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D'ETEFIMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SOME PHENOLIC ACIDS,
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OZET: Bu aragtwmada 4 farkh fenclik asit {ferulik asit, klorojenik asit, gallik asit, kafeik asit} ile 3 farkli antosiyanin plgmentinin [kuromanin
idarid (Cn-3-Gl}, kerasiyanin klorid (Cn-3-Rut), ideain klorid (Cn-3-Ga)] ve bunlarin kendi aralarinda olugturduklar kopigmentlerin antioksidatif
atkileri B-karoten afjartma ydntemi lle saptanmigtir, Aragtirma sonuglan, ferulik asit ve ideainin gok giiglii antioksidatif etkiye sahip oldufunu,
aynica ferulik asitin kuromanin ve kerasiyanin ile olugturdufiu kopigmentlerde sinerjik etki olugtufunu ortaya koymugtur.

Kuromaninin ferulik , klorajenik, gallik ve kafeik asitle gtstermig oldufju AA dederleri sirasiyla 67.4-75.7; 47.2-65.2; 21.443.1 ve
34 1-46.0 siirlan arasinda dedisim gdstermigtir. Kerasiyaninin ayni fenolik asitlerle gisterdigi AA deferleri sirasiyla 61.9-74.6; 39.8-63.5;
40.8-41.9 vo 44.5-47.5 olup, ideainde bu dejerler sirasyla 66.2-73.3; 47.9-57.2; 31.0-41.7 ve 36.2-50.3 bulunmugtur, .

ABSTRACT: The antioxidative activities of four phenolic acids (ferulic acid, chlorogenic acid, gallic acid, caffeic acid), three anthocyanin
pigments [kuromanin chloride (Cn-3-Gl, keracyanin chloride (Cn-3-Rut), ideain chloride (Cn-3-Ga)] and their copigments were determined
by using p-carotene bleaching method. The results revealed that ferulic acid and ideain chloride had strong anfioxidative eﬂacl The
copigments of ferulic acid showed synergistic effacts with kuromanin chleride and keracyanin chioride.

The antioxidant actlvities of kuromanin were found with phenclic acids, such as ferulic, chlorogenic, gallic and cafteic acid varied
between 67.4-75.7; 47.2-65.2; 21.4-43.1 and 34.1-46.0, raspectively. The activitiss of keracyanin with same phenolic acids were found as
between 61.9-74.6; 39.8-63.5; 40.8-41.9 and 44,5-47.5, respectively. Meanwhile, activities for ideain were found as 66.2-73.3; 47.9-57.2;
31.0-41.7 and 36.2-50.3, respectively.

Girig

Son yillarda gidalarn fizyolojik fonksiyonlari bilim adamlannin daha fazla dikkatini gekmig ve bunlann
insan sagligina etkileri pek gok aragtirmada invivo ve invitro ydntemlerle |nceienm|§t|r Bu fizyolojik etkilerin en’
dnemlilerinden biri gidalarin antioksidatif etkiteridir (HUANG et al., 1992). Gidalar bu etkilerinin bir sonucu
olarak canll organizmalar oksidatif zararlanmatarin neden olabilecedii kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklardan korumaktadyr (COOK and SAMMAN, 19986). Meyve, sebze ve baharatlar insanlar i¢in dogal
antioksidanlann en dnemii kaynaklandir. Karotenoidler, askorbik asit ve p-tokoferol gibi dogal bilegiklerin
antioksidatif aktivitesi ve antioksidan metabolizmas: dizerinde yapilmig pek gok aragtirma vardir. Ayrica pek
¢ok bitkinin antioksidatif aktivitesi ve bu aktiviteyi saglayan etken maddeler saptanmigtir. Gidalann yapisinda
bulunan antioksidan etkili fenolik bilegiklerin (fenolik asitier ve flavoneidler) dederlendirmesi HERRMANN
{1976, 1988, 1989) tarafindan degisik dénemlerde yapilmighr. Son zamanlarda gidalardan yeni antioksidan
bilegikler izole edilmigtir (TADA et al., 1996, CHUDA et al., 1996). Bitki flavonoidleri invitro olarak gok glighi
anticksidatif etiki gostermiglerdir (VINSON et al., 1995).. Fenolik bilegiklerin anticksidatif aktivite ile yakin
iligkileri baz) kaynaklarda bildirilmektedir (NIETO et al., 1893; TSUSH!DA etal, 1994; VELIOGLU et al., 1998;
VINSON et al.,, 1998;).

1 Bu makale, Ankara Universitesi Aragtirma Fon Miidiirliigii tarafindan desteklenen 98.11.12.02 no'lu projenin sonuglarindan yararlaniarak
hazirflanmgtir.
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Butil hidroksi anisol (BHA), butil hidroksi toluen (BHT), tertiarybutilhidrokinon {TBHQ) gibi yapay
antioksidanlar 1900'li yillann bagindan bu yana gldalarda kullaniimaktadirlar. Bu bilegiklerin hakkinda
tiiketicilerin duydugu kusku nedeniyle kullanimlar giderek daha azalmaktadir (BRANEN, 1975; 1TO et al.,
1983) ve dogal antioksidanlara duyulan ilgi giderek artmaktadir (LOLIGER, 1991).

Antosiyanin pigmentleri kirmizi-mor renkli sebze, meyve gigeklerin hemen hemen timiinde bol miktarda
bulunan ve flavonoidler grubunda yer alan fenolik maddelerdir (MAZZA and MINIATI, 1993). Fenolik asitler ise
hemen tim bitki organlarinda bol olarak bulunan ve antioksidan etkileri bilinen bilegiklerdir (LARSON, 1988).

Bu aragtirmada anticksidan etkileri daha dnceden bilinen antosiyanin pigmentieri ve baz fenolik
asitlerin birlikte olduklarindaki etkileri detay! olarak incelenmistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Ideain klorid (Cyanidin 3-galaktozit), kerasiyanin kiorid (Cyanidin 3- rutinozit) ve kuromanin klorid
{Cyanidin 3-glukozit) adl pigmentler EXTRASYNTHESE firmasindan (Genay Cedex-Fransa), gallik asit (3,4,5,
trinidroksi benzoik asit), klorojenik asit (1,3,4,5 tetrahidroksiklo- hekzan karboksilik asit 3-(3-4 dihidroksi
sinnamat) ferulik asit {4-hidroksi-3 metoksisinnamik asit), kafeik asit (3.4 dihidroksisinnamik asit) adh fenolik
asitler SIGMA firmasindan (St. Louis -USA) saglanmigtir.

2.2, Metod

Aragtirmada MARCO (1968) tarafindan dnerilen B-karoten agartma ydntemi Kismi bir modifikasyon
yapilarak uygutanmigtir. Buna gére pigment ve fenolik asitlerin molekiil agiriiklanna gére timinden 0.2 mM'lik
_gozelti hazirfanmigtir. Gereken miktarda tartim yapildiktan sonra maddeler %80'lik metanolde
g6zlnduriimistlr. Pigment ve fenolik asit ¢ozeltilerinden 1/10, 1/50 ve 1/100 ‘lik karigim hazirtanmigtir. Bu
. kangim buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra analizde kullanimigtir,

TROLOX-C GCdzeltisi: Kontral amaciyla kullanilan TROLOX-C'min konsantrasyonu 50 mg/L olacak
sekilde % 80’lik metanolde hazirlanmistir, '

B-karoten Cozeltisi : SIGMA firmasindan temin edilen trans B-karoten, kleroformda 20 mg/100 mL
konsantrasyonda hazirlanmistir.

Linoleik asit ve Tween 20 : SIGMA firmasindan temin edilmig ve oldugu sekilde kullarilmigtir. Linoleik
asit, her kullarimdan sonra azot gaz ile muamele edimigtir.

islem : Bu bolimde belirtilen islem basamaklan 6n denemelerden sonra saptanmistir. Yapilan 6n
denemeler ve ulagilan bulgular, sonuglarin degerlendiriimesi bélimiinde belirtilmistir.

800 pL B-karoten gozeltisi, 12 pL linoleik asit ve 120 pL tween 20 kangimi bir tip igerisinde kangtinhp,
azot gaz altinda kloroform tamamen uzaklagincaya kadar kurutulmugtur. Bu kangimdan tek kullamimibik
spektrofotometre kivetlerine 15 ‘er pL. konulmustur. Bu karigimin Uzerine pigment gdzeltisinden veya fenolik
asit cdzeltisinden veya pigment-fenolik asit kangimindan 300'er pL, troloxtan ise 60 pL konulmugtur. Ayrica
kontrol olarak bagka bir kiivete yalnizca yukarida belirtilen kangimdan konulmusgtur. Bu kiivetlere bir gazlama
gigesinde hava ile doyurulmus ve pH'ss 3,6'ya ayarl olan 0,2 M asetat buffer gozeltisinden 3 mL eklenmig ve
agizlan parafilm ile kapatlip kanghinldiktan sonra 50°C’deki su banyosuna konulmugtur. Kangimin
absorbansindaki dedisim, 470 nm'de 90 dakika siiresince, 10'ar dakika arahilarla SHIMADZU UV-VIS 1601
model spektrofotometrede dlgim yapilarak saptanmigtir. Oksidasyon olayr pek ¢ok parametreye bagli olarak
degigkenlik gdsterdigi igin deneme 5 kez tekrarlanmigtir,

Omeklerde dederlendirme yapmak igin antioksidan akliviteye iligkin bazi parametreler aga§idaki
formillerden yararlanilarak hesaplanmistir (MALLETT et al., 1994):
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AOX = Absorbans dederinin zamana karg! degigiminin gizilen edrisinin mutlak degjer olarak edimi, (x 1000, A/h)

AAC: Antioksidan aktivite katsayiss

A u(00) - Ax(a0)

AAC= x1000

Agi0) - Axo)

AA: Antioksidan aktivite

AA= Kontroliin bozunma orani-Ornegin bozunma orani x 100

Kontroliin bozunma orani

Bozunma oram: Ln (a/bjx 1/t
a : 0 zamaninda absorbans
b : 90. dakikada absorbans

t:

zaman, dak

ORR: Oksidasyon oran katsayisi

ORR= Rynek / Prontral

R-KARE: Oksidasyon efrisinin linearitesine bagimh bir deger

3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. &n Denemelerde Ulagilan Bulgular

Aragtrma sonuglannin iki ayn yontemle denetlenmesinin daha iyi olacad: disincesiyle projede
onerilen MARCQ metodunun yani sira farkli yontemler de denenmig, ancak bu ydntemlerie
tekrarianabilir sonuglar alinamamugtir.

Oksidasyonda kullanilacak olan hava ile doyuruimug gozelti igin dn denemeler yapilmigtir. Bu
amagla saf su, sitrat-fosfat buffer ve asetat buffer denenmigtir,

Aragtirmada asetat bufferin kullanimina karar verildikten sonra bu gézeltinin hangi pH'da olmasi
gerektidi izerinde durumugtur. Bu amagla pH 3.0, pH 3.6 ve pH 4.6 denenmistir. Sonugta pH 3.6'lik
tampon gézeltinin kullaniminin amaca en uygun oldugu saptanmigtir.

Asetat bufferin pH'sinin yam sira tamponlama kapasitesinin de saptanmasi igin &n denemeler
yapilmig ve bu amagla 0.02 M, 0.1 M, 0.2 M, 0.5 M ve 1M ¢ozeltilerin etkileri incelenmisgtir,
Reaksiyon hizinin istenen dlzeyde seyretmesini en iyi 0.2 M'lik tampon sagladidi igin bu ¢ézeltinin
en uygun oldugu sonucuna vanimistir,

Aragtirmada kuflanilacak olan antioksidan madde miktan ve B-karoten gbzeltisi miktart uzun
denemeler sonucu saptanmigtir. Buna gdre uygun kopigment miktari (0.2 mMlik konsantrasyondan
300 pL) ve B—karoten ¢ozeltisi miktan belirlenmistir. Trolox gdzeltisinden (50mg/L'lik) her bir rnek
igin 60 pL kullamimasinin uygun oldudu saptanmigtir. Daha yiksek dozlarda trolox kullarumi
durumunda oksidasyon tamamen durmusgtur,

Bu &n denemelerden sonra saptanan kogullarda esas denemeye gegilmistir. Denemede gok sayida
paralel yapilmig, en alt ve en {ist deferler gikanldiktan sonra kalan 3 degerin ortalamasi alinarak sonuglar
degerlendirilmigtir. Buna gtre hesaplanan dederler Tablo 1'de verilmigtir.

3.2. Sonuglann Dederiendiriimesi

Arastirma sonuglaninin degerlendiriimesinde pek gok parametreden yararlantlabilir. Bu parametrelere
gére hesaplanan deferler Tablo 1'de sunulmugtur. Tarafimizdan yapilan degerlendirmede oksidasyon
efrisinin linearitesine en az badimh olanin AA ({antioksidan aktivite) olmasi nedeniyle bu dederden
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yararlamirmigtir. Zira hizlandinimig oksidasyon denemelerinde oksidasyonun ilk agamalarinda oksidasyon gok
hizli seyretmekte, belli bir siire sonra hiz yavaglamaktadir. Degerlendirmede siiphesiz diger parametrelerden
de yararlan:lablhr ancak tarafimizdan, degerlendirmede AA tercih edilmigtir.

Cizelge 1. Oksidasyona Iligkin Olarak Orneklerde Hesaplanan Parametreler (Kisaltmalarin Kargihklan %22, Metod”
Bolimiinde Verildigi Gibidir)

KUROMANIN KERASIYANIN IDEAIN
UYGULAMA Ferulik | Klorojenik| Gallik | Kafeik | Ferulik | Klorojenik | Galtik Kafeik | Fenulik |Klorojenik | Gallik | Kafeik
(Pigment/Fenolik asit) asit asit asit asit asit asit asit asit asit asit asit asit
AAC 392 124 59 86 442 261 162 162 395 188 68 91
AQX 22 1.5 24 2.5 32 38 29 25 2.5 23 2.4 2.1
1/10 R-KARE 0.9984 | 09783 | 0.9883 | (L9882 | 09951 ] 0.8771 |0.9898 | 09911 | 09956 0.9986 0.9862 | 0.9979
AA 69.1 65.2 41.6 46 6t.9 39.8 41.0 47.5 66.2 57.2 41.7 503
ORR 0.31 0.35 0.58 0.54 0.38 0.6 0.59 0.53 0.34 0.43 0.58 0.5
AAC 358 86 63 52 424 209 11 116 433 54 39 54
AOX 1.5 2.1 2.6 24 1.8 20 29 2.8 21 1.9 2.6 2.7
1/50 R-KARE 0.9987 | 09921 | 0.9840 | 0.9925 | 0.9963 | 09870 |0.9888 | 05914 | 099881 (9928 0.9763 | 0.9929
AA 75.7 513 194 424 74.6 63.5 419 44.5 71.3 49.5 348 36.2
GOR 0.24 049 0.6 0.58 0.25 .36 0.58 0.56 029 0.50 0.65 0.64
AAC 455 63 43 25 455 238 102 68 404 109 1t 48
AOX 18 2.2 2.2 26 19 2.3 29 23 I.8 22 25 28
- 1/100 R-KARE 09984 | 09824 | 0.9834 | 0.9935 | 0.9950 | 099353 |0.9862 | 09865 | 0.9996| 0.9803 09716 | 0.9933
AA 754 472 43.1 34.1 74.5 61 40.8 458 733 479 310 374
QOR 0.25 0.53 0.57 0.66 0.25 039 | 059 .54 0.27 0.52 0.69 0.63
AAC 400 186 17 95
AOX 23 2.6 2.9 28
Fenolik asit R-KARE 09977 | 0.9915 {0.9528 | 0.9870
AA 674 513 214 394
OOR 033 0.49 0.79 0.61
AAC 102 95 541
AOX 23 29 ) 038
Pigment R-KARE 0.9978 0.9911 0.9943
AA 49 196 88.7
ORR .51 0.6 011
AAC : 760
AOX 0.8
Trolox- R-KARE i 0.9995
60uL AA . 91.2
ORR 0.09
AAC 804
Trolox- AOQX : 0‘3
3000L  R-KARE 0.9790
AA 96.8
ORR 0.03
AOX 4.85
Kontrol R-KARE 0.9705
AA : 0
ORR !

3.2.1, Ferulik asit ve kopigmentlerinin oksidasyona etkileri

Ferulik asit ve Kuromanin Kopigmentleri: Denenen her (i¢ kopigmentte de oldukga yiksek antioksidan
aktivite gdrilmigtir. Kuromaninin AA degeri dlisik olmasina kargin kopigmentlerin antioksidan aktiviteleri hem
pigmentten, hem de fenolik asitten daha ytiksek bulunmusgtur. Dolayisiyla sinerjetik bir etki séz konusudur. 1/50
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dizeyindeki kopigmentasyonda troloxun yaklagik % 83'0 kadar bir antioksidan aktivite deﬁen elde edilmigtir ki
bu dogal bir bilegik i¢in oldukga yiiksek bir aktivite demekdir.

Ferulik asit ve Kerasiyanin Koplgmentleri: Kuromaninde oldugu gibi iyi bir sinerjik etki 6z konusudur.
Burada da troloxun % 82'si diizeyinde bir aktivite vardir. Kopigmentasyon sonucu anticksidan aktivitede 6nemii
artiglar olmugtur.

Ferulik asit ve Ideain Kopigmentieri: deain ile olusturulan kopigmentlerin antioksidan aktivitesi yine gok
iyidir. Burada farkll clarak ideainin antioksidan aktivitesi kendi bagina da gok lyidir.Dolayisiyla aktivitenin
kopigmentasyon sonucu degil, daha gok ideainin kendisinden kaynaklandig sdylenebilir.

Sonug olarak ferulik asitin kendisinin ve kopigmentlerinin oldukga yiiksek antioksidan aktivite gésterdigi
ortaya gikkmigtir. Troloxun % 83'Une kadar varan bir antioksidan aktivite s6z konusudur ki bu aktivite dogdal bir
bitesik igin son derece iyi bir degerdir,

3.2.2, Klorojenik asit ve kopigmentierinin oksidasyona etkileri

Klorojenik asit ve Kuromanin Kopigmentleri: Fenolik asit oranimn diiglik oldudu 1/10'luk diizeyde sinirh
bir sinerji séz konusudur. Diger konsantrasyonlarda anticksidan aktivite klorojenik asitin aktivitesine yakindir.
Gerek klorojenik asitin kendiginin, gerekse de kopigmentlerinin antioksidan aktivitesi troloxun % 58-71'i
kadardir ki bu degjerler de dogal bir bilegik igin oldukga iyi degerlerdir. -

Klorojenik asit ve Kerasiyanin Kopigmentleri: Kuromanindekine benzer bir durum sz konusudur. Ancak
1/50 ve 1/100'lik konsantrasyonlarda antioksidan aktivite daha iyidir. Bu durum kerasiyaninin antioksidan
aktivitesinin kuromaninden daha az olmasindan kaynaklanmigtir. Burada troloxun % 43-70'i kadar antioksidan
aktivite saptanmigtir,

Klorojenik asit ve Ideain Kopigmentleri: ldeainin antioksidan aktivitesinin gok iyi olmas: nedeniyle
(troloxun % 97'si kadar) kopigmentlerin aktivitesi ideainin dizeyine ulagamamigtir.

3.2.3. Gallik asit ve kopigmentlerinin oksidasyona etkileri

Gallik asit ve Kuromanin Kopigmentleri: Gallik asitin kendi bagina antioksidan aktivitesi cldukga simirh
oldudu igin olusan kopigmentin aktivitesi pigmentin aktivitesinin altinda kalmustir. Yani aktivite yalnlzca
pigmentin aktivitesi ile sinrh kalmigtir. Herhangi bir sinerji yoktur.

Gallik asit ve Kerasiyanin Kopigmentleri: Kuromanindekine benzer bir durum séz konusudur. Aktivite
pigmentten kaynaklanmaktadir. Onemsiz sayitabilecek bir diizeyde (% 5 kadar) bir sinerji s6z konusudur.

Gallik asit ve Ideain Kopigmentleri: Gallik asitin antioksidan aktivitesinin digikligl nedeniyle
kopigmentierin aktivitesi ideainin de altindadr.

ideain ile yapilan tiim denemelerde kopigmentlerin antioksidan degerlerinin, ideainin kendisinden bile
dusik gikmasi, ideain-fenolik asit komplekslerinin procksidan oldugunu ortaya koymaktadir.

3.2.4. Kafeik aslt ve kopigmentlerinin oksidasycna etkileri

Kafeik asit ve Kuromanin Kopigmentleri: Kafeik asitin antioksidan aktivitesi pigmentten daha duguk
oldugu igin kopigmentlerin aktivite degerleri kuromanine iligkin dederlerin altindadir.

Kafeik asit ve Kerasiyanin Kopigmentleri: Koplgmentlenn anticksidan degerleri hem plgrnentten hem
de fenolik asitten daha yilksektir. Dolayisiyla sinerjizm sbz konusudur. Troloxun % 49-52'si dizeyinde
antioksidan aktivite olugmugtur. Bu deger kerasiyanin ve kafeik asitin kendileri i¢in ise % 43 kadardr.
Dolayisiyla simirh bir sinerjiden séz edilebilir.

Kafeik asit ve ideain Kopigmentleri: Diger 3 fenolik asitte gérilen durum burada da s6z konusudur.
Kopigmentlerin antioksidan aktivitesi ideainin aktivitesinin altindadir. Dolayisiyla ideain igin elde olunan deger,
yani, 88.7 degeri belki de bu tip bilegikler igin ulagilabilecek maksimum degeri gBstermektedir.

Bu araghrmamin sonucunda yukanda “‘yapilan 6n denemelerde ulagilan bulgular” baghg altinda
‘agiklanan bulgularin yan sira:

{1) Ferulik asitin glgld bir antioksidan bilegik oldugu ortaya konmustur.

(2) Ideainin gugll bir antioksidan etkiye sahip oldugu ortaya konulmugtur.
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(3) Ferulik asitin kuromanin ve kerasiyanin fle olugturdudu kopigmentlerin aktivitesinin, buntarin her

~ birinin aktivitesinden daha yiksek oldufu ve oldukga yitksek dederlere ulastign ortaya
konulmugtur. Bu aragtirmada elde olunan en &nemli bulgu bu etkidir. Dogal bir bilesik, sentetik bir
antioksidanin % 83'0 diizeyinde etki géstermigtir,

(4} Tum hesaplamalarda kontrol olarak hazirlanan &rmeklerde elde olunan degerier dikkate aiuhd@ igin,

incelenen tiim drneklerin az veya gok, ama mutlaka bir antioksidatif etkiye sahip aldugu gériimiistiir.

{5) Elde olunan bu bulgulardan sonra; bu konu {izerinde daha sonra yapilacak aragtirmalarda ferulik

asitin ve ideainin antioksidan kullanilabilecedii gidalar saptanmahdir. Zira ideain, ferulik ve ferulik
asit kopigmentleriyle alinan olumlu sonug madel sistemde alinmigtir. Gidantn kendisinde nas:l bir
sonug alinabilecedi simdiden bilinmemektedir. Ancak pek gok gidamin pH’sinin 3.6 civannda
oldugu diginildiginde olumlu sonug alinmas: yilksek bir olasthikbir.

Aragtirmada kullaniian pigmentlerin her Ggl de siyanidinin 3-glukozitleridir ve bu pigmentier birbirlerine
benzer kimyasal yapiya sahiptirler (aglukon yapilar tahamen aymidir). Aragtirmanin farkh aglukon yapisindaki
pigmentlerle (6rnegin malvidin, delfinidin, petunidin vb'nin glukozitleriyle) ve farkh molekiiler seker yapisindaki
pigmentlerle (6rnegin digiukozitierle) yapiimas: durumunda gok daha ilging sonuglar alinabilecedi muhtemeldir.
Bu aragtrmada yalnlzca elde meveut bulunan pigmentlerle yetinilmek zorunda kalindigr igin tarafimizdan da
bilinen bir eksiklik kalmigtir..
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