arasinda bir dengenin korunmasina yardime1 olur.
Birkag giin boyunca giinde 3000 mg'dan fazla C vitamini tiiketimi, bobrek tas1 gibi
hastaliklara ve oksijen ihtiyacinin artmasina neden olabilir. Ayrica, herhangi bir
asitle birlikte C vitamini alimi, asir1 {irik asit atilimina ve dis minesinin asinmasina
neden olabilir. Birka¢ calisma, E vitamini takviyelerinin belirli kisilerde kanama
riskini artirabilecegini de bildirdi. Uzun siireli A vitamini doz asimi (1600-3200
mg/kg) ayrica yorgunluk, gogiis agrisi, mide-bagirsak stresi, bobrek sorunlari, damar
iltihab1 ve tiroid sorunlar1 gibi semptomlara yol agabilir. Koenzim Q10 ayrica ¢ok
bliyilk miktarlarda alindiginda ciddi kanamalara neden olabilir ve yiiksek

konsantrasyonlarda pro-oksidan gibi davranabilir (Bouayed ve Bohn, 2010).
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Bazi raporlar ayrica f-karoten takviyesinin inme insidansinda ve genel
kardiyovaskiiler oliimlerde Onemli bir artis saglayabilecegini One siirdii. Bazi
arastirmalar, p-karoten takviyelerinin sigara igenlerde akciger kanseri riskini

artirabilecegini bildirmistir.

Sentetik antioksidanlar ¢ok yiiksek dozlarda da toksik etkiler iiretebilir. Ornegin
BHT ve BHA'nin enzim aktivitesinde, lipid konsantrasyonunda ve kanserojen
etkilerde degisiklikler iirettigi bulundu. Bu tiir toksik etkilerden esas olarak bu
kimyasallarin bozunma fiiriinlerinin sorumlu olduguna inanilmaktadir. Sentetik
antioksidanlar normal diizeyde yan etki gostermese de uzun siireli kullanimlari
kronik saglik sorunlarina yol agabilir. Bu nedenle, bu konuda kamuoyunun
bilin¢lendirilmesi ve uygun arastirmalar, antioksidanlarin toksik etkisinin en aza

indirilmesi ihtiyacidir (Bouayed ve Bohn, 2010).
2.5.1. Betalainlerin antioksidan ozellikleri

Betalainlerin antioksidan 6zelliklerine artan ilgi sayesinde, bazi aragtirmalar saglik
yararlarina odaklanmigtir. Betaksantinler, islenmis gida {iriinlerini esansiyel amino
asitlerle giiclendirmek ve "temel bir diyet renklendiricisine" ortaya g¢ikarmak icin

besin takviyesi olarak kullanilmigtir (Leather ve ark, 1992).

Kapadia et al. (1996), pancarin farelerde deri ve akciger kanserine kars1 6nemli bir
inhibitdr etkisi oldugunu gostermistir. Yillar sonra, Kapadia ve ark. (2003), farelerde
farkli kimyasal karsinojenler tarafindan indiiklenen deri ve karaciger tlimorlerinin
uzun siireli lokal baskilanmasi i¢in betanin etkinligini gostermistir (Leather ve ark,

1992).

Kanner et al. (2001), cok kiiclik konsantrasyonlarda hem betanin hem de betanidin'in
in vitro olarak lipid peroksidasyonunu ve heme dekompozisyonunu inhibe etme
kabiliyetini bildirmistir.

Tesoriere ve ark. (2005), insan kirmizi kan hiicrelerinin, hiicreleri koruyabilen ve
oksidatif hemolizi Onleyebilen diyet betalainlerini icerdigine dair kanit saglar.
Hidrofilik olmalarina ragmen, indikaksantin ve betanin in vitro ve in vivo olarak
insan diisiik yogunluklu lipoproteinlerine baglanarak oksidasyona karsi direnclerini

arttirdig1 gosterilmistir (Tesoriere ve ark, 2004).

Gentile et al. (2004), betalainlerin bir in vitro endotelyal hiicre modelini inflamatuar

yanitla ilgili oksidasyondan koruma yetenegini gozlemledi.
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Allegra et al. (2005), insan nétrofilleri tarafindan tiretilen en giiglii antioksidan olan
hipokloréz asidi (HCIO) temizlemede betanin ve indikaksantin etkinligini
bildirmistir. Ek olarak, her iki betalain, HCIO iiretimini Kkatalize eden
miyeloperoksidazin redoks ara rlnlerinin indirgeyicileri olarak hareket edebildi
(Azeredo, 2009).

Lee et al. (2005), betalainlerin, kanser kemoprevensiyonu ile iligkili giiclii bir
detoksifikasyon enzimi olan kinon rediiktazi indiikleme kabiliyetini bildirmistir. Zou
et al. (2005), antioksidan aktivitesinin kismen betalainlere bagli oldugu 6ne siiriilen
kaktlis armut Oziitii ile in vitro olarak servikal, yumurtalik ve mesane kanseri
hiicrelerinin ve farelerin yumurtalik kanseri modellerinin in vivo olarak biiyiimesini

engelledigini bildirmistir (L. ve ark, 2003).

Tesoriere ve digerleri tarafindan gergeklestirilen in vivo testler. (2004b), kaktiis
armut meyvesinin lipidlere olan oksidatif hasar1 azalttigim1 ve saglikli insanlarda
antioksidan durumunu iyilestirdigini 6ne stirmiistiir. C vitamini takviyesi ile yapilan
karsilastirmali testler, askorbik asit disindaki baz1 bilesenlerin lipid oksidasyonunu

azaltmaya yardimci oldugunu gosterdi (L. ve ark, 2003).

Stintzing ve ark. (2005), betalainlerin kaktis armutunun in vitro antioksidan
aktivitesine katkisinin askorbik asit tarafindan saglanandan ¢ok daha fazla oldugunu

belirtmistir.

Netzel et al. (2005), tek bir oral kirmizi pancar suyu dozunun yutulmasinin hem
fenolikler hem de muhtemelen betalainleri iceren 'diger' antioksidanlar olan
antioksidan bilesiklerin idrarla atilimin1 6nemli OSlgiide artirdigini  bildirmistir

(Azeredo, 2009).

Betalainler, insan eritrositlerinde endojen glutatyon sentezini indikler ve eritrositleri
hemolize karsi korur. Ayrica betalainler, LDL partikiillerini (diisik yogunluklu
lipoprotein) oksidasyona kars1 korur. Katyonik yapilar1 nedeniyle betalainler, LDL
partikiillerinin polar bilesenleri ile etkilesime girer. LDL oksidasyonu, antioksidanlar
-tokoferol ve katesin ile Kkarsilastirildiginda, halihazirda nispeten diisiik
konsantrasyonlarda bulunan betalainler tarafindan etkisiz hale getirilir. Ayrica, bir
insan ¢aligmasinda, F2-izoprostanlar (plazmada), malondialdehit (plazmada) ve lipit
hidroperoksit (LDL'de) gibi lipid oksidasyonunun biyobelirteclerinin betalainler

tarafindan azaldig1 gosterilmistir.
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Forbol 12-miristat13-asetat ile uyarilan insan notrofil hiicrelerinde, betanin takviyesi,
indiiklenen DNA hasarinin azalmasina neden oldu. Ayrica Opuntia ficus-indica'dan
thretilen betalainler, insan lenfositlerinde H20: tarafindan indiiklenen DNA hasarinin

azalmasina aracilik etti (Esatbeyoglu ve ark, 2015).
2.6. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlarin birgok farkli simiflandirmasi vardir. Dogal (endojen kaynakli) ve
eksojen antioksidanlar oldugu gibi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak da ayrilabilir. Viicudumuzun antioksidan savunma sisteminin ana bilesenleri,
enzimler, metal iyonlarini baglayan proteinler ve suda ve yagda ¢ozlinen radikal

tutuculardir (Velioglu, 2005).
2.6.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, bitkilerin tiim kisimlarinda bulunan fenolik ve polifenolik
bilesiklerdir. Ornekler flavonoidler, fenolik asit tiirevleri, naftokinonlar, kumarinler,

tokoferoller ve C vitaminidir.
2.6.1.1. C-vitamini

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda ¢oziinen
bir vitamindir. Bu, CsHsOs kapali formiiliine sahip bir ketolaktondur. Yapisi
karbonhidrat heksoza benzer. Heksanoik asitin y-laktonudur. Cogu hayvanin
karacigerinde ve bobreklerinde ve bitkilerin yapraklarinda, 6zellikle kloroplastlarda
glikozdan sentezlenir (Podsedek, 2005).

Insanlar bu vitamini viicutta sentezleyemezler. Bu nedenle ihtiyaglarim taze sebze ve
meyvelerden karsilarlar. Ozellikle cilek, papatya, portakal, kivi, greyfurt, kavun ve
mango gibi meyvelerde, brokoli, briiksel lahanasi, kirmizi veya yesilbiber, domates,
lahana, patates, karnibahar gibi sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve

sularinda bol miktarda bulunmaktadir (Podsedek, 2005).

C vitamini, aktif oksijeni (stperoksit, peroksil radikali, singlet oksijen, ozon), aktif
nitrojeni (peroksinitrit, nitrojen dioksit) ve aktif kloru (hipoklorik asit) kolayca
temizler, boOylece substratlar1 oksidatif hasardan korur. C vitamini viicuttaki
hidroksilasyon reaksiyonlarinda ve demir emiliminde rol oynar. Ayrica sulu peroksi
radikalleri ile reaksiyona girerek bir antioksidan gorevi gorir. Vitamin C lipitlerde

¢oziinen radikallerin temizlenmesi yoluyla iiretilen a-tokoferoksil radikallerinden a-
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tokoferolli yeniden olusturarak bir koantioksidan olarak hareket edebilir. Kollajen,
karnitin ve norotransmitter biyosentezi igin gereklidir (Koca ve Karadeniz, 2005).

C vitamini eksikliginde; kemik bliylimesi geriler, kan damarlar1 kolay zedelenir,
skorbit hastaligi olusur, yaralar geg iyilesir, dis gelisimi bozulur, dis eti kanamalari
olur. Kapiler damarlarin zedelenmesine bagli petesi ve ekimozlar goriiliir.
Cocuklarda C vitamini eksikligi sonucu Barlow hastalig1 ile kurbaga ayagi pozisyonu

goriiliir, dis etleri siser ve kanar (Kurilich ve ark, 1999).

H

,.ll\\“o

HO

HO OH
Sekil 2.6. Askorbik asit kimyasal yapis1 (Teknik, 2021).
2.6.1.2. E vitamini

E vitamini, yliksek antioksidan giice sahip, yagda ¢oziinen bir vitamindir. Bu
vitamin, sekiz stereoizomer igeren asimetrik bir bilesiktir. Bu asimetrik formlar a, J3,
y, 0 tokoferoller ve a, B, y, 6 tokotrienoller olarak siniflandirilir (Koca ve Karadeniz,
2005).

Insanlarda en biyoaktif form a-tokoferoldiir. o-tokoferol, hiicre zarlarini serbest
radikal hasarindan korur. a-tokoferoliin bir antioksidan olarak ana iglevi, lipid
peroksidasyonuna karst korumadir. Ozellikle bitkisel yaglarda, yesil yaprakl
sebzelerde, baklagillerde, cevizde, findikta, sUtte ve yumurtada bulunurlar.
Tokoferollerin kimyasal yapilar1 benzer olsa da biyolojik etkileri oldukga farklidir.

Ug metil grubu bulunan o-tokoferol en etkili vitamindir ve alfa-tokoferol sadece "E

vitamini" denilince anlagilmaktadir (Cornwell ve Ma, 2007).

E vitamini; kolon, prostat ve gogiis kanseri, baz1 kalp damar hastaliklari, iskemi,
katarakt, artritis ve norolojik karsi koruyucu ozellige sahiptir. E vitamini serbest
radikalleri stabilize eder ve peroksidasyon zincirini kirar. Bu, Oz'yi 6ncelikle OH

veya Oz'ye indirgeyerek yapilir.

Antioksidan kapasitesi ¢cok yliksektir ¢linkii E vitamini antioksidan islevini serbest

radikalleri siipiirme, zincirleri kirma, inhibe etme, hasarli yapilar1 onarma, viicudun
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savunma sistemini giclendirme gibi tim mekanizmalari1 kullanarak gergeklestirir. E
vitamininin hiicre zarlar iizerindeki antioksidan etkisi genel olarak hiicre i¢i GPx
tarafindan aracilik edilir. Glutatyon peroksidaz ve a-tokoferol, tamamlayici
antioksidan o6zelliklere sahiptir. a-Tokoferol peroksitlerin olusumunu engellerken,

GPx olusmus olan peroksitleri ortadan kaldirir (Velioglu, 2005).

Sekil 2.7. a_tokoferol kimyasal yapis1 (kimya, 2022).

2.6.1.3. Karotenoidler

Dogal pigmentler olan karotenoidler, bitkiler ve ¢ogu mikroorganizma tarafindan
sentezlenir. Bugiine kadar, dogal kaynaklardan 600'den fazla karotenoid izole
edilmistir. Bir¢ok ¢icek ve meyvenin yani sira birgok kus, bocek ve deniz canlilarinin

renklerinden sorumludurlar.

Yapilarindaki ¢ift baglar nedeniyle soluk saridan kirmiziya degisen renktedirler,
birgok bitki ve hayvanda bulunurlar, nitrojen icermezler, suda ¢dziinmezler ancak
yaglarda ve organik c¢oOzicilerde c¢ozinurler.Karotenoidler oldukca etkili ROS

(reaktif oksijen tiirleri) temizleyicileridir (Otles ve Atli, 1997).

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapilarindaki konjuge c¢ift baglardan
kaynaklanir. Karotenoidler yagda ¢ozinen poliizoprenoidlerdir ve iki ana gruba

ayrilirlar;
(a) Sadece hidrojen ve karbon iceren karotenoidler veya hidrokarbil karotenoidler.

(B) Hidroksi, keto, epoksi, metoksi veya karboksilik asit gruplar1 gibi en az bir
oksijen grubu iceren oksijen iceren hidrokarbonlarin tiirevleri olan ksantofiller
(Senses ve ark, 1999).

Likopen, B-karoten ve a-karoten, karotenler olarak adlandirilan; B-kriptoksantin,
lutein ve zeaksantin, ksantofil adi verilen bir karotenoid smifinin 6rnekleridir.
Yapilarindaki konjuge ¢ift baglar kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini

etkiler.
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Karotenoidler antik caglardan beri bilinmektedir ve domates, havug, 1spanak,
karnabahar, frenk sogani, turp, iliziim, kivi, ananas, patlican, kereviz, hindiba,
guneyik ve rezene koklerinde ve yapraklarinda yogunlasmistir. En yaygin olani,

provitamin A olarak da bilinen -karotendir (Evcimen ve Aslan, 2015).

Bir antioksidan gibi davranarak oksidatif kaynakli hasar1 6nemli diizeyde azalttiklari,
DNA sarmal kirilmalarmi Onledikleri ve kanser onleyici etkinlikleri kabul
edilmektedir. Bast ve Haenen yaptiklar1 ¢alismada, 20 mg beta-karoten takviyesi
almanin akciger kanseri insidansinit %18 artirdigin1 bulmuslardir. Bu nedenle bu
caligmada antioksidan olarak kullanilan 20 mg beta-karotenin insanlar igin guvenli
doz araliginda olmadig1 bildirilmistir. Son yillarda, karotenoidlerin yaglanmaya bagli

kataraktlar1 &nlemedeki etkinligi yaygin olarak vurgulanmaktadir (Otles ve Atls,
1997).

Sekil 2.8. B_Karoten kimyasal yapis1 (Wikipedia, 2022).

2.6.1.4. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde dogal olarak bulunan ve insan saglig iizerinde yararh etkileri
olan bilesiklerdir. Insan metabolizmasinda sentezlenmezler. Yiiksek bitkilerde
bulunan en karakteristik bilesik siniflarindan birini olustururlar. Flavonoidlerin ¢ogu,
kapali1 tohumlularin (¢i¢ekli bitkiler) bir¢ok familyasindaki ¢iceklerin pigmentlerini
olusturur. Ancak sadece cigeklerde degil bitkinin her yerinde bulunurlar. Bitki
yapraklarinda, tohumlarinda, kabugunda ve c¢icek kisimlarinda 4000'den fazla

flavonoid tanimlanmistir. Sebze, meyva, findik, kakao ve cayda bol miktarda

bulunurlar (Ating ve Kalkan, 2018).

In vitro galigmalar, flavonoidlerin genis spektrumda fizyolojik, farmakolojik etkinlik

araligma sahip oldugunu gostermistir. Ornekleri arasinda, antialerjik antienflamatuar,
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antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve antiviral, antikanserojen, etkinliklerinin
bildirilmis olmas1 sayilabilir (Kahraman ve ark, 2018).

Flavonoidler, ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri, selat
metal iyonlarim1 inhibe eder, diger antioksidanlarla etkilesime girer ve siiperoksit
anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri
yakalar ve boylece antioksidan aktivitesini gosterir (Karakaya ve El, 1997).

Flavonoid bilesikleri, glikoz, galaktoz ve ramnoz gibi heksozlar ve arabinoz ve ksiloz
gibi pentozlar dahil olmak Uzere bitkilerde glikozitler olarak bulunur. Bunlar en
yaygin sekerlerdir. Glikosilasyon, bu bilesikleri suda ¢ozlinlir hale getirir.

Flavonoidler glikozitler veya aglikonlar olarak bulunabilir (Kahraman ve ark, 2018).

Flavonoidler, mitokondriyal suksinooksidaz, NADH oksidaz gibi redoks
reaksiyonlarini katalize eden enzimleri ve aragidonik asit metabolizmasinda yer alan
enzimleri etkileyerek reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltmada aktif rol

oynarlar.

Gidalardaki  flavonoidler, oksidatif strese karst1 Onemli dissal savunma
mekanizmalaridir. Literatiir ayrica flavonoidlerin ateroskleroz, tromboz ve
karsinogenez iizerinde Onemli etkileri oldugu disiliniilen LDL peroksidasyonunu
onledigini gostermektedir. Ayrica koroner kalp hastaligina karsi onleyici ve

antikanserojen 6zelliklere sahiptir (Karakaya ve El, 1997).

2.6.1.5. Fenolik asit

Genellikle suda c¢oziinen ve bitkilerde ¢ok yaygin miktarlarda bulunan fenolik
bilesiklerdir. Fenolik asitler ayrica fenilpropanoidler olarak da bilinir.
Hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak Uzere iki gruptan
olusurlar. Hidroksi sinamik asit ¢gogu fenolik asidi olusturur (Evcimen ve Aslan,
2015).

Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmaz ve karboksil gruplar
karbohidratlar, glikozidler, aminoasitler girerler ve proteinlerle reaksiyona alkollerle
fenol esterler, amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar. Enzimsel aktivitelerin
kontrolli, nitrozaminlerin olugmasmin engellenmesi ve kan lipid diizeyi

dengesizliklerinin giderilmesinde aktif rolii vardir (Okcu ve ark, 2011).
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Hidroksi benzoik asit tiirevleri, hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve
cesitlerine gore gesitli isimler almaktadir. Bunlarin 6rnekleri, p-hidroksi benzoik asit,
gallik asit, vanilik asit, sirinjik asit, rezorsilik asit ve protokatesik asittir (Evcimen ve
Aslan, 2015).

HO
OH OH

HO HO
OH OCH,

(A) (B)
Sekil 2.9. Gallik asit (A) ve vanilik asit (B) kimyasal yapist (kimya, 2022).

2.6.1.6. Polifenolik bilesikler

Polifenoller, fitokimyasallarin en biiyiik siniflarindan biridir ve bitkiler aleminde
yaygindir. LDL oksidasyonunu inhibe ederek hticreleri fizyolojik oksidasyonun rutin
bozulmasindan korurlar. Polifenoller gii¢lii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal
yapilaria baglidir. Fenolik bilesikler, en az bir fenolik halka ve en az bir hidroksil
grubu bagli kimyasal yapilardir ve bitki yapilarinda ikincil metabolitler olarak ortaya

cikarlar.

Bu yapiya sahip fenolik bilesikler basit fenoller ve fenolik asitler, kinonlar,
flavononlar,  flavonoidler, flavonoller, tanenler ve kumarinler olarak
smiflandirilabilir. Bitki polifenolleri, hidrojen atomu vericileri, tekli oksijen
temizleyicileri ve indirgeyici maddeler olarak islev goren ¢ok islevlidir. Bazi
polifenoller, antioksidan 0Ozelliklerini metal iyonlarin1 selatlama yeteneklerine

borcludur (Evcimen ve Aslan, 2015).

2.6.2. Sentetik antioksidanlar

2.6.2.1. Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Sentetik bir antioksidan olan BHA, hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢ozlinen beyaz
mumsu bir kati olan (2-tersiyer-butil-4-hidroksianisol ve 3-tersiyer-bdtil-4-
hidroksianisol; Ci11H1602) karisimidir. Suda ¢dziinemeyen bir antioksidan olarak

tanimlanmaktadir (Chemical, 2022).
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Bu antioksidan ilk olarak 1948'de Amerika Birlesik Devletleri'nde gida kullanimi
icin onayland1 ve simdi bir¢ok iilkede gida olarak tiiketilen kati ve sivi yaglarda
kullaniliyor. BHA gidalarda %0,02 oraninda kullanilmaktadir. Hayvansal yaglar ve
bu yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve patates cipsinde etkili antioksidan olarak

kullanilirlar.

BHA, tersiyer butil grubunun hidroksil grubuna orto veya meta konumunda olmasi
nedeniyle yapisinda "inhibe edici fenol" olarak adlandirilir. Bu sterik engelin,
tersiyer biitil grubunun fenolik yapisinin antioksidan aktivitesine miidahale ettigi ve
boylece BHA'y1 bitkisel yaglarda daha az etkili hale getirdigi One siiriilmiistiir
(Chemical, 2022).

OH
foe  OH
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Sekil 2.10. BHA nin kimyasal yapis1 (kimya, 2022).

2.6.2.2. Butillenmis hidroksi toluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidanlardandir. C1sH240 kapali
formulune sahiptir ve 2,6-di-tert-bitil-4-metil fenol yapisina sahiptir. Biitillenmis
hidroksi toluen, hayvansal yaglarda ve etlerde daha aktiftir ve bitkisel yaglarda daha
az aktiftir. BHA'ya benzer ozelliklere sahiptir. Gida katki maddeleri proseslerinde
kullanilan ¢ok yiiksek sicakliklara dayanamaz. %0,01 oraninda kullanilir (Chemical,
2022).

BHT ilk defa soya yaginin otoksidasyonunda bozunma Urunleri tayin edilerek fark
edilmistir. BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle

verdigi reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder.
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Sekil 2.11. Butillenmis hidroksit tolun (BHT) kimyasl yapis1 (Kimyaevi, 2022).

2.6.2.3. Propil gallatlar (PG)

Propil gallat (propil 3,4,5-trihidroksibenzoat; C10H120s) beyaz, kokusuz bir tozdur.
Gidalarin, yaglarin ve ilaglarin tazeligini, besin degerini, aromasini ve rengini
korumak ve dengelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir antioksidandir. Etanolde
¢ok ¢Oziiniir, ancak suda az ¢Oziiniir. Calismalar, propil gallatin gastrointestinal

kanalda emildigini géstermistir (Zuritaa ve ark, 2007).

OH
HO

0
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Sekil 2.12. Propil Gallatlar ( PG) kimyasal yapis1 (Wikipedia, 2022).
2.6.3. Yapilarmna gore antioksidanlar

2.6.3.1. Fenolik antioksidanlar

En 6nemli antioksidanlar fenol gruplari ve bunlarin dihidroksi tiirevleri olanlardir. Iyi
bir 6rnek, tersine gevrilerek kinona oksitlenen hidrokinondur. Sadece ortopolifenoller
ve parapolifenoller antioksidan Ozelliklere sahiptir. Fenoliin kendisi bir antioksidan
olmasa da ancak ikame edilmis benzenler, ¢oklu benzen halkasi i¢ceren aromatikler
veya heterosiklikler, eger orto- ve para-hidroksi bilesiklerinin yapilari benzer ise,

antioksidan olabilirler (Meral ve ark, 2012).

Baz1 flavonoidler bitkilerde bulunan fenolik antioksidanlardir. Dogal fenolik
antioksidanlarin bir bagka grubu da E vitamini, tokoferollerdir. Sentetik

antioksidanlar propil galat, oktil gallat, dodesil galat, nordhidroguaik asit (NDGA),
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biitillenmis  hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve
tribiitilhidrokinon (TBHQ) ve diger fenolleri igerir (Kolag ve ark, 2017).

2.6.3.2. Aromatik antioksidanlar
Aromatik amino antioksidanlar, hidroksi gruplarinin kismen veya tamamen amino
gruplariyla yer degistirmesi disinda genellikle fenolik antioksidanlara benzer.

Bunlardan biri para-izobutil aminofenoldir (Kolag ve ark, 2017).

2.6.3.3. Organik sulfurla antioksidanlar

Giiglii antioksidanlarin bir grubu organosiilfiir bilesikleridir. ,3'-ditiopropionik asit
ve esterleri, 6zellikle dilauril ve distearil ditiopropionat, giiglii antioksidanlardir.
Ozellikle %0,01 yaglarda kullamlirlar (Meral ve ark, 2012).

2.6.4. Etki mekanizmasina gore antioksidanlar

2.6.4.1. Primer antioksidanlar

Zinciri kiran ve Lipid radikalleriyle reaksiyona girerek onlar1 daha kararli iiriinlere
doniistiiren antioksidanlardir. Bu gruptaki antioksidanlar, elektron vererek serbest
radikal zincirlerini kiran fenolik bilesiklerdir. Daha kararli tiriinler olusturmak ve
hidroperoksit olusumunu 6nlemek igin serbest radikallerle etkilesime girerler. Dogal
veya sentetik yapida olabilirler ve sunlari igerirler:  Antioksidan mineraller,
antioksidan vitaminler ve fitokimyasallar, flavonoidler, katesinler, karotenoidler, -
karoten, likopen, diterpen, karabiber, kekik, sarimsak, kimyon ve bunlarin tiirevlerini

iceren fitokimyasallar (Moharram ve Youssef, 2014).

2.6.4.2. Sekonder antioksidanlar

Oksidasyon hizin1 yavaslatan maddelerdir. Metal iyonlarini yakalama, oksijen
molekiillerini tutma, hidroperoksitleri radikal olmayan bilesiklere ayristirmak,
ultraviyole 15181 absorblamak ve oksijen atomlarin1 nétralize etmek gibi etki
mekanizmalarina sahiptirler. Kendileri diisiik antioksidan etkiye sahiptir. Eger
ortamda iki tir antioksidan varsa, tek baslarina olduklarindan daha biiyiik bir etkiye
sahip olacaklardir. Antioksidan etkisini bu sekilde artiran maddelere sinerjist denir.
Askorbik asit, sitrik asit, ¢esitli amino asitler, fosfatlar ve tartarik asit gibi maddeler

fenolik antioksidanlarin etkilerini arttirir (Moharram ve Youssef, 2014).
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2.6.5. Kaynaklarina gore antioksidanlar

Antioksidanlar kaynaklarina goére endojen ve eksojen olarak siniflandirilabilir.
Endojen antioksidanlar vicutta Gretilirken, eksojen antioksidanlar disaridan
besinlerle alinir. Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olmak

Uzere iki grupta incelenir (Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).

Enzimatik Antioksidanlar Stperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPx), Glutatyon rediktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST),
hidroperoksidaz, peroksidaz ve mitokondriyal sitokrom oksidaz (solunum zinciri son

enzimi) enzimatik savunma hattini olusturan enzimsel antioksidanlardir.

Nonenzimatik antioksidanlar enzimsel olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon,
melatonin, irik asit, bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, o-lipoik asit,
seruloplazmin, transferrin, askorbik asid (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), B-

karoten, ferritin, haptoglobin, hemoglobin, laktoferrin ve retinoik asid sayilabilir.

Eksojen antioksidanlar: anestezikler, asetil sistein, gida ekli antioksidanlar (BHA,
BHT, etoksikin, propil gallat, sodyum benzoat), desferoksamin (Fe tutucu), DMSO,
ebselen, flavonoidler, kalsiyum kanal blokerleri, ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopurinol, folik asit), oksipurinal, pterinaldehit), mannitol, probukol, rekombinant

antioksidan enzim (r-SOD), sertiloplazmin (Aydemir ve Karadag Sari, 2009).

2.7. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasiteyi belirlemeye yonelik yontemler, kullanilan kimyaya gore

temel olarak iki kategoriye ayrilabilir:
a) Hidrojen Atomu Transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
b) Tek Elektron Transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

Cogu HAT tabanh test, rekabetci reaksiyonlarin kinetigini takip eder ve miktarlari
kinetik egrilerden tiiretir. HAT tabanli yontemler genellikle sentetik serbest radikal

olusturuculardan, oksidasyon problarindan ve antioksidanlardan olusur.

ET tabanli yontemler, son reaksiyonun bir gdstergesi olarak bir oksidan (reaksiyon
izleme probu olarak da kullanilir) ile redoks reaksiyonlarmi icerir. HAT ve ET
tabanli yontemler, bir numunenin koruyucu antioksidan kapasitesinden ziyade
serbest radikal (veya oksidan) slipirme kapasitesini 6lgmeyi amaclar (Moharram ve
Youssef, 2014).
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HAT analiz yontemleri:

a) Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)

b) Lipid peroksidasyon inhibisyon kapasitesi (LPIC)

c) Toplam radikal tutucu antioksidan parametresi (TRAP)

d) Engellenmis oksijen alimi (I0C)

e) Crocin agartma nitrik oksit radikal inhibisyon aktivitesi

f) p-NDA (p-butrisidunetil anilin) ile hidroksil radikal stiplrme aktivitesi
g) H20:, radikallerin temizlenmesi

h) ABTS radikal stipirme

1) Alkali (SASA) ile siiper oksit radikal olusumunun temizlenmesi

ET tabanli analitik yontemler, indirgendiginde renk degistiren oksidanlarin
indirgeme kapasitesinin  Ol¢lilmesine dayanir. Renk degisiminin derecesi,
numunedeki antioksidanlarin konsantrasyonuna baghdir. ET tabanli analiz

yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenol analizi

b) Troloks'un (TEAC) esdeger antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesi

¢) Ferrik iyonu azaltic1 antioksidan kapasitenin (FRAP) 6l¢timii

d) oksidan olarak bakir(II) komplekslerinin kullanildig: bir "toplam antioksidan
kapasite" deneyi

e) DPPH kullanilarak "toplam antioksidan kapasite" 6l¢iim yontemi

f) CUPRAC (Bakir(Il) Antioksidan Kapasiteyi Azaltan) yontemi olarak
siralanabilir (Frankel ve Finley, 2008).

Aragtirmalarda en sik kullanilan yontemler toplam fenol tayini (Folin-Ciocaltaeu
assay), Ransimat yontemi ile lipid peroksidasyon etkisinin tayini, DPPH ile serbest
radikal yakalama etkisinin tayini, Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giici (FRAP)
tayini, ABTS radikal slpurici etki testi, Oksijen radikali absorbans kapasitesi
(ORAC) etki tayini.

2.7.1. Toplam fenol miktar tayini (Folin-Ciocalteu yontemi)

Toplam fenolik madde tayininin esasi fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-
Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigli redoks
reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu Reaktifi (Folin-Fenol Reaktifi veya

Folin-Denis Reaktifi), fenolik antioksidanlarin ve polifenollerin kolorimetrik tayini
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i¢in kullanilan fosfomolibdik ve fosfotungstik reaktiflerin bir karigimidir. Fenolik
bilesikler, 700 nm'de olusan mor-mor kompleksin maksimum absorpsiyon 6l¢cuimu
olan alkali ortamda Folin-Ciocaltacu reaktifi ile renkli bir kompleks olusturur
(Singleton ve ark, 1999).

2.7.2. Lipid peroksidasyon etki tayini

Lipid peroksidasyon inhibisyon tahlil yontemi, lipid (6rn. yag asidi)
peroksidasyonunu induklemek icin Fenton benzeri bir sistem (Co(ll) + H.0)
kullanir. Model substrat olarak a linolenik asit se¢ilmistir. Lipid peroksidasyonunu
indiiklemek i¢in analiz edilen numuneyle ve ayrica Fenton benzeri karigimla
karistirildi. Inkiibasyonun bitiminden sonra, lipid peroksidasyon indeksi olarak
tiyobarbiturik asitle reaktif maddelerin (TBARS) konsantrasyonu olcildi. Lipid
peroksidasyonu, 1 ml karigim a-linolenik asit/analiz edilen numune basima nmol

TBARS olarak ifade edildi (Pisoschi ve Negulescu, 2011).

2.7.3. DPPH supuruci antioksidan aktivite tayin yontemi

Bu yontem ilk olarak Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalinin antioksidan molekiilleri tanimlamak i¢in kullanilabilecegini 6nerdigi
zaman tantildi. Antioksidan aktivitenin yogun Olgiimlerinin yapildig:r yillarda,
Brand-Williams ve arkadaslar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan referans olarak
kullanilan bu yontemi gelistirdiler. yontemin temeli. Bu yontem, kararl bir organik
nitrojen radikali olan antioksidan DPPH'nin (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) stptrtci
etkisinin Ol¢iilmesine dayanir. Bu radikal bir hidrojen donérii ile reaksiyona
girdiginde hidrazin olur. Kirmizt DPPH radikali 515 nm'de maksimum absorbans
sergiler. DPPH soliisyonuna antioksidan eklenmesi absorbansi azaltir ve antioksidan
varliginda radikalin rengi kirmizidan sartya degisir. Bu yontem, antioksidanlarin
radikal temizleme yeteneklerini degerlendirmek i¢in kolay ve gecgerli bir yontem
olarak bilinir. Antioksidan aktivitesi incelenecek olan bitki ekstraktlarinin DPPH
radikal siipiiriicii etkisine dayanmaktadir ve bu ekstraktlarin renklenmeleri 517 nm'de
DPPH kullanilarak 6l¢iilmiistiir ve standart madde ile karsilastirilmistir (Romulo,
2020).

2.7.4. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) tayini
ORAC, bu yontemi uygulayan 1600 makalenin bulundugu PubMed verilerine gore
antioksidan aktiviteyi belirlemek igin populer yontemlerden biridir. Antioksidan
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aktivitenin ~ Ol¢limii, antioksidanli  numuneler tarafindan  2,2'-azo-bis-(2-
metilpropionamidin) dihidrokloriiriin (AAPH) oksiradikal kaynakli oksidasyonun
stplricu aktivitesine dayanir. Bu yontemde hedef molekil olarak fikoeritrin veya
floresein kullanilir. Zamanla, antioksidan bilesikler ortaya ¢iktiginda bu bilesiklerin
floresan sinyali kaybolacaktir. Antioksidan o6zellikler igeren ¢ozelti test edildiginde,
floresan indirgemesi engellenir ve 485 nm uyarma dalga boyunda ve 520 nm

emisyon dalga boyunda 6lculir.

Test, referans standardi olarak Trolox'u kullanir ve degerler genellikle Trolox
Esdegeri (TE) olarak ifade edilir. Antioksidan kapasite sonuglari, antioksidan
degerlerinin bosluk ile alanin ¢ikarilmasiyla 6l¢iildiigli reaksiyon egrileri altindaki
toplam floresan alani ile bir koreldsyona sahiptir. , hicbir antioksidan icermez
(Romulo, 2020).

ORAC yontemi, biyolojik numune matrislerinin taranmasinda deneylerin
otomasyonu i¢in sabit sicaklikta bir mikrotitre plakasinda yiiriitilmeye uygundur.
Hem inhibisyon silresini hem de serbest radikal etkisinin inhibisyon derecesini
dikkate alir ve gesitli numune matrisleri i¢in uygundur. Ancak, ORAC reaksiyon
sicakligi, reaktif konsantrasyonu ve oksijenin kontrolii gibi faktorler bu ydntemi

uygularken bazi zorluklari ortaya ¢ikarir (Romulo, 2020).

2.7.5. Ferrik iyonu indirgeme antioksidan glict (FRAP) tayini

Bu yontem, antioksidanlarin ferrik demiri (III) azaltma yetenegini 6lger. Ferrik demir
ve 2,3,5-trifenil-1,3,4-triaza-2-azoniasiklopenta-1,4-dien klortr (TPTZ) kompleksini
disik pH'ta demirli demire indirgemistir. Bu diislis, bir diyot dizisi
spektrofotometresi kullanilarak 593 nm'de absorbans degisikligi Olciilerek izlenir

(Benzie ve Strain, 1996).

2.7.6. ABTS radikal stipiirme etki tayini

Biyokimyada ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) spesifik
enzimlerin reaksiyon kinetigini gozlemlemek i¢in kullanilan kimyasal bir bilesiktir.
Bunun i¢in yaygin bir kullanim, molekiillerin birbirine baglanmasini1 saptamak i¢in

enzime bagli immiinosorbent tahlilinde (ELISA) bulunur.

ABTS ayrica gida endiistrisi ve tarim arastirmacilari tarafindan gidalarin antioksidan
kapasitelerini 6lgmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu tahlilde ABTS, sodyum

persiilfat ilavesiyle radikal katyonuna doniistiiriiliir. Bu radikal katyon mavi renktedir
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ve 415, 645, 734 ve 815 nm'de 15181 absorblar. ABTS radikal katyonlari, fenoller,
tiyoller ve C vitamini dahil olmak iizere ¢ogu antioksidanla reaksiyona girer. Bu
reaksiyonda mavi ABTS radikal katyonu renksiz nétr bir forma doniistiiriliir.
Reaksiyon bir spektrofotometre ile izlenebilir. Bu test genellikle Trolox Esdeger
Antioksidan Kapasitesi (TEAC) testi olarak adlandirilir. Test edilen ¢esitli
antioksidanlarin reaktivitesi, suda ¢ozlinlir bir E vitamini analogu olan Trolox ile

karsilastirilir.

Olusan serbest radikallerin 6zel kimyasal 6zelliklerine dayanarak, gida iiriinlerinin
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in ABTS testi kullamlmustir. Ornegin,
meyvelerde yaygin olarak bulunan polifenol bilesikleri, insan viicudundaki serbest
radikalleri sondiirebilir, bdylece serbest radikallerin oksidatif hasarin1 Onleyebilir.
Bitki 0zii veya gida iirlinliniin antioksidan giicii ABTS testi ile Ol¢lilmiistiir

(Wikipedia, 2022).

2.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen/azot tirlerinin (ROS/RNS) viicudun antioksidan
savunmasini baskilayarak biyolojik makromolekiillerin (lipitler, proteinler ve DNA
gibi) oksidatif modifikasyonuna, doku hasarma ve hizlandirilmis hiicresel 6liime yol
actig1 patolojik bir durumdur. Canli hiicreler, enerjik metabolizma sirasinda solunum
zinciri boyunca sirekli olarak serbest radikaller veya reaktif oksijen tirleri (ROS)
uretir. Oksijen, hiicreler tarafindan enerji iiretmek i¢in kullanilir ve mitokondri
tarafindan ATP (adenozin trifosfat) liretimi sonucunda serbest radikaller olusur. ROS
zararl olabilir veya viicudumuzda 6nemli fizyolojik roller oynayabilir. Normal hiicre
metabolizmasi sirasinda {iretilmelerinin yan1 sira, UV 15181, X 1s1nlar1, gama 1sinlari
ve ROS olusumuna yol acabilecek atmosferik kirleticiler ile 1sinlama gibi ¢ok sayida

digsal faktor vardir (Apak ve ark, 2016).

Reaktif oksijen tlrleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS), hiicresel oksidasyon
islemlerinin yan iiriinleridir. Bu reaktif tiirler, insanlarda toksik ve faydali bilesikler
olarak ikili bir rol oynamaktadir. Bu karsit etkiler arasindaki hassas denge, siiphesiz
yasamin 6nemli bir yoniidiir. Diisiik veya orta konsantrasyonlarda, reaktif tiirler,
hiicresel redoks sinyali ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde yararhi etkiler gosterir.
Ancak yiiksek konsantrasyonlarda, hiicrelerin islevine ve yapilarina zarar verebilecek

zararl bir siire¢ olan oksidatif stres tiretirler (Thanonkaew ve ark, 2015).
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Insan viicudu, antioksidanlar iireterek veya disaridan tiiretilen gidalar veya takviyeler
yoluyla oksidatif strese kars1 koymak i¢in ¢esitli i¢sel mekanizmalara sahiptir. Ancak
serbest radikallerin fazlalig1 oldugunda bunlarin viicutta birikmesi oksidatif stres adi
verilen bir fenomen olusturur. Yaslandik¢a, bu oksidatif veya nitrozatif hasarlar,
ROS/RNS belirli diizeylerde biriktikten sonra bir dizi ge¢ baslangi¢l hastaliga neden
olur. ROS/RNS aracili ge¢ baslangigh hastaliklar viicudun herhangi bir sisteminde
ortaya c¢ikabilir ve kanser, artrit arterioskleroz ve norodejeneratif hastaliklar gibi
klinik durumlara yol agabilir. Oksidatif stres, cesitli hastalik durumlarina ydnelik
Ozgulligli dogrulama gerektiren spesifik biyobelirteglerin ifadesi ile isaretlenir

(Wiley ve Ltd, 1997).

Oksidatif stres, dort kritik adimda cesitli hastaliklara neden olur. Bozulmus lipid
membran peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve hiicre denge kaybi.
Bu, hiicre yikimma ve sinyal yollarinda degisikliklere yol acar. Oksidatif stres,
kanser, kardiyovaskiiler hastalik, norolojik hastalik, diyabet ve yaslanma benzer
bicimde muhtelif hastaliklarla iligkilidir. Pro-oksidanlarin tiyol/disiilfid redoks
durumunu degistirmesi ve glikoz toleransina zarar vermesi ile Orneklenebilen
“mitokondriyal oksidatif stres” durumlart gibi hastaliklarin patogenezinde farkli
mekanizmalar rol oynar; "inflamatuar oksidatif kosullar" ve NADPH oksidaz veya
ksantin oksidaz kaynakli ROS olusumunun artan aktivitesi veya her ikisi tarafindan.
Yaslanma, esas olarak lipit peroksidasyonu, DNA hasar1, serbest radikal etkisiyle
protein oksidasyonunun sonucundan kaynaklanmaktadir. Viicudumuzda bulunan her
biyolojik molekdl, serbest radikallerin zarar gérme riski altindadir. Bu tiir hasarli
hiicre molekiilleri, hiicre fonksiyonlarni bozabilir veya hiicre 6liimiine yol acabilir

ve sonugta hastalikli durumlara neden olabilir (Valko ve ark, 2007).

Lipidler tizerindeki etkisi. Hiicre alt1 organellerin zarinda bulunan lipidler, serbest
radikal hasarina karsi oldukca hassastir. Lipid ile reaksiyona girdiginde serbest
radikal hem dogrudan hem de dolayli etkilere yol agan lipit peroksidasyonunun son
derece zararli zincir reaksiyonuna maruz kalabilir. Lipid peroksidasyonu, iiretim
alanindan uzaktaki bir bolgede etki gosterebilen, 'ikinci haberciler' olarak hareket

eden ¢ok sayida toksik yan tiriiniin olusumuna yol agar (Devasagayam ve ark, 2003).

Lipit peroksidasyonunun neden oldugu hasar, hiicre islevi i¢in olduk¢a zararlidir.
Hiicre zan lipid peroksidasyonu, akiskanliklarini ve gecirgenliklerini etkileyerek

hiicre zarlarina zarar verebilir. Lipid peroksidasyonu, bir metilen grubundan bir
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hidrojen atomunu c¢ikarabilen bir tiiriin saldirisiyla baglatilir ve bu da karbon atomu
(*CH) lizerinde eslesmemis bir elektron olusumuyla sonuglanir. Bu sekilde olusan
karbon radikali, daha sonra bir lipid peroksil radikali (LOQO¢) olusturmak tiizere bir
oksijen molekilu ile reaksiyona girebilen bir konjuge dien Gretmek (izere molekuler
yeniden diizenleme ile stabilize edilir. Bu radikaller, hidrojen atomlarini1 daha fazla
soyutlamak i¢in diger lipit molekiilleri ile reaksiyona girebilir, boylece lipit
hidroperoksitler (LOOH) olusur ve ayn1 zamanda diger lipit peroksidasyonunu daha

da ilerletir (Devasagayam ve ark, 2003).

Proteinler Uzerindeki etkisi. Proteinler ayrica dogrudan serbest radikallere kars
hassastir. Serbest radikaller, enzim aktivitesine ve yapisal proteinin islevine
miidahale ederek bir¢ok protein tirtine zarar verebilir. Protein hidroperoksitleri gibi
oldukca reaktif ve kararli bir {riin, ROS/RNS'min neden oldugu proteinlerin
oksidasyonu ile lretilebilir ve bu, esas olarak gecis metal iyonlar ile etkilesim
uzerine ek radikaller uretebilir. Oksitlenmis proteinlerin ¢ogu dogal olarak islevsel
olarak inaktiftir ve hizla temizlenir, ancak bazilar1 zamanla kademeli olarak birikerek

yaslanma bagli hasara ve gesitli hastaliklara katkida bulunur (Valko ve ark, 2007).

DNA Uzerindeki etkisi. ROS/RNS, DNA ile etkilesime girer ve oksidatif hasara yol
acar. DNA, *OH gibi serbest radikallerin verecegi hasara karst oldukca hassastir.
Seker kismindan hidrojen atomlarinin eklenmesi veya kaybiyla DNA ile reaksiyona
girebilir. Ozellikle, pirimidinin C4-C5 ¢ift bagi, *OH saldirisina kars1 ¢ok hassastir,
bu da timin glikol, urasil glikol, iire kalintilari, 5-hidroksideoksitridin gibi oksidatif
pirimidin  hasar {rlinlerinin  bir  spektrumunun olugmasina neden olur.

hidroksideoksiiiridin, hidantoin ve digerleri.

Benzer sekilde, piirinler, *OH ile birleserek 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), 8-
hidroksideoksiadenozin, formamidopirimidinler ve diger daha az karakterize edilmis
piirin oksidatif iirtinleri olusturma egilimindedir. Serbest radikal saldiris1 ayrica
DNA'nin pargcalanmasina ve programlanmis hiicre 6liimiine yol acgabilen poli (ADP-
riboz) sentetaz enziminin aktivasyonuna neden olur. Bu islem, hiicresel NAD+

seviyelerini tiiketerek elektron tasima zinciri fonksiyonunu bozar (Sarma ve ark,

2010).

Karbonhidratlar iizerindeki etkisi. *OH gibi serbest radikaller, karbonhidratlarla

rastgele reaksiyona girerek karbon-kanterli radikal ile sonuglanir. Bu, hyaluronik asit
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gibi hayati molekiillerde zincir kirilmalarma yol agar. Aslinda, serbest radikal
reaksiyonlari, her insan hastalik durumunda rol oynar. Serbest radikal roliintin iyi
tespit edildigi insan hastaliklarindan bazilari, norodejeneratif bozukluklari
(Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, multipl skleroz, amyotrofik lateralskleroz,
hafiza kayb1 ve depresyon), kardiyovaskiiler hastaliklar1 (ateroskleroz, iskemik kalp
hastaligi, kardiyak hipertrofi, hipertansiyon, sok ve travma), akciger bozukluklar
(asttm ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi inflamatuar akciger hastaliklar),
prematiire bebeklerle iligkili hastaliklar (bronkopulmoner, displazi, periventrikiiler
Iokomalazi, intraventrikiler kanama, premature retinopatisi ve nekrotizan
enterokolit), otoimmiin hastaliklar (romatoid artrit), bobrek hastaliklari
(glomertilonefrit, tubulointerstisyel nefrit, kronik bobrek yetmezligi, proteiniiri,
tiremi), peptik tlser inflamatuar bagirsak hastaligi ve kolit gibi gastrointestinal

hastaliklar), diyabet, tiimorler ve kanserler (Devasagayam ve ark, 2003).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), kardiyovaskiiler sistemdeki bir dizi islemi diizenleyen
sinyal molekiilleri olarak iglev goriir ve kardiyovaskiiler homeostazin korunmasina
biiyiik 6l¢iide katkida bulunur. Oksijen serbest radikallerinin hem in vivo hem de in
vitro caligmalarda ateroskleroz, iskemi, hipertansiyon, kardiyomiyopati, kardiyak
hipertrofi ve konjestif kalp yetmezligi gibi bir dizi kardiyovaskiiler hastaligin (KVH)
patogenezinde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir. Iskemi ve reperfiizyon sirasinda
potansiyel serbest radikal kaynaklar1 miyositlerde, vaskiiler endotelde ve 16kositlerde
tammlanmustir. Hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunun diizenlenmesinde yer alan
stireclerin yaralanmast hem serbest radikallerin neden oldugu hem de reperfiizyon

anormalliklerinin altinda yatan ortak bir mekanizma olabilir (Stanner ve Coe, 2018).

Redoks metalleri tarafindan katalize edilen oksidatif stres ve serbest radikal
olusumunun, nérodejenerasyonun ana suglulari olan RNS ve ROS iiretimine katkida
bulunan in vivo redoks reaksiyonlarinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Mitokondriyal disfonksiyonlar, eksitotoksisite ve son olarak
apoptoz, Parkinson hastaligi (PD), Alzheimer hastaligi (AD), Multipl Skleroz (MS)
ve Amyolotrophic lateral skleroz (ALS) gibi nérodejeneratif hastaliklarin belirgin
nedenleridir. Mitokondriyal disfonksiyon, solunum zinciri disfonksiyonu ve oksidatif
stres, azaltilmis ATP {iretimi, kalsiyum diizensizligi, mitokondriyal gecirgenlik gecis
gozenek acilmasi, mitokondriyal dinamiklerde petiitbasyon ve diizensiz

mitokondriyal klirensi icerir (Emerit ve ark, 2004).
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Alzheimer hastalariin beyninde siklikla bulunan toksik bir peptit olan R-amiloid
iretimi, oksidatif strese baglhdir ve ndrodejeneratif siire¢lerde 6nemli bir rol oynar.
AD beyinleri ayrica ROS aracili enfeksiyon kanit1 gosterir; Alzheimer hastalarinin
beyin ve beyin omurilik sivisinda kontrollere kiyasla malondialdehit ve 4-

hidroksinonenal diizeylerinde artis vardir (Gandhi ve Abramov, 2012).

Parkinson hastaliginda protein alfa-siniiklein (aSyn) ubikuitine baglanir ve Lewy
cisimcikleri ad1 verilen proteinli sitoplazmik kapanimlar olusturur. aSyn'in asiri
birikimi ve translasyon sonrasi modifikasyonu, dopaminerjik néronlarin 6liimiiyle

sonuglanir.

Bunun yani sira Parkinson hastaliginin gelismesinde énemli rol oynayan substantia
nigra'da [beyin bolgesi] lipid peroksidasyonunda artig, oksidatif DNA ve protein
hasar1 gozlenir. Huntington hastaliginda mutant Huntingtin proteini (mHtt) toplanir
ve BDNF gibi 6nemli molekiillerin retrograd taginmasina zarar verir. Tasimadaki bu
hasar, patolojik degisikliklere ve hastalik semptomlarina neden olan molekiiler
motorlarin ve mikrotiibiillerin hasar gérmesi sonucu olusur. Ek olarak degistirilmis
mitokondriyal enerji metabolizmasi, serbest radikallerin tiretimini arttirir ve bdylece

Huntington hastaliginda ciddi néronal travmaya neden olur (Lovell ve ark, 1995).

Akcigerler, gozler ve cilt dogal olarak nispeten yiiksek miktarda oksijene ve ayrica
onlar1 oksidatif hasara kars1 savunmasiz hale getiren hava kirleticilerine maruz kalir.
Kadmiyum gibi agir metaller, hiicre liimiinii destekleyen reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu arttirir. Bununla birlikte, eksojen antioksidan savunmadaki eksiklik de
onemli bir rol oynar ve okiler dokularda sorunlara neden olabilir (Apak ve ark,
2016) .

2.9. Serbest Radikaller

Bir ya da daha fazla sayida eslesmemis elektron igeren atom, iyon veya molekiillere
serbest radikallar denir. Diger kimyasal tiirlere bagimli degil, bagimsiz olarak var
olduklart icin "serbest" olarak adlandirilirlar. Eglenmemis elektronlari nedeniyle,
radikal benzeri maddeler genellikle ¢ok kararsizdir ve oldukga reaktiftir. Bir

indirgeyici madde gibi davranir (Sen ve ark, 2010).

ROS, superoksit (O2¢-), hidroksil (*OH), peroksil (ROO¢), lipid peroksil (LOO¢®) ve
alkoksil (RO¢) radikallerini icerir. Nitrojen serbest radikalleri, nitrik oksit (NO¢) ve
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nitrojen dioksiti (NOz¢) igerir. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, saglik i¢in de
tehlikeli olan diger radikal olmayan reaktif tiirlere kolayca doniistiiriilebilir. Hidrojen
peroksit (H202), ozon (O3), singlet oksijen (10.), hipoklordz asit (HOCI), nitréz asit
(HNOy), peroksinitrit (ONOO-), nitroz oksit (N203), Oksitlenmis lipitler (LOOH)
serbest radikal degildir ve genellikle oksidanlar olarak adlandirilirlar ve kolaylikla in
vivo olarak serbest radikal reaksiyonlari baslatabilirler. Oksidanlar ayrica proteinleri
nirosile ederek biyolojik islevi bozabilir. Dolayisiyla ROS ve RNS, radikal ve radikal

olmayan tirleri icerir (Sarma ve ark, 2010).

Bu reaktif tiirler, fizyolojik ve patolojik kosullar altinda hayvanlarda ve insanlarda
tiretilir. Serbest radikaller hem viicudun kendi maddelerinden hem de yabanci
maddelerden gelebilir. Vicutta serbest radikal Gretimi sabittir ve fizyolojimizin
normal bir parcasidir. Serbest radikal olusumlar ile iligkili biyolojik slreg

asagidakileri igerir;

* Bagisiklik sistemi: Bagisiklik sistemi hiicreleri, patojenlere yanit olarak oksi-
radikaller ve ROS uretir.

* Metabolik siire¢: Arasidonik asit, trombositler, makrofajlar ve diiz kas
hiicrelerinin metabolizmas1 sirasinda serbest radikaller olusabilir. Lipid
peroksidasyonu Onemli bir serbest radikal kaynagidir ve mitokondriyal
sitokrom oksidaz, ksantin oksidazlar, notrofiller gibi ¢esitli kaynaklardan
olusabilir. Mitokondri, her biri farkli serbest radikaller iiretebilen bir dizi
metabolik siire¢ boyunca toksik atik olarak siirekli ve bol miktarda oksi-
radikaller ve ROS Uretir.

* Enflamasyon: Enflamasyon sitokinleri serbest birakir ve serbest radikaller
tiretmek i¢in notrofilleri ve makrofajlari baslatir.

» Stres: Zihinsel ve bedensel stres, toksik bir yan 0rin olarak serbest
radikallerin Gretimini tetikleyebilir. Ek olarak, kortizol ve katekolamin gibi
viicutta stres reaksiyonuna aracilik eden hormonlarin kendileri de yikici
serbest radikallere doniisiirler.

« Kirlilik: Hava Kkirleticiler (asbest, benzen, karbon monoksit, klor,
formaldehit, ozon ve toluen), kimyasal c¢ozuculer (temizlik Urlnleri,
yapistirici, boyalar, tiner, parfiimler ve bocek ilaclar1) ve su gibi farkh
kirletici tiirleri kirleticilerin (kloroform ve diger trihalometanlar) tiimd,

serbest radikallerin gii¢lii jeneratorleridir. Pisirme, orman yangmlart ve
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volkanik faaliyetler sirasinda organik maddelerin yanmasi da serbest
radikaller tretebilir.

* Radyasyon: UV radyasyonlari, tibbi ve dis rontgeni, gama isinlar1 ve
mikrodalga radyasyonu serbest radikal olusumuna yol agabilir.

» Diyet faktorleri: Katki maddeleri, alkol, kahve, hayvansal kokenli yiyecekler,
mangalda pisirilmis, 1zgarada kizartilmis, 1zgarada pisirilmis veya yiiksek
1s1da pisirilmis yiyecekler, esmerlesmis veya yakilmis yiyecekler, herbisitler,
hidrojene bitkisel yaglar, bocek ilaglari, seker ve yliksek diizeyde lipid
peroksit iceren islenmis gidalar ve serbest radikaller tiretebilir.

» Toksinler ve ilaglar: Karbon tetraklorir, parakuat, benzo piren, anilin
boyalar, toluen ve adriamisin, bleomisin, mitomisin C, nitrofurantoin,
klorpromazin vb ilaglar serbest radikal tiretimini arttirir.

* Diger Faktorler: Otomobil egzoz dumanlari, tiitiin iriinlerinin igilmesi

serbest radikal olusumuna neden olur (Bagchi ve Puri, 1998).

Normalde, baglar tek, eslesmemis bir elektrona sahip bir molekiil birakmak i¢in
boliinmez. Ancak zayif baglar boliindiigiinde serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller ¢ok kararsizdir ve diger bilesiklerle hizla reaksiyona girerek kararlilik
kazanmak icgin gerekli elektronu yakalamaya calisirlar. "Saldirtya ugrayan" molekiil
elektronunu kaybettiginde, bir zincir reaksiyonu baslatarak kendisi bir serbest radikal
haline gelir. Biitiin bunlar nanosaniyeler icinde gerceklesir. Islem bir kez
baslatildiginda, kademeli olabilir ve sonunda canli bir hiicrenin bozulmasina neden
olur. Bazi serbest radikaller normalde metabolizma sirasinda ve viriisleri ve
bakterileri nétralize eden bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan dretilir. Normalde
viicut serbest radikalleri igleyebilir, ancak antioksidanlar mevcut degilse veya serbest

radikal tiretimi asir1 hale gelirse hasar meydana gelebilir (Coronglu ve ark, 1993).

ROS ve RNS'nin faydali etkileri, diisiik/orta konsantrasyonlarda meydana gelir ve
cesitli hiicresel tepkilere karst birka¢ normal fizyolojik islevi igerir. Cogu hiicre
yapisal olarak siiperoksit, hidrojen peroksit ve nitrik oksit iiretebilirken, digerleri
uyarilabilir ROS/RNS salma sistemine sahiptir (Valko ve ark, 2007). Ornegin,
fagositoz yoluyla enfeksiyoz ajanlara kars1 savunma, kanser hiicrelerinin makrofajlar
ve sitotoksik lenfositler tarafindan oldiiriilmesi, ksenobiyotiklerin Sitokrom P450
tarafindan detoksifikasyonu, mitokondride ATP {iretimi (enerji {iretimi), hiicre

biiylimesi ve diigiikk konsantrasyonlarda mitojenik tepkilerin indiiklenmesi bunlardan
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bazilaridir. ROS ve RNS'nin temel faydali faaliyetleri. Ayrica gesitli sitokinlerin
aktivasyonu ve blylme faktort sinyalizasyonu, reseptor olmayan tirozin kinaz
aktivasyonu, protein tirozin fosfataz aktivasyonu, hiicre ici depolardan kalsiyum
salinimi, niikleer transkripsiyon  faktorlerinin  aktivasyonu gibi  diisiik
konsantrasyonda farkli hiicresel sinyallesmede onemli rol oynarlar. ROS, gen
transkripsiyonu ve hucrelerde ¢ozlnlr guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesi gibi
hayati eylemler uygular. Endotel hiicreleri tarafindan tiretilen NO, vaskiiler diiz kasin
kan basincinin diizenlenmesi, 16kosit adezyonu, trombosit agregasyonu, anjiyogenez
ve tromboz i¢in gereklidir. Ek olarak, ndronlar tarafindan iiretilen NO, 6nemli bir
norotransmiterdir ve noral plastisite i¢in anahtardir ve aktive makrofajlar tarafindan
tretilen NO, immiin yanitin 6nemli bir aracisidir. Ayrica, son ¢aligmalar ayrica
stperoksit, hidrojen peroksit gibi ROS'un ikinci haberciler olarak hareket
edebilecegini, ancak bu serbest radikallerin birikimi arttikca zararli olabilecegini

diistindiirmektedir (Lander, 2018).
Serbest radikal, agagidakileri iceren belirli tekniklerle teshis edilebilir:

* Elektron Spin rezonansi.

* CIDNP adi verilen bir fenomeni kullanan nukleer manyetik rezonans

« Kimyasal etiketleme- Bu, X-1s1n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) veya
Absorpsiyon spektroskopisinin kullanimini igerir.

» Serbest radikal belirte¢lerinin kullanimi - Fizyolojik maddelerin kararl
spesifik veya spesifik olmayan turevleri, 6rnegin Lipit peroksidasyon
urtnlerini (izoprostan), amino asit oksidasyon drtnlerini (metatirozin,
ortotirozin, hidroksilloyditirozin) ve peptit oksidasyonunu 6lcebilme.
Uriin (oksitlenmis glutatyon).

* Dolayli yontem- Antioksidan igerigindeki azalmanin 6lgiilmesi

(glutatyon GSH'deki azalma) (Fang ve ark, 2002).

Serbest radikaller kanser, Alzheimer hastaligi, kardiyak reperfiizyon anormallikleri,

bobrek hastaligi, fibrozis gibi bir¢ok insan hastaligina neden olur.

Kanser: Radyasyon ve kanserojenler gibi, serbest radikal oksidasyon da DNA
zincirlerini kirar. Kiriklar onarilir, ancak mutasyonlara yol acan bazi hatalar meydana

gelir. Bu genetik mutasyonlar kansere neden olabilir. Kanser oranlarindaki yasa bagh
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artisin, DNA'daki oksidatif hasardaki yasa bagl artigla bir ilgisi olabilir (Sarma ve
ark, 2010).

Alzheimer hastalifi: Alzheimer hastaliginda (AD) beyin, artan oksidatif stres
altindadir ve bu, bu hastalikta néron dejenerasyonu ve Oliimiin patogenezinde rol
oynayabilir. AD'de artan oksidatif stresi destekleyen dogrudan kanitlar: (1) AD'de
serbest radikal olusumunu uyarabilen artmis beyin Fe, Al ve Hg; (2) AD'li beyinde
lipid peroksidasyonunun artmasi ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin azalmasi ve AD
ventrikiiler sivisinda lipid peroksidasyonunun bir aldehit GrGni olan 4-
hidroksinonenal'in artmasi; (3) AD beyninde artan protein ve DNA oksidasyonu; (4)
AD'de beyinde azalmis enerji metabolizmasi ve azalmis sitokrom c oksidaz; (5) ileri
glikasyon son drlnleri (AGE), malondialdehit, karboniller, peroksinitrit, heme
oksijenaz-1 ve SOD-1 norofibriler yumaklarda ve AGE, heme oksijenaz-1, SOD-1
senil plaklarda ve (6) amiloid beta peptitinin serbest radikaller iiretme yetenegine
sahip oldugu. Bu nedenle, serbest radikaller muhtemelen Alzheimer hastaliginda

(AH) néron dliimiiniin patogenezinde yer almaktadir (Sarma ve ark, 2010).

Kardiyak reperfuzyon anormallikleri: Oksijen serbest radikalleri, lipidlerin ve
proteinlerin oksidasyonuna neden olan oldukga reaktif bilesiklerdir ve miyokardiyal
sersemletme, geri doniisiimsiiz hasar ve reperfiizyon aritmileri dahil olmak Uzere
reperflizyon  anormalliklerinin  patogenezinde Onemli bir rol oynadig1
diistiniilmektedir. Serbest radikal birikimi, elektron paramanyetik rezonans
spektroskopisi ve doku kemiliiminesans: gibi teknikler kullanilarak dogrudan ve
oksidasyon fiiriinleri basina lipid biyokimyasal tahlilleri kullanilarak dolayli olarak
iskemik ve reperfiize miyokardda &lgiilmiistiir. iskemi ve reperfiizyon sirasinda
potansiyel serbest radikal kaynaklari miyositlerde, vaskiiler endotelde ve l6kositlerde
tammlanmistir. Hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunun diizenlenmesinde yer alan
stireglerin yaralanmas1 hem serbest radikallerin neden oldugu hem de reperfiizyon

anormalliklerinin altinda yatan ortak bir mekanizma olabilir (Sarma ve ark, 2010).

Bobrek hastaligi: Mitokondriyal serbest radikal dretimi, miyohemoglobin(ri
sirasinda lipid peroksidasyonunu indiikler. Demir katalizli serbest radikal olusumu ve
lipid peroksidasyonu, hem proteininin neden oldugu akut bobrek yetmezliginin kabul
edilen = mekanizmalaridir.  Ancak  proksimal tiibiiler  hiicrelerde  lipid

peroksidasyonunu tetikleyen bu  serbest radikallerin  kaynagi/kaynaklar
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bilinmemektedir. Sonug¢ olarak, terminal mitokondriyal solunum zinciri, baskin

serbest radikal kaynagidir (Sarma ve ark, 2010).

Fibrozis: Oksijen, parakuat, nitrofurantoinler ve bleomisin, pulmoner fibroz Uretir.
Demir ve bakir gibi radikal iireten ajanlar da karaciger fibrozu (siroz) ve kalp gibi
diger organlardaki fibrotik degisiklikler ile iliskilidir. Interokiiler demir veya bakir
tarafindan vitreus skarmin indiiklenmesi ve homosistiniiri ile arterlerin fibrotik
lezyonlar1 arasindaki iliski de iyi bilinmektedir. Eriskin Solunum Sikintis1 Sendromu
(ARDS), inflamatuar hiicreler tarafindan aktif oksijen tiirlerinin {iretilmesi nedeniyle

olusur (Sarma ve ark, 2010).

2.10. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde her yerde bulunur ve bir¢ok biyolojik etkiye
sahip olduklar1 bildirilmistir. Son zamanlarda bitki fenolikleri, insan sagligini
gelistirmedeki varsayilan Ozellikleri ve bunlari dogal gida katki maddeleri olarak
kullanma olasiliklar1 nedeniyle ilgi gérmiistiir, ¢iinkii fenolik bilesikler aroma verici,
renklendirici ve antioksidan olarak hareket ederek gidalarin kalitesini, kabul

edilebilirligini ve stabilitesini etkiler (Karabulut ve Gilay, 2016).

Fenolik bilesikler, meyveler, sebzeler, tahillar ve ¢esitli bitki iirlinlerinde dogal
olarak bulunan ve bu gidalarin renk, tat, koku gibi gesitli 6zelliklerinden sorumlu
olan, bitki savunma mekanizmalarinda rol oynayan ve cesitli zararlilara kars1 etki
gosteren fitokimyasallardir. Viriisler ve parazitler gibi. Bu fitokimyasallar, sikimik
asit yolundan ve fenilpropanoid metabolizmasindan tiiretilen, bir veya daha fazla
hidroksil (-OH) grubunun bagli oldugu aromatik bir benzen halkasi i¢eren genis bir
bilesik grubundan olusur. Yapilarina gore siniflandirilirlar ve hidroksil gruplarinin
sayisina ve konumuna ve diger siibstitiientlerin varligina gore her simif i¢inde alt
kategorilere ayrilirlar. Fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. En
yaygin ve cesitli polifenol grubu, C6 C3-C6 flavon cergevesi iizerine insa edilen
flavonoidlerdir. Flavonoidler fenolik bilesiklerin genis bir grubunu temsil eder ve bu
grup flavonoller, flavanoller, antosiyaninler, kumarinler, tanenler ve ligninler gibi
onemli maddeleri igerir (Karabulut ve Yemis, 2019). Ayrica meyve ve sebzelerde
benzoik asit veya sinnamik asit tiirevleri gibi diger fenolik bilesikler de tespit
edilmistir. Hidroksisinamik asitlerin en 6nemli 6rnekleri sunlardir: Kumarik, kafeik

asit, ferulik asit, sinapik asit. Kafeik asit esterleri (klorojenik asit gibi) baslica bitki
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kaynakli fenolik antioksidanlardir ve dogal kaynaklarda bulunan konsantrasyonlarda
yiiksek antioksidan aktivite sergiler. Findik, yagli tohumlar, sebzeler ve mantarlarda
bulunur. En 6nemli hidroksibenzoik asitler sunlardir: Salisilik asit, p-hidroksibenzoik
asit, protokatesik asit, gallik asit, vanilik asit, siringik asit. Bu asitler genellikle

meyve ve sebzelerde kii¢lik miktarlarda serbest halde bulunur (Bohn, 2014).

Fenolik bilesikler, 6zellikle flavonoidler, en 6nemlileri antioksidan aktivite, kilcal
koruma ve tiimor gelisiminin ¢esitli asamalarinda meydana gelen inhibit6r etkiler
olmak tizere cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Fenolik bilesikler, besleyici ve
antioksidan ozellikler igcermelerinin yani sira aroma, burukluk ve renk gibi birgok
organoleptik 6zelligi etkileyerek bir¢ok bitki bazli gidanin lezzetine ve aromasina
katkida bulunur. Fenolik bilesiklerin kokuya katkisi, esas olarak, daha yiiksek
alkollerin hidroliziyle veya maya ve laktik asit bakterileri gibi mikrobiyal
metabolizmanin bir sonucu olarak {retilebilen ugucu fenollerin varligindan

kaynaklanmaktadir (Kaur ve Mondal, 2014).

Flavonoidler de dogal gida pigmentleridir ve bitkisel {iriinlerin rengini 6énemli 6l¢iide
etkiler. Bitki yapraklarinda, c¢i¢eklerinde ve polenlerinde bulunan bir flavonoid.
Serbest radikal yok edici olarak hareket eder ve guclu bir antioksidan ve anti-
enflamatuar ajandir. Ayrica tiimérijenez ile yakindan iligkili prostaglandin sentaz,

lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerini de inhibe eder (Nayak ve ark, 2015).

Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu uzerindeki etkileri, hidroksil ve superoksit
radikallerinin peroksi radikalleri ile reaksiyonlarmin bir sonucu olarak elektron
transferi yoluyla temizlenmesi ile iligkilidir. Flavonoidler, kanser, kardiyovaskiiler
hastalik (CVD) ve gastrik mukozal hasar gibi serbest radikallerin neden oldugu
hastaliklar1 6nler. LDL'nin oksidasyondan korunmasi, aterosklerozun baglamasi ve
ilerlemesinde kritik 6neme sahiptir, ¢linkii LDL oksidasyonu CVD olusumu i¢in

onemli bir risk olusturur (Nayak ve ark, 2015).

Fenolik bilesikler hiicrede 3 farkli formda bulunur: 1) serbest, 2) ekstrakte edilebilir -
konjuge ve 3) ekstrakte edilemez. Serbest bigimli fenoller, hiicredeki vakuollerin
icinde tutulur. Fenoller yapilarinda bulunan aromatik halkalar ve hidroksil (-OH)
gruplar1 sayesinde konjuge glikozitlere veya diisiik molekiil agirlikli bilesiklere
esterlesebilirler. Bagli fenoller, seliilloz, pektin ve proteinler gibi hiicre duvari

yapilarina ester, eter veya asetal baglar yoluyla kovalent olarak baglanabilir.
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Fenoliin aromatik halkasinin hidroksil (-OH) grubu, bitki hiicre duvarinin ligninine
bir eter bagi ile baglanir. Karboksil gruplari (COOH), ester baglari yoluyla
proteinlere ve karbonhidratlara baglanabilir. Ayn1 zamanda, siirli fenolik bilesikler,
gida matrislerine ve c¢esitli hiicresel yapilara baglanmadan sadece fiziksel olarak

makro bilesen yapilarinda tutulur (Shahidi ve Yeo, 2016).

Gidalardaki fenolik bilesiklerin serbest ve konjuge formlari, sulu organik ¢oziiciiler
(genellikle metanol, etanol veya aseton:su) kullanilarak geleneksel yontemlerle
belirlenebilir. Bununla birlikte, ekstraksiyon kalintisinda kalan ve toplam fenolik
bilesiklerin 6nemli bir boliimiinii olusturan bagli form g6z ardi edilir. Cesitli
etkilesimler yoluyla makromolekiillere baglanan ekstrakte edilemeyen fenolik
yapilara ekstraksiyon solventleri ile ulagilamaz. Bu nedenle bagli fenol igerigi yiliksek
olan gidalarin toplam fenolik icerigi bugiine kadar tam olarak belirlenememistir

(Zhang ve Tsao, 2016).

Fenolik bilesiklerin gizli yapisi, bagh fenoller, ilk olarak 1980'lerin baginda Bate ve
Smith tarafindan baklagil calismalarinda bagli tanenlerin varlig: ile kesfedilmistir.
1990'larda sinirli arastirma, bugin MALDI-TOFF-MS (matriks destekli lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometresi), FT-IR (Fourier
dontisimii kizilotesi), NMR (niikleer manyetik rezonans), MS (ktle spektroskopisi)
ve bagli fenolik bilesikler, NIR (yakin kizil6tesi spektroskopi) gibi gelismis teknikler
kullanilarak ayrintili olarak agiklanabilir (Zhang ve Tsao, 2016).

Yapilan arastirmalar fenolik bilesiklerin; antiallerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 6zelliklerini ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoporoz, diyabetes mellitus ve nérodejeneratif
hastaliklar da koruyucu etkilerini gostermektedir. Kilcal dolasim sisteminde
gecirgenligi diizenleyici ve kanbasincimi diisiiriici etkisi gozoniine alinarak bazi
kaynaklarda P faktori (permeabilite faktori) veya P vitamini olarak da
adlandirilmaktadir. Gida bileseni olarak fenolik maddeler; tat ve koku olusumundaki
etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki
gostermeleri ve enzim inhibisyonuna neden olmalar1 gibi etkilerinden dolay1
insansaglig1 acisindan onemlidir. Beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkilerinden

dolayi fenolik bilesiklere biyoflavonoid adi da verilmektedir (Cirillo ve ark, 2014).
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2.10.1. Kirmuzi pancarin fenolik bilesikleri
Betalain tasiyan bircok tiiriin hiicre duvarlarinda nispeten yiiksek konsantrasyonlarda
ferulik asit bulunur. Farkli pancar malzemelerinde ferulik asit disinda diger fenolik

asitler ve fenolik asit konjugatlari da rapor edilmistir (Kujala T. S. ve ark, 2000).

Kujala ve ark. (2001), kurutulmus pancardaki toplam fenolik bilesik miktarmin 15.5
mg GAE/g oldugunu bildirmistir.

Kujala ve ark. (2002), kirmiz1 pancarda 5,5'-tetrahidroksi-6,6" 3,3'-bis indolil, ferulil
glukoz, B-D-fruktofuioranosil-a-D-[6-O-(E)-ferulil glukopiranosid] olmak Uzere g
fenolik madde; 2 fenolik amid (N-trans-Ferulil tiramin, N-
transFerulilhomovanililamin) 4 flavonoid (betagari, betavulgarin, Siklosporin A ve

dihidro isoramnetin) tanimlamistir (Kujala ve ark, 2001).

Kabuk ekstraktinin fraksiyonlarinda p-kumarik asit ve ferulik asit tespit edildi.
Waldron ve ark. (1997), pancarin hiicre duvarlarinda ferulik asit, ferulik asit

dehidrodimerleri, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve trans-p-kumarik asit buldu.

Bokern et al. (1991), dondurularak kurutulmus hiicreler %50 sulu metanol ile
ekstrakte edildiginde, pancar hiicre kiiltiirlerinden bes ferulik asit konjugati buldu.

Beta vulgaris'in yapraklarinda da ferulik asit bulunmustur (Kujala ve ark, 2001).

Winter ve Herrmann (1986), %80 sulu metanol (3'-caffeoylquinic acid, 3'-p-
coumaroylquinic acid, 3'-feruloylquinic acid, 1-O-p-coumaroyl-R- ile ekstrakte
edilen pancarmn farkli kisimlarindan birkag fenolik asit bildirmistir. D-glukoz, I-O-
feruloil-3-D-glikoz, I-O-sinapoil-R-D-glikoz) (Kujala T. S. ve ark, 2000).
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3. YONTEM VE MATERYAL

3.1. Materyal

Tez c¢alismasinda, materyal olarak kirmizi pancar kullanilmistir. Kirmizi pancar
ornekleri yerel marketlerden temin edilerek ekstrakte edilinceye kadar +2°C’de

depolanmustir.

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler olarak Sodyum Karbonat (Na2COs),
Sitrik  Asit  (CeHgO7), Sodyum Hidroksit (NaOH), DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl), ABTS (2,2’-azino-bis (3- ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)),
Folin Ciocalteau Reaktifi (FCR), Potasyum Peroksodistlfat (K2S20s) ve ¢oziicl

olarak Metanol kullanilmustir.

Deneylerde kullanilan geregler olarak UV-VIS Spektrofotometresi, PH 6l¢um cihazi,
Sartorius Basic hassas terazi, Bozdolabi, Cesitli hacimlerde ayarlanabilir hacimli
otomatik pipetler ve cam pipetler, Cesitli boyutlarda cam ve polipropilen deney
tiipleri, Cesitli boyutlarda cam baherler, Polistiren spektrofotometre kivetleri, Spatiil,

Cesitli boyutlarda balonjoje, kiiciik kavanozlar ve Rende kullanilmustir.

3.2. YOntemler

3.2.1. Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon elde etmek igin Oncellikle kirmizi pancar ornekleri iyice yikanip
kabugu soyulmustur. Daha sonra 80 gram kirmizi pancar blender ile parcalanarak 8
tane stok alinmistir. Her stokta 10 gram pargalanmig kirmizi pancardan ve Uzerine
100 ml saf su ilave edilmistir. 7 tane stoktan pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10’a olarak
ayarlanmistir ve bir stok pH’1 ayarlamadan orjinel bir stok olarak birakilmistir. pH
ayarlamak icin % 5’lik sitrik asit (CsHsO7) ¢Ozeltisi ilave edilerek pH 4, 5 ve 6’a
olan stoklar ayarlanmigtir. %10’luk sodyum karbonat (Na.COs) cozeltisi ilave
edilerek pH 7, 8, 9 ve 10’a olan stoklar ayarlanmistir. Orjinel stogu kendi 6zgi pH
degeri ise 6.850 belirlenmistir.



Sekil 3.1. Kirmiz1 pancar stoklart.

3.3. Antioksidant Aktivite Analiz Yontemleri

Tez calismasinda, kirmizi pancar ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar ile radikal
giderme aktiviteleri (DPPH ve ABTS) analizleri iki deneme ile yapilmistir. Birinci
deneme pH ayarlandiktan sonra 1.saatte (1sN) analizler yapilirken ikinci deneme ise

pH ayarlandiktan sonra 24. saatte (24sN) analizler yapilmistir.

Kirmiz1 pancar ekstrakt stoklari 1/20, 1/40, 1/80, 1/120, 1/180 ve 1/240 farkh
konsantrasyonlarda konsantre edilmistir. Her stok i¢cin 6 tane konsantre edilerek

analizler yapilmistir.

Konsantra isleminde, 1/20 konsantrasyonu igin ana stoktan 5 ml alinirkan {izerine 95
ml saf su ilave edilmis. 1/40 ppm konsatrasyonu igin ana stoktan 2 ml alinirkan
tizerine 98 ml saf su ilave edilmis. 1/80 konsantrasyonu icin 1/40 konsantrasyondan
50 ml alimirkan tizerine 50 ml saf su ilave edilmis. 1/120 konsantrasyonu ise 1/80
konsantrasyondan 50 ml alinirkan 50 ml saf su ilave edilimis. 1/180 konsantrasyonu
icin 1/150 konsantrasyondan 50 ml alinirkan 50 ml saf su ilave edilmis. 1/240
konsatrasyonu ic¢in 1/180 konsantrasyondan 50 ml alinirkan 50 ml saf su ilave

edilmis.
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Sekil 3.2. Kirmizi pancar konsantraleri.

3.3.1. Toplam fenolik madde miktar: analizi

Bu analiz i¢in toplam fenolik madde miktar1 (TFMM) mg gallik asit esdegeri/g
olarak hesaplanmistir. Analizler iki yontemle gergeklesmistir. Birinci yontem 6rnek
stoklar1 pH'1 ayarlanark 1.saatte (1SN) analizler yapilmis ikinci yontem ise pH't
ayarlindiktan sonra 24. saatte (24sN) analizler yapilmistir. Bu 6lgiimler 3 tekrarli

olarak gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak verilmistir.

Farkli pH ve ekstraksiyon siiresi ile hazirlanan numunelerin toplam fenolik madde
miktarinin ~ belirlenmesinde  Folin-Ciocalteu  spektrofotometrik  yontemi
uygulanmistir. Analiz i¢in seyreltilmis numuneden 0,1 ml (100 pl) alinip {izerine 0,2
ml (200 pl) Folin ciocalteau reaktif solisyonu ve 2 ml distile su eklenmistir.
Ardindan vortex cihazi ile karistirilarak 3 dk bekltip tizerine 1 ml (%20’lik, suda)
sodyum karbonat (Na:COs) ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karigim 1 saat karanlikta
tutulduktan sonra olusan mavi karisimin absorbans degerleri spektrofotometre
(UVmIini-1240 Shimadzu, Japan) kullanilarak 765 nm'de okunmus ve toplam fenol
miktarlari; Gallik asidin mg cinsinden gallik aside esdeger olmasi igin ¢izilen
titrasyon egrisinden hesaplanmistir. Ayrica korii hazirlamak i¢in numune yerine 0,2
ml Folin-Ciocalteau, 1 ml (%20) sodyum karbonat (Na2COz) soltsyonu ve 0,1 ml

distile su ilave edilmistir.
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Sekil 3.3. UV spektrofotometre kullanilarak toplam fenolik madde miktar analizi.

3.3.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitenin belirlenmesi yontemi

Hazirlanan tiim ekstraktlarin antioksidan aktivitesi literatlirde tanimlanan yontemlere
gore belirlenmisti. Bu test yontemi, mor kaldirmanin spektrofotometrik 6lgtimlerine
dayali olarak, elektronlar1 veya hidrojen atomlarini bagislayan antioksidanlarin
varhginda kararli serbest radikal 2,2-dipheniyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

temizlenmesi ile karakterize edilmistir.

Deneyi i¢in  kirmizt pancar konsantra Orneklerinden yapilmistir. pH"1
ayarladigil.saatte (1sN) yaptiran analizi her konsantra 6rnegi igin 2 tekrarli olarak
UV spektrofotometre ile okunmustur. Ayni1 sekilde pH'1 ayarlidaktan sonra 24. saatte
(24sN) yaptiran analiz her konsantra 6rnegi i¢in de 2 tekrarli olarak gerceklestirilmis

ve sonuglarin ortalamasi alinarak verilmistir.

Calismada 0.020 gram DPPH radikali, 700 ml methanol ve 300 ml saf su ile DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi elde edilmistir. Analiz i¢cin 3 ml (3000 pl)
DPPH soliisyonu 0.2 ml (200 pl) konsantre numuneye ilave edilmis ve

vortekslenmistir.

Bu ¢alismada kontrol i¢in methanol (70 ml methanol, 30 ml suda) ¢ozeltisi ve saf su
belirlenmistir. Methanol kontrol analizi i¢in 0.2 ml (200 pl) methanol érnek yerine
eklenmis ve ayni sekilde saf su kontrol analizi 0.2 ml (200 pl) saf su 6rnek yerine de
kullanilmustir. Ornekler oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletilerek absorbans
degerleri 517 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede (UVmini-1240 Shimadzu,

Japonya) okunmustur.

Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri asagida verildigi

sekliyle hesaplanmustir:

% Inhibisyon = [(Ak — A8) / AK] x 100
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Ak: Kontroliin absorbans degeri, Ad: Ornegin absorbans degeri

Elde edilen % inhibisyon degerleri, pg/ml olarak belirlenen ekstrakt

konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilmistir.

Yontemin sonunda 1Cso adi verilen ve ekstrakin DPPH radikalinin yarisini
stiptirebildigi konsantrasyon elde edilir. Bu 1Csp degeri, ekstraktin serbest radikal
stiptiricii etkinligini gosterir. Diigiik bir ICso degeri, ¢ok giiglii bir antioksidan
kapasiteyi gosterir (Brand-Williams ve ark, 1995).

3.3.3. ABTS radikal giderme aktivitesi

Bu calismada 0,019 gram ABTS [2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-silfonik asit)] 5
mL distile suda eritilip Uzerine 0,003 gram potasyum peroksodisilfattan (K2S2Og)
ilave edilerek Karistirilmis ve karanlikta oda sicakliginda 16-24 saat saklanmigtir. Bu
nedenle, mavi-yesil bir ¢ozelti ile sonuglanan ABTS radikalleri olustu. Bu koyu mavi

¢ozelti, damitilmig su ile 734 nm'de 0,7 + 0.01 nm'lik bir absorbansa seyreltildi.

ABTS Analizi kirmizi pancar konsantra Orneklerinden yapilmistir. pH'1 1.saatte
(1sN) vyaptiran deneyi her konsantra Ornegi igin 2 tekrarli olarak UV
spektrofotometre ile okunmustir. Ayni sekilde pH'1 ayarlidiktan sonra 24. saatte
(24sN) yaptiran analiz her konsantra 6rnegi i¢in de 2 tekrarli olarak gerceklestirilmis

ve sonuglarin ortalamasi alinarak verilmistir.

Analiz igin 0.5 ml (500 ul) konasantra edilmis 6rnek tizerine 2.5 ml (2500 pul) ABTS
cozeltisi ekleyerek 734 nm dalga boyunda (UVmini-1240 Shimadzu, Japonya)
spektrofotometrede absorban degerleri okunmustur. ABTS radikalinin 734 nm'deki
absorbansi 0,70 + 0,01 nm oldugundan soliisyonun bu degerdeki absorbansina dikkat

edilmelidir. Bu karigim her deney i¢in taze/giinliik olarak hazirlanmistir.

ABTS radikal giderme aktivitesi (%), asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmastir.
ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = [(A0 — A1) / AO] x 100

AO: Kontroliin absorbans degeri, Al: Ornek absorbans degeri.

Elde edilen Olgimler neticesinde her bir ekstraktin inhibisyonkonsantrasyon grafigi
elde edilmistir. Grafikten elde edilen denklem ile ICsp degeri hesaplanarak

verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesi

Bu bolimde DPPH, ABTS serbest radikal yakalama ve toplam fenolik igin analitik

sonuclar sunar.

4.1.1. Toplam fenolik madde miktar sonuclar:
Kirmizi pancar ekstraksyonlardan toplam fenolik madde miktar 1. saatte (1sN)
yapilan deneyler sonuglari tablo 4.1 de ve 24. saatte (24 sN) yapilan deneyler icin

sonuclar tablo 4.2 ’de verilmistir.

Tablo 4.1. 1sN numunesinin toplam fenolik madde miktar sonuglari.

pH TPC mg GAE/g 6rnek
4,00 0,57+0,02
5,00 0,55+0,02
6,00 0,60+0,06
7,00 0,59+0,07
8,00 0,63+0,01
9,00 0,65+0,06
10,00 0,62+0,1
6,850 (orj) 0,46+0,07

Tablo 4.2. 24sN numunesinin toplam fenolik madde miktar sonuglari.

pH TPC mg GAE/g 6rnek
4,00 2,30£0,19
5,00 1,38+0,16
6,00 1,21+0,12
7,00 1,10+0,07
8,00 1,15+0,07
9,00 1,03+0,04
10,00 1,05+0,06

6,850 (orj) 1,26+0,2




4.1.2. DPPH serbest radikal giderim aktivite sonuc¢lari

Hammadde olarak kullanilan kirmizi pancarin antioksidan kapasite sonuglarmi elde
etmek icin farkli konsantrasyonlarda ekstraktlar hazirlanmis ve elde edilmistir.
Analiz sonuglart i¢in iki denemler yapilmistir. Birici denme pH'1 ayarlanip 1.saatte
(1sN) analiz sonuglar1 bakilmis ve ikinci deneme de pH'1 ayarlanip 24.saatte (24sN)
sonra analiz sonuglar1 bakilmistir. Her bir konsantrasyon icin iki kare UV
spektrofotometre cihazinda inhibasyon ol¢iimleri yapilmis ve tablolarda inhibasyon

ortalama olarak alinmistir.

4.1.2.1. pH ayarlanark 1.saatte yaptiran deneyler sonuclari

Alt1 farkli konsantrasyondaki 6zitlerin serbest radikal giderim aktiviteleri ayni giinde
yapilan deneyler tablo 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10° de ve grafik sekilleri 4.1,
4.2,4.3,4.4,4.5,4.6,4.7 *de verilmistir.

Tablo 4.3. 1sN numunesinin pH 4’te 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
17,07602 312,5
7,719298 125
7,953216 62,5
4,327485 31,25
3,040936 15,625
3,625731 7,8125
1sN (pH=4) y = 0.0441x + 3.2103
R?=0.9578
20
15 P
<
S
2 10
= * *
= 5
v
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.1. 1sN numunesinin pH 4’te alinan %Inh ortalamasi grafigi.

60



Tablo 4.4. 1sN numunesinin pH 5’te 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
13,45029 3125
10,40936 125
5,847953 62,5
6,666667 31,25
5,263158 15,625
5,964912 7,8125
1sN pH=5 y = 0.0269x + 5.4484
R?=0.9073
16
c 12
210 *
R 8
R =
= 4
2
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. 1SN numunesinin pH 5’te %inh ortalamas1 grafigi.

Tablo 4.5. 1sN numunesinin pH 6’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
19,88304 312,5
12,98246 125
9,122807 62,5
8,187135 31,25
4,561404 15,625
7,602339 7,8125
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1sN pH=6 y =0.0451x + 6.2211
R?=0.942

25

20 /

c
S 15
(7]
o 10 /
.'E w/‘/

5 —’

0

0 100 200 300 400

Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.3. 1sN numunesinin pH 6’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.6. 1sN numunesinin pH 7’de 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
16,14035 312,5
9,239766 125
5,497076 62,5
5,847953 31,25
2,807018 15,625
5,380117 7,8125
- =0.0396x + 3.8268
1sN pH=7 ' R2=OT(9285
20
c 15 —
S
3 10
L
2
0
0 100 200 300 400
Konsantrsayon (ug/ml)

Sekil 4.4. 1SN numunesinin pH 7°de %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.7. 1sN numunesinin pH 8’de 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
9,473684 3125
9,005848 125
7,017544 62,5
5,847953 31,25
6,19883 15,625
3,976608 7,8125
1sN pH=8 y = 0.0148x + 5.5482
R?=0.6974
12
10
L 2
5 s ¢
2
5 6 M
€ 4 e
2
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.5. 1SN numunesinin pH 8’de %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.8. 1sN numunesinin pH 9’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
11,57895 312,5
3,157895 125
6,081871 62,5
3,27485 31,25
3,74269 15,625
5,02924 7,8125
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y =0.0231x +3.338
1sN pH=9 R? =0.7052
14
12 @
e 10
o
z 8
e}
= 6 * L g
[=
R o
2
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.6. 1SN numunesinin pH 9’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.9. 1sN numunesinin pH 10’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

6lcmeleri.

% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
8,421053 312,5
7,719298 125
7,602339 62,5
5,730994 31,25
5,02924 15,625
7,017544 7,8125

_ y = 0.0081x + 6.1693
1sN pH=10 R? = 0.5303
10
I » —
S 6 @
a8 *
Z 4
£
2
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.7. 1sN numunesinin pH 10°da %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.10. 1sN numunesinin DPPH 1Cso mg/mL hesaplama sonuglari.

pH DPPH 1Cso mg/mL
4,00 1,06+0,03
5,00 1,73+0,49
6,00 1,01+0,28
7,00 1,25+0,43
8,00 2,05+0,47
9,00 3,13+1,06
10,00 5,44+0,75

4.1.2.2. pH ayarlandiktan sonra 24.saatte yapilan deney sonuglari

pH ayarlandiktan sonra 24.saatte (24sN) yapilan deney sonuglar tablo 4,11, 4.12,
413, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18 de ve grafik sekileri de 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12,
4.13, 4.14 ’de verilmistir.

Tablo 4.11. 24sN numunesinin pH 4’te 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
23,42007 312,5
13,25898 125
8,798017 62,5
12,26766 31,25
6,815366 15,625
7,434944 7,8125
R?=0.915
25
L 20 _—
S 15
3 10 V'S /
E_ e ¢
5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.8. 24sN numunesinin pH 4’te %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.12. 24sN numunesinin pH 5’te 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
9,417596 3125
4,089219 125
3,097893 62,5
6,319703 31,25
3,965304 15,625
0,743494 7,8125
24sN pH=5 y =0.0202x + 2.7365
R?=0.6247
10
c 8 /
So e
]
£ ¢
2
0 Al
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.9. 24sN numunesinin pH 5’te %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.13. 24sN numunesinin pH 6’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamas1 Konsantrasyon (ug/ml)
12,88724 312,5
9,045849 125
10,28501 62,5
5,947955 31,25
4,708798 15,625
6,319703 7,8125
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- y =0.0232x + 6.0503
24sN pH=6 R?=0.7589
14
12 /’
£ 10 & ——
g s
o)
2 4 -/
4 ®
2
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.10. 24sN numunesinin pH 6’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.14. 24sN numunesinin pH 7’de 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamas1 Konsantrasyon (ug/ml)
14,37423 312,5
5,700124 125
11,772 62,5
2,973978 31,25
2,478315 15,625
1,73482 7,8125
24sN pH=7 y =0.0369x + 3.0976
R?=0.6441
16
14 &
c 12 *
S 10
_73 8
€ 6 >
= 4
2 o® *
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

ekil 4.11. 24sN numunesinin p e %inh ortalamasi grafigi.
Sekil 4.11. 24sN inin pH 7°de %inh ortal figi
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Tablo 4.15. 24sN numunesinin pH 8’de 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
9,417596 3125
3,593556 125
3,717472 62,5
2,354399 31,25
0,743494 15,625
0,619579 7,8125
24sN pH=8 y =0.0272x + 0.8975
R? =0.9484
10
8 _—
=
S 6
S
£ 4 4 *
£ .
o [&®
0 50 100 150 200 250 300 350

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.12. 24sN numunesinin pH 8’de %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.16. 24sN numunesinin pH 9’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
9,541512 312,5
8,178439 125
4,956629 62,5
2,60223 31,25
4,956629 15,625
0,743494 7,8125
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24sN pH=9 y =0.024x + 2.9418
R2=0.7126
12
10 ®
S 8 ?
£ .
:E /
£402
2 .
0 *
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.13. 24sN numunesinin pH 9°da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.17. 24sN numunesinin pH 10’da 6 farkli konsantrasyon ile DPPH aktivite

6lcmeleri.

% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
11,52416 312,5
3,469641 125
5,328377 62,5
6,939281 31,25
2,354399 15,625
0,991326 7,8125

24sN pH=10 e Y

14

12

£ 10 )
> 8
8 ¢ *
2 Fa hd
0 A
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.14. 24sN numunesinin pH 10’da %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.18. 24sN numunesinin deneyi DPPH ICso mg/mL hesaplama sonuglari.

pH DPPH 1Cso mg/mL
4,00 0,84+0,04
5,00 2,37+0,39
6,00 1,04+0,05
7,00 1,41+0,01
8,00 2,04+0,97
9,00 1,97+0,24
10,00 1,78+0,01

4.1.3. ABTS radikal giderme aktivite sonuglari
ABTS yo6ntemi, diamonyum tuzu 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-sulfonik asit)
gibi bir bilesigin eliminasyonuna, baska bir deyisle inhibisyonuna dayali olarak

antioksidan kapasitenin belirlenmesi icin bir yontemdir.

ABTS radikal yakalama aktivite yontemine gore elde edilen degerler grafiksel olarak
gosterilmistir. ABTS'nin radikal yakalama aktivitesi de konsantrasyon artisina bagl

olarak artmustir.

Analiz sonuglari igin iki denemler alinmistir. Birici denme pH'1 ayarlanark 1. Saatte
(1Sn) yapilan analiz sonuglar1 bakilmis ve ikinci deneme de pH'1 ayarlanip 24. Saatte
(24sN) sonra analiz sonuglar1 bakilmistir. Her bir konsantrasyon icin iki kare UV
spektrofotometre cihazinda inhibasyon 6l¢iimleri yapilmis ve tablolarda inhibasyon

ortalama olarak alinmistir.

4.1.3.1. pH ayarlanark 1.saatte yaptiran deneyler sonuglari

Bu deney sonucu bes farkli konsantrasyondeki 6zutlerin serbest radikal giderim
aktiviteleri pH ayarlanark 1. Saatte (1sN) yapilan deneyler tablo 4.19, 4.20, 4.21,
4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27 *de ve grafik sekileri 4.15, 4.16, 4.17, 14.18, 4.19,
4.20,4.21,4.22 °de verilmistir.

Tablo 4.19. 1sN numunesinin pH 4’te 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
21,4175 333,33
18,5717 166,665
17,87417 83,3325
17,72893 41,666
17,02062 20,833
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1sN pH=4 y=0.0132x + 16.813
R?2=0.9678
25
9
20
c H/R/t/
%15
2
<10
£
5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.15. 1sN numunesinin pH 4’te %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.20. 1sN numunesinin pH 5’te 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

6lcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
21,28337 333,33
17,40122 166,665
18,20003 83,3325
17,79594 41,666
18,03129 20,833
15N pH=S roopie o
25
20 PP E———— —*
2
&
£10
£
5
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.16. 1sN numunesinin pH 5°te %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.21. 1sN numunesinin pH 6’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
22,35227 333,33
19,04331 166,665
18,65557 83,3325
19,07874 41,666
17,63196 20,833
1sN pH=6 y =0.0131x + 17.666
R?=0.8726
25
e —— & —
S 15
a
210
5
0

0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.17. 1SN numunesinin pH 6’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.22. 1sN numunesinin pH 7’de 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
23,65094 333,33
20,40185 166,665
19,8617 83,3325
18,05511 41,666
18,08421 20,833

72



- y=0.0177x + 17.722
1sN pH=7 R?=0.9676
25
20 7‘”‘
c
g 15
)
2
= 10
£
5
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.18. 1sN numunesinin pH 7°de %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.23. 1sN numunesinin pH 8’de 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

6lcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
24,11361 333,33
20,144 166,665
18,25977 83,3325
18,06609 41,666
18,39138 20,833
1sN pH=8 y =0.0196x + 17.258
R?=0.955
30
25
g 20 ‘*,‘/’ ‘_.//‘
2
e 15
E10
5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.19. 1sN numunesinin pH 8’de %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.24. 1sN numunesinin pH 9’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
22,74157 333,33
19,57237 166,665
18,80952 83,3325
18,89671 41,666
17,82775 20,833
y = 0.0144x + 17.709
1sN pH=9 R2=0.9483
25
20 ‘/4
c ’_‘/“/
515
&
Z10
£
5
0

0 50 100

150 200 250 300 350
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.20. 1sN numunesinin pH 9’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.25. 1sN numunesinin pH 10’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
22,3131 333,33
20,63088 166,665
18,88357 83,3325
18,59716 41,666
18,10787 20,833
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1sN pH=10 y =0.0135x + 17.957
R?=0.9783
25
20 4/_‘
c e——
S 15
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Sekil 4.21. 1sN numunesinin pH 10’da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.26. 1sN numunesinin pH 6,80 (orj) 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

6lcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
22,3131 333,33
20,63088 166,665
18,88357 83,3325
18,59716 41,666
18,10787 20,833
1sN pH=6,850 (orj) y =0.0175x + 15.66
R? = 0.8365
25
20 _————*
c M
%15
z
<10
£
5
0

0 50 100 150 200 250 300 350

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.22. 1SN numunesinin pH 6,850 (orj) ’da %inh ortalamas1 grafigi.
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Tablo 4.27. 1sN numunesinin yaptiran deneyi ABTS ICso mg/mL hesaplama

sonugclari.
pH ABTS ICso mg/mL
4,00 1,78+0,23
5,00 2,83+0,53
6,00 2,57+0,67
7,00 1,82+0,18
8,00 1,82+0,45
9,00 2,30+0,50
10,00 3,65+0,28
6,850 (orj) 2,85+0,95

4.1.3.2. pH ayarlandiktan sonra 24.saatte yaptiran deneyler sonug¢lari
Bu deney sonucu bes farkli konsantrasyondeki ozitlerin serbest radikal giderim

aktiviteleri pH ayarlandiktan sonra 24.saatte yapilan deneyler tablo 4.28, 4.29, 4.30,
4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35 ’de ve grafik sekileri 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28,

4.29, 4.30 ’da verilmistir.

Tablo 4.28. 24sN numunesinin pH 4’te 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
25,00143 333,33
21,54319 166,665
19,02625 83,3325
18,45153 41,666
17,70176 20,833
24sN pH=4 y= o.gzzi48<.;9;7.329
30
25 *—
§20 H—/‘, _
315
E10
5
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.23. 24sN numunesinin pH 4’te %inh ortalamas1 grafigi.
Y gratig
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Tablo 4.29. 24sN numunesinin pH 5’te 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.

% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
23,62803 333,33
21,61498 166,665
18,49922 83,3325
17,90439 41,666
17,45431 20,833

24sN pH=5 y =0.0206x + 17.162

R?=0.9521

30

2> PP ——
s 20
> o—o—%
2 15
£ 10

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.24. 24sN numunesinin pH 5’te %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.30. 24sN numunesinin pH 6’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
23,3904 333,33
18,97966 166,665
18,67324 83,3325
16,57999 41,666
17,12761 20,833
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y =0.0205x + 16.3

24sN pH=6 R? = 0.9464

23 "
e

15

10

inhibisyon

5
0

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pg/ml)

ekil 4.25. 24sN numunesinin pH 6’da %inh ortalamas1 grafigi.
p gralig

Tablo 4.31. 24sN numunesinin pH 7’de 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
22,93552 333,33
19,93557 166,665
17,69462 83,3325
17,82313 41,666
16,94182 20,833

y=0.019x + 16.617
24sN pH=7 R% = 0.9807
25
20 H/‘//
[=
% 15
2
<10
£
5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.26. 24sN numunesinin pH 7’de %inh ortalamasi grafigi.
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Tablo 4.32. 24sN numunesinin pH 8’de 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
22,44082 333,33
19,59047 166,665
18,66265 83,3325
17,52759 41,666
17,14701 20,833
=0.0166x + 16.934
24sN pH=8 Y 9011
25
20 ‘_‘,"/"— —
c
> 15
£ 10
[=4
~ 5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.27. 24sN numunesinin pH 8’de %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.33. 24sN numunesinin pH 9’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamas1 Konsantrasyon (ug/ml)
22,71804 333,33
20,79784 166,665
19,71198 83,3325
18,2148 41,666
16,78647 20,833
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24sN pH=9 y=0.0171x + 17.441

R?=0.8963

25

2077/*

15
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0

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

ekil 4.28. 24sN numunesinin pH 9’da %inh ortalamas1 grafigi.
p gralig

Tablo 4.34. 24sN numunesinin pH 10’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS aktivite

olcmeleri.
% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (pg/ml)
23,06737 333,33
19,49831 166,665
18,10339 83,3325
17,91159 41,666
17,81782 20,833
24sN pH=10 y =0.0172x + 17.053
R?=0.9703
25
20 ‘4/’ /
c
S15
2
£ 10
£
5
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.29. 24sN numunesinin pH 10°’da %inh ortalamas1 grafigi.
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Tablo 4.35. 24sN numunesinin pH 6,850 (orj) ’da 5 farkli konsantrasyon ile ABTS
aktivite 6lgmeleri.

% Inhibisyon Ortalamasi Konsantrasyon (ug/ml)
22,87037 333,33
19,47649 166,665
19,30705 83,3325
17,69744 41,666
17,75485 20,833
24sN pH=6,850 (orj) VO e
25
_20 ?.7.//‘
.15
£10
(=4
s
0
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.30. 24sN numunesinin pH 6,850 (orj) da %inh ortalamasi grafigi.

Tablo 4.36. 24sN numunesinin deneyi ABTS ICso mg/mL hesaplama sonuglari.

pH ABTS ICso mg/mL
4,00 1,46+0,42
5,00 1,61+0,12
6,00 1,66+0,26
7,00 1,78+0,18
8,00 1,99+0,04
9,00 1,91+0,07
10,00 1,95+0,38
6,850 (orj) 2,03+0,20
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bilesiklerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin standart bir yéntem yoktur.
Bunun nedeni, antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilan yontemlerin,
incelenen sistemin substratlar, reaksiyon kosullari, konsantrasyonlar ve analiz edilen
bilesik tipi gibi ¢esitli parametrelerine bagli olmasidir. Bu nedenle, antioksidanlarin
degerlendirilmesinin farkli oksitleyici kosullar altinda ¢oklu yontemler kullanilarak
degerlendirilmesi Onerilir. Tez kapsaminda olarak, farkli yontemler kullanilarak
serbest radikallerin  temizlenmesi ve bitki Ozlerinin antioksidan aktivitesi

arastirilmistir.

Calismamizdaki amacimiz gida olarak kullanilan kirmizi pancarin antioksidant

kapasitesinin pH’1 ekstraksiyon siiresine gore degisimi incelemektedir.

Kirmizi pancardan elde edilen ekstraktlarin pH’1 ayarlandiktan sonra 1.saatte (1SN)
yapilan analizi toplam fenolik madde miktari tablo 4.1. incelendiginde, pH4
(0,57+0,02 mg GAE/g) ve pH5 (0,55+£0,02 mg GAE/g) olan érneklerde her hangi bir
degisim yoktur ve diger pH degerlere baktigimizda ¢ok bilytk bir fark gdzikmuyor.
verilen sonucglara gére pH arttik¢a toplam fenolik madde miktar1 artmasimi dogal

olarak gozlenmistir.

pH ayarlandiktan sonra 24.satte (24sN) yapilan deneyler tablo 4.2 ’de baktigimiz
zaman toplam fenolik madde miktarin1 diigmesine goézlenmis pH4 (2,30£0,19 mg
GAE/qg) iken pH9 (1,03+0,04 mg GAE/g) bulunmustur.

DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri incelenen antioksidan bilesiklerin ICso degerleri
tablo 4.11 °de pH ayarlanarak 1.saatte yapilan analizler incelendiginde, en kuvvetli
antioksidant aktiviteyi pH6 (1,01+0,28 mg/mL) ve pH4 (1,06£0,03 mg/mL)
Orneklerden bulunmustur. En diisiik aktivite degeri ise pH10’da (5,44+0,75 mg/mL)

gbzlenmistir.

24.saatte yapilan DPPH deneyler ortama bakinca tablo 4.19°de en kuvvetli aktivite
degeri pH4 (0,84+0,04 mg/mL) ve pH6 (1,04+0,05 mg/mL) 06rneklerden



gozlenmistir. En diisiik aktivite ise pH5 (2,37+£0,39 mg/mL) ve pH8 (2,04+0,97

mg/mL) 6rneklerden bulunmustur.

ABTS aktivite incelenen antioksidan bilesiklerin ICsq degerleri pH ayarlanarak
1.saatte yapilan analizler tablo 4.28’de baktigimizda pH4 (1,78+0,23 mg/mL), pH7
(1,82+0,18 mg/mL) ve pH8 (1,82+0,45 mg/mL) numuneleri etki gostermistir. En
diisiik antioksidant aktiviteyi ise pH10 6rneklerde (3,65+0,28 mg/mL) bulunmustur.

24.saate yapilan analizler tablo 4.37°de baktigimiz ise en yiiksek antioksidant
aktiviteyi pH4 (1,46+0,42 mg/mL) ve pH5 (1,61+0,12 mg/mL) 0&rneklerde
gbzlenmistir. En diisiik aktivite degeri pH8 (1,99+0,04 mg/mL) 6rnekte bulunmustur.

Kirmiz1 pancar ekstrakti pH=4’te ve 24 saatte en yiiksek toplam fenolik igerige
sahiptir. Bu ekstraklar arasinda ise kirmizi pancar en gii¢lii antioksidan etkiyi hem
DPPH hem de ABTS aktivitesinde 24. saatte ve pH=4"te gosterdigi belirlenmistir.
Genel olarak, kirmiz1 pancar ekstrakti neredeyse tiim pH degerleri i¢in giicli DPPH

ve ABTS aktivitelerine sahiptir.

Sonug olarak, farkli pH degerleri ve ekstraksiyon siireleri elde edilen kirmiz1 pancar
ekstraktlar1 toplam fenolik igerikleri ve antioksidan &zellikleri agisindan
karsgilastirtlmistir. Kirmizi pancar ekstraktinin en yiliksek TPC igin ekstraksiyon
stiresinin 24 saat ve pH degerinin 4 oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda en giicli
DPPH aktivitesi i¢in de ekstraksiyon siiresinin 24 saat ve pH degerinin 4 oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan, ABTS aktivitesi icin en iyi kosullarin DPPH aktivite ile
ayni oldugu tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore kirmizi pancar ekstraktlarinin
beslenmede dogal renklendirici katki maddesi olarak kullanilmasinin tercih

edilebilecegi diisliniilmektedir.
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