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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KETEN TOHUMUNDA BULUNAN BAZI FENOLIK BILESIKLERIN
KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE BELIiRLENMESI VE BU
BILESIKLERIN ANTiOKSIiDAN OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Derya DOGMUS

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet Sabih OZER

Son yillarda tiiketiciler gidalar1 sadece temel beslenme araci olarak degil, ayni
zamanda saglik iizerinde faydali etkileri bulunan maddeler olarak da gormeye
basladilar. Keten tohumu, saglik iizerindeki faydalar1 ve bazi hastaliklarda koruyucu
rol oynamasi nedeni ile son yillarda 6nem kazanmistir. Keten tohumunun zengin
kimyasal igerigi oldugu bilinmektedir. a —linolenik asit ve iyi kaliteli protein
acisindan zengin olan keten tohumu flavonoid, lignan ve fenolik asitler gibi
fitokimyasallarin da dogal kaynagidir. Keten tohumu fenolik bilesiklerin en zengin
kaynaklarindandir. Fenoliklerin zengin igerigi sayesinde yagi uzaklastilmig keten
tohumu biyoaktivitesi genis spektrum gosterir.

Keten tohumu c¢esitlerinden izole edilen n-biitanol fraksiyonlarinin
antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal, indirgeme giicli, toplam fenolik
bilesik miktar1 ve hidrojen peroksiti giderme gibi ¢esitli metodlarla degerlendirildi.
Yaglar1 uzaklastirilmis keten tohumu ekstrelerindeki ve yaglarindaki fenolik asitler
LC-Ms/Ms ile analiz edildi. Biitillendirilmis hidroksi anisol (BHA) ve
biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT) referans antioksidan bilesikler olarak
kullanildi. Bu ¢alismada farkli keten tohumu cesitlerin antioksidan aktivitesi
incelenmis, sentetik antioksidanlar yerine kullanabilirligi acisindan konuya 11k
tutulmaya g¢alisilmistir. Analiz sonuglarina goére yagi uzaklastirilmis keten tohumu
ekstrelerinin, yag ekstrelerine gore fenolik asitler acisindan daha zengin oldugu
tespit edilmistir. Yaglar1 uzaklastirilmis ekstrelerde, Sari-85 keten tohumu ¢esidi
McGregor keten tohumu cesidine gore fenolik asitlerce daha zengindir. Yag
ekstreleri fenolik asitlerce zengin degildir.

Anahtar Kelimeler: Keten tohumu, n-biitanol fraksiyonu, antioksidan aktivite,
fenolik bilesikler, Lc-Ms/Ms

2019, 60 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF SOME PHENOLIC
COMPOUNDS IN FLAXSEED AND INVESTIGATION OF
ANTIOXIDANT PROPERTIES

Derya DOGMUS

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Sabih OZER

In recent years, consumers have begun to look at food not only for basic
nutrition, but also for health benefits. Flaxseed, has been gaining popularity,due to
the repots on its health benefits and disease preventive properties. It is known that
flaxseed contains a variety of constituents. Flaxseed is an important plant source
containing beneficial compounds for health besides being rich in a-linolenic acid and
good quality protein, flaxseed has potential as a natural source of phytochemicals
such as flavonoids, lignans and phenolic acids. Flaxseed is the richest source of
phenolic compounds. Owing to high content of phenolics, defatted flaxseed meal
exhibites broad spectrum of bioactivities.

Antioxidant activity of isolated n-biitanol fractions from different types of
flaxseed were evaluated by various methods such as DPPH free radical, reducing
power, total phenolic contents and consuming of hydrogen peroxide. Phenolic acids
which defatted flaxseed meal extracts and oils were analyzed by Lc-Ms/Ms.
Butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT) were used as
the reference antioxidant compounds. In this study, antioxidant activity of different
varieties of flaxseed have been investigated and it has been tried to shed some light
on the subject in terms of usability. According to analysis results it has founded that
oil removed flaxseeds are richer than oil extracts in terms of phenolic acids.. In oil
free flaxseeds, Sari-85 flaxseed varieties are rich in phenolic acids compared to
McGregor flaxseed extracts. Oil extracts are not rich in phenolic acids.

Key Words: Flaxseed, n-butanol fraction, antioxidant activity, phenolic
components, Lc-Ms/Ms

2019, 60 pages



1.GIRiS

Viicudumuz, normal fonksiyonlar i¢in enerji iiretirken, ayni zamanda her
saniye milyonlarca serbest radikal olusmasina neden olur. Organizmadaki kimyasal
siirecler, Ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir.
Cevre kirliligi, kimyasal maddeler, petrokimya {riinleri, sanayi atiklari, , giinesin UV
1sinlar1, ozon, kozmik isinlar, X-1smlari, viriisler, enfeksiyon, ilaglar, stres, sigara
dumani ve otomobil egzoz gazlar1 gibi pek cok etken viicudumuzdaki serbest
radikallerin sayisin1 tahmin edemeyecegimiz kadar siirekli olarak artirir [1]. Modern
gidalar, seker ve yag miktarn yiiksek gidalar, alkol ve hatta yogun egzersizler de
oksijen kullanimindaki artisla beraber viicudumuzdaki serbest radikallerin miktarinin

artmasina sebep olmaktadir.

Serbest radikaller, kisa 6mirlii, dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron
bulunduran reaktif molekiillerdir. Radikaller eslesmemis elektronlar1 eslestirme
(kargisindaki atom ya da molekiilden elektron alma veya verme) ozelliklerinden
dolay1 kararsizdirlar. Bu kararsiz 6zellikleri onlarin kimyasal olarak aktif olmalarim
saglar. En Onemli serbest radikaller siiperoksit radikali (O2°®), hidroksilradikali
(*OH), singlet oksijen (*O2), radikalik olmayan hidrojen peroksit (H202) ve
peroksinitritdir (ONOO") . Bu serbest radikaller “reaktif oksijen tiirleri (ROT)”
olarak bilinirler. ROT’lar, organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve
karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerle kolayca reaksiyona girebilmektedirler. Bu
ozelliklerinden dolay1 yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt,
bobrek, immiin sistem hastaliklari, diyabet, ve karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok

hastaliga sebep olmaktadirlar [2].

Endiistri ve gida teknolojisi agisindan bakildiginda o6zellikle birden fazla
doymamis bag igeren yag asitleri ve yagca zengin lriinler kolayca okside olmaktadir.
Bundan dolay1 gidalarin korunmasi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen en
biiyiik problemlerden biri lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, sivi ve kati
yaglarda acilagmaya (ransidlesme), yag ihtiva eden diger gidalarda ise renk, aroma,
tat, ve kivamda bozulmalara neden olmaktadir. Bu oksidasyoin sonucu besinin
kalitesi diismektedir [3]. Lipit peroksidasyonu yaglarda ve yagh yiyeceklerde sadece

besini bozmakla kalayip, ayn1 zamanda kansere, mutasyonlara ve yaslanmaya sebep
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oldugu diisiiniilen peroksi (ROO+¢), hidroksi (OHe) radikallerini ve reaktif oksijen
tirlerini meydana getirir [4]. Bu sebeple oksidasyon kararliligini arttirmak igin
yaglara sentetik antioksidanlar ilave edilmektedir. Biitillendirilmis hidroksianisol
(BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), t-biitil hidrokinon (TBHQ) ve propil
gallat (PG) gibi sentetik antioksidanlar gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir.

Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girip
onlart etkisiz hale getirerek, kanser ve kalp hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliga ve
erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlar: engelleyen veya etkilerini
azaltan molekiillerdir. Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin
goriilmeye baslamasiyla dogal antioksidanlara yonelme artmistir. Dogal
antioksidanlar bitkisel kaynakli ve insan organizmasi ig¢in genellikle zararsiz olup,
yan etkileri bulunmamaktadir. Artan bu ilgi, tim diinyada bitkisel tedavinin
desteklenmesine de zemin olusturmustur [5]. Dogal antioksidanlar; flavonoidler
basta olmak {izere sinnamik asit tiirevleri, tokoferoller, organik asitler, kumarinler

gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan fenolik maddelerdir [6].

Gida sanayinde yaglarin ve yag ihtiva eden diger iriinlerin korunmasi ve raf
Omriinliin uzatilmas1 i¢in genellikle biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA) kullanilmaktadir. Fakat yapilan arasgtirmalar bu
sentetik antioksidan bilesiklerin toksiditesinden bahsederek, onlarin karsinojenik
olma riskini ortaya ¢ikarmaktadir [7]. Bu sebeple, tiiketiciler dogal tarimsal iiriinlere
yonelmis ve islenmis gidalarda da saglik, kalite arayiglarim1 6n planda tutmaktadir.
Dogal biyoaktif bilesiklerle ilgilenen 6zellikle farmasdtik ve gida endiistrilerinden
gelen talep tizerine, dogal bilesiklerin antioksidan aktiviteleri arastirmacilar
tarafindan yogun sekilde arastirilip bu konuda ¢alismalar yapilmaktadir. Genis bir
cesitlilik ve dagilim gosteren bitkisel kaynaklar hem islenmis gidalarda, hem de
viicutta olusan oksidatif hasara karst koruma saglayarak daha giivenilir ve daha
saglikli antioksidanlar sunabilir. Arastirmacilar, yapilan caligmalar1 goz Oniinde
bulundurarak dogal kaynaklardan elde edilebilen yiiksek antioksidan aktiviteli
ekstraktlart sentetik antioksidanlarin yerine kullanmay1 hedeflemektedirler. Bitkiler
dogal antioksidanlarin en 6nemli kaynagi olup 6zellikle insan beslenmesinde bitkisel
kaynakli besinlerin kullanilmas1 6zendirilmekte ve tiiketim giderek artmaktadir.

Molekiiler diizeyde ¢ok biiyiik ¢esitlilik gdsteren antioksidan maddelerin bitkilerdeki
2



miktarlart ve dagilimlar1 arastirma konusudur. Bu arastirmalar yiiksek antioksidan
aktivite gosteren molekiilleri iceren bitkisel kaynakli besinlerin tespiti agisindan
onemlidir. Bu nedenle de antioksidan aktiviteyi 6lgmek {izere kullanilan ¢esitli tayin
yontemlerinin arastirilip gelistirilmesi ve karsilastirilmas: son yillarda en 6nemli

¢alisma konularindan biridir.

Calismamizda iki farkli keten tohumunun (Sar1-85 ve McGregor) gesitli
metodlarla antioksidan aktivitelerinin tespiti ve bu tohumlardan elde edilen
ekstraktlariin dogal antioksidan kaynagi olarak sentetik antioksidanlara alternatif
olmas1 agisindan incelenmesi amaglanmistir. Ayrica giinlimiizde, gelecege yonelik
sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan arayiglart hizla
stirmektedir. Bu tip ¢alismalarla yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bitki ekstraktlar
belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki antioksidan etkilerinin incelenmesi ile

caligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik devamliligi saglanabilir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Serbest Radikaller

Atom veya molekiillerdeki elektronlar, ¢ekirdegin etrafinda orbital olarak
tanimlanan bolgelerde hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket
eden en fazla iki elektron bulunur. Bir atom veya molekiil dis orbitallerinde bir veya
daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis) elektron bulunduruyorsa “serbest radikal
(SR)” olarak tanimlanir. Serbest radikaller, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1
oldukga reaktiftirler [8]. Hidrojen atomu,1 elektron ve 1 protonu olan en basit serbest
radikaldir. Serbest radikallerdeki eslesmemis elektron, atom veya molekiiliin st

kismina konulan bir nokta ile belirtilir.

Cesitli fiziksel faktorler ve kimyasal olaylar nedeniyle gevrede ve hiicresel
kosullarda devamli bir radikal olusumu vardir. Serbest radikaller ii¢ temel yolla
olusur [9].

1) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Kovalent bagin kopmasi sirasinda bag

yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kalir.

XY —» X"+ Y

2) Normal bir molekiilde tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi ile: Hetorilittk boliinmede kovalent bag olusturan her iki elektron
olusturan atomlarin birinde kalir boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana
gelir.

X = X" +e XY =>Xi"+Y"

3) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu
tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir.

A+e — A7

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu
olugsmaktadir. Serbest radikaller negatif yiiklii, pozitif yiiklii veya nétral olabilirler.
Serbest oksijen radikalleri (SOR), C, N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik
molekiiller biyolojik sistemlerdeki en 6nemli radikallerdir. Ortaklanmamis

elektronlar1 oldugu halde Cu?*, Fe%*, Mn?*, Mo>* gibi gecis metalleri serbest radikal
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olarak kabul edilmezler. Fakat bu ge¢is metalleri reaksiyonlar1 katalizlediklerinden

dolayi serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar [10].

Serbest radikaller, elektron transferi, enerji tiretimi gibi pek ¢ok metabolik
islevde temel olusturduklarindan dolayr yasam igin gereklidirler. Ancak zincir
reaksiyonlart kontrolsiiz olarak ilerlerse serbest radikallerin varligindan dolay1
hiicrede  hasarlar meydana gelmektedir.  Nitekim, serbest radikallerin
biyomolekiillerle reaksiyona girerek olusturduklart bilesikler ¢cogu kez toksik 6zellik
tagimaktadir. Bilim adamlar tarafindan serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif
hastaliklara neden oldugu 1954'lerden beri bilinmektedir. Serbest radikaller oldukga
reaktif molekiiller olduklarindan dolay1 eger nétralize edilmezlerse viicutta ciddi
hasarlara neden olabilirler. Lipit peroksidasyonu, DNA hasarlar1 ve proteinler
arasinda disiilfit bagi olusumu serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi en

onemli olumsuz etkilerdir.

2.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller yiiksek reaktif 6zellige sahip olduklarindan dolayr tim
hiicre bilesenleriyle kolayca etkilesim kurabilirler. Eger hiicrenin savunma
mekanizmalar tarafindan yok edilemez iseler, biyolojik molekiillerle reaksiyona
girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir reaksiyon meydana getirirler
(Sekil 2.1).

.-"' -\-""'\-\.\.
._\_-H-H K'\\\
Solunum ) ™ \\\
Protein H(,,,/ gﬁnzmﬂen ’l' 3_--_._,;_\\ LY
hasar "'! E : W Aitolcondn
3 P/ hasar
MMembran '| I|
hasan | [
DNA ) : M Hiicre sigmesi
hasarn

S Ge;irgen]ig:in
azalmast

~ Bolca Ca™ 'nin

icerive akist

Lipid peroksidasvonu

Sekil 2.1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri



2.2.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerinden en ¢ok etkilenen biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarinda ve gidalarda bulunan kolesterol ve yag asitleri serbest
radikallerle kolaylikla reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu
doymamus yag asitlerinin serbest radikaller ile reaksiyonu sonucu olusan oksidatif

yikim nonenzimatik lipid peroksidasyonu olup, zincir reaksiyonu seklinde ilerler.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest radikallerin 06zellikle
*OH’in, membran yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerindeki (PUFA)
konjuge ¢ift baglardan bir H atomu c¢ikarmasiyla baglar. Bu basamak radikalik
reaksiyonun baslama asamasidir. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali
(L*) niteligi kazanir. Daha kararli yapiya donmek isteyeceginden molekiil i¢i bir
diizenlenme ile konjuge dienler olusur. Aerobik ortamda, konjuge dienin molekiiler
oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksil radikalleri (LOO®) olusur. Membran
yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin
(L*) olusumuna yol agtigindan dolay1 lipid peroksil radikali olusumu onemlidir.
LOOQO® kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlere (LOOH)
dontigiir. Ayrica membran proteinlerine de saldirdigindan dolayr reaksiyon
otokatalitik olarak devam eder. Bu lipid peroksidasyonunun ilerleme asamasidir
[11].

Lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilesikleri olugturmas: sonrasi
lipid peroksidasyonu sonlanir. (sonlanma basamagi). Lipid peroksidasyonu sonrasi
¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Aktif olan bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metobolize edilir yada ilk atak bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin
diger boliimlerini hasara ugratirlar. Malondialdehit (MDA) ii¢ veya daha fazla cift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur. MDA lipid peroksidasyon
seviyesinin indikatorii olarak kabul edilir. Lipid peroksidasyonu geri doniisiimsiiz bir
olay olup, membran yapisina direk ve olusturdugu reaktif aldehitlerle diger hiicre

bilesenlerine indirek olarak zarar verir [12].



LH+R*—> L*+RH

L®* + 02—LOO0O* (Lipid Peroksit Radikali)
LOO®* + LH —-LOOH + L*

LOOH— LOO* ; LO*; aldehitler

Sekil 2.2. Lipid peroksidasyonunun temel reaksiyonlari

2.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin, radikalik hasardan etkilenme dereci aminoasit igerigine gore
degisir. Coklu doymamis yag asitlerine gore proteinler serbest radikallere kars1 daha
az hassastir. Ancak triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bag igeren
ve metiyonin, sistein gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenir [13]. Etkilenme sonrasi karbon merkezli organik
radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Bu reaksiyonlar sonucu alblimin ve
immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin tersiyer
yapist bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe*?) siiperoksit ve diger oksitleyici
ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda oksijen tasimayan

methemoglobin olusur [14].

2.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

DNA serbest haldeki radikallerden kolay etkilenir. Radyasyonun etkisiyle
iyonlara ayrilarak olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve
oliimiine yol acabilirler. Aktive olmus nétrofillerden salinan H202 membranlardan
kolayca gegebildigi i¢in hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir. Burada olusan hidroksil
radikali dort DNA baziyla kolayca reaksiyona girerek baz modifikasyonlara yol
acar [15]. DNA hasar1 onarilmazsa hiicrede anormalliklere, bozukluklara hatta hiicre

oliimlerine kadar yol agabilir.

2.2.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri, polisakkarit depolimerizasyonu
ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonu seklindedir. Siiperoksitler ve
okzalaldehitler monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu meydana gelip, diyabet ve
sigara i¢imi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynarlar. Okzaldehitler antimitotik etki

gosterirler. Bu etkiyi DNA, RNA ve proteinlere kolaylikla baglanabilme
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Ozelliklerinden dolay1 gostermis olup, kanser ve yaslanma olaylarinda da rol

oynarlar.

Bag dokunun onemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit bol
miktarda sinoviyal sivida bulunmaktadir. Romatoit artrit gibi enflamatuar eklem
hastaliklarinda hiyaliironik asidin olusan serbest radikal tarafindan parcalandigi

gosterilmistir [16].

Organizmada normal sekilde metabolizmanin isleyisi sirasinda ve patolojik
reaksiyonlarda serbest radikaller tiretilir. Bu serbest radikaller hiicresel savunma
mekanizmalar1 ile ortadan kaldirildigi i¢in, ROT iiretimi antioksidan savunma
sistemleri tarafindan dengelenmektedir. Ancak bazen toksinler serbest radikallere
metabolize olup, asirt oksijen konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik
aktivasyondaki diizensizlikler, malniitrisyon sonucu diyetle antioksidan etkili
bilesiklerin yetersiz alim1 gibi sebeplerle hiicrede daha fazla reaktif oksijen tiirleri
olusabilir. Oksidatif stres, hiicresel savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilandan
daha fazla ROT olustugunda ortaya ¢ikar. Oksidatif stres “oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yoniine kaymasi ve hiicre hasarina yol
acmast” olarak tanimlanir [17]. Oksidatif stresin, ROT’larin hiicreye zarar vermesi
sonucu bir¢cok hastaliga katkida bulundugu diistiniilmektedir. Yapilan pek ¢ok
calismada iilseratif kolit [18], iskemi/reperfiizyon hasar1 [19], ateroskleroz [20],
yaslanma [21], diabetesmellitus [22], alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi [23,
24], sigara kullanimi [25] ve hava kirliliginin [26] neden oldugu rahatsizliklar ve
KOAH [27] gibi akciger hastaliklari, cesitli kanser tiirleri, fel¢, hipertansiyon,
romatoit artrit ve multiple sklerosis gibi otoimmiin hastaliklar, alerji, astim, septik
sok, inflamasyon, akut pankreatit, yaslanmaya bagli makiiler hastaliklar ve katarakt
[28, 29, 30] gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin katildig1
belirtilmistir. Ancak serbest radikallerin hastaliklara etkisi arastirilirken, serbest
radikal olusumunun hastaligin nedeni mi, yoksa sonucu mu oldugunun ayrimina

varilmasinin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir.

2.3. Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Molekiiller
Antioksidanlar, kendileri elektronlarmi vererek serbest radikalleri notralize

edip, serbest radikallerin olusumunu engeller ve bu sirada serbest radikal haline
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gelmezler. Aymi zamanda mevcut radikalleride siipiirerek hiicrenin zarar
gormemesini saglarlar. Yapisinda genellikle fenolik fonksiyon tasiyan, viicutta

kalkan gorevi goren molekiillerdir [31, 32].

Geleneksel tanim olarak antioksidan oksidasyona karsi koyan, oksijen yada
peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlari engelleyen maddedir. Antioksidan maddelerin
cogu cesitli triinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Biyolojik bir tanim olarak
ise antioksidan madde, havanin oksijeni ile okside olan bozulan firiinlere ilave

edilerek bu bozulmay1 engelleyen veya geciktiren sentetik veya dogal maddelerdir.

2.4. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar hidrojen atomu verme 6zelligine sahip kimyasal bilesenlerdir.
Bu ozellikleri ile birincil radikalleri radikal olmayan kimyasal tiirlere g¢evirerek,
okside olmus antioksidan radikallere doniisiirler. Antioksidanlarin molekiil yapisi
sadece hidrojen atomu verme agisindan degil, ayn1 zamanda radikalleri diisiik
reaktiviteli hale getirip lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi agisindan da

olduk¢a 6nemlidir [33]. Antioksidan etki mekanizmasi basit¢e asagida gosterildigi
gibidir.

Baslama: ROO®* + AH — ROOH + A*
Gelisme: ROO®* + A* — ROOA
Sonlanma: A®* + A®* — A-A

Sekil 2.3. Antioksidan etki mekanizmasi

Sistemdeki etkin mekanizma antioksidan yapisi, Ozellikleri ile ¢oziintirliik
partisyon katsayisi ve sistemde kullanilan ¢ézgen gibi etkenlerle belirlenir. Bag
disosiyasyon enerjisi (BDE) ve iyonizasyon potansiyeli (IP) mekanizmay1 ve

antioksidan etkinligini belirleyen en 6nemli iki faktordiir [34].

Her bir oksidan ve antioksidan farkli kimyasal ve fiziksel karaktere sahiptir.
Antioksidanlarin reaksiyonlar tek basamakta yada ¢oklu basamakta meydana gelir.
Antioksidanlar, farkli radikal yada oksidan kaynagina kars1 farkli etkiye gosterirler.

Ornegin; Karotenoidler ile fenollerin radikal yakalayiciliklart kiyaslandiginda,



karotenoidler, fenollere gore peroksil radikallerine karsi iyi radikal yakalayicisi
degildirler. Ayn1 durumun tersi olarak singlet oksijen diisiiniildigiinde karotenoidler
Iyi bir radikal giderici 6zellik gosterirken, fenolik ve diger antioksidanlar zayif etki

gosterirler [35].

Antioksidanlarin  aktiviteleri disaridan gelen etkilere bagli olarak
degismektedir. Fziksel faktorler, substrat faktorleri, gida maddesinin fizikokimyasal
durumu gibi ¢esitli etkenler antioksidan aktivitesini etkilemektedir. Oksijen, sicaklik
ve konsantrasyon fiziksel faktorlerdir. Zincir reaksiyonunun baslama ve ilerleme
adimlarim1  hizlandiran antioksidan aktiviteyi azaltan, yiiksek oksijen basinci,
oksijenle temas yiizeyinin genisligi, 1sitma ve 1sinlama gibi durumlardir. Sicaklik
degistiginde antioksidan aktivitesi degiskenlik gosterir. Konsantrasyon yiikseldik¢e
antioksidan aktivitesi artar. Oksidasyonun belirli bir derecede engellenebilmesi igin

konsantrasyon yeterli kritik degerin tizerinde olmalidir [36].

2.5. Antioksidanlarin Saghk Ac¢isindan Onemi

Antioksidanlarin 6nemi, sagliga olumlu etkilerinden dolay1 giin gectikge
artmaktadir. Antioksidanlar, yasam siiresini uzatip kaliteli bir hayat siirmeye katki
sagladigindan, kanser, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklara yakalanma riskini
azaltigindan ve yaslanmanin etkilerini geciktirdiginden dolayr son dénemin en

populer takviyelerindendir.

Hava ve su kirliligi, yasam tarzi, hazir yiyecekler, stres gibi etkenler saglig
olumsuz etkilemektedir. Normal metabolizma faaliyetleri olusurken belirtilen
etkenler sonucunda normal metabolizma faaliyetlerinin yan1 sira serbest radikaller
olusur. Serbest radikallerin viicutta 80 farkli hastaliga sebep olabilecegi hakkinda
bilgi verilmektedir. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklarin basinda kalp ve
beyin damarlarinin tikanmasina bagl hastaliklar, kanserler ve artirit gelmektedir.
Serbest radikaller, hiicre igindeki yapilari bozarak, DNA’ nin hasarina sebep

olmaktadir.

Sigara kullanimu ile birlikte, sigarada bulunan serbest radikaller viicuda zarar
vermektedir. Sigara dumanindaki serbest radikaller, viicudun antioksidan savunma

sistemini bozarlar. Sigara kullananlar iizerine yapilan ¢aligmalarda antioksidan etkili
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vitamin ve mineral seviyelerinde sigaradaki serbest radikallerden dolay1 azalmalar

gbzlenmistir.

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi savunma gosterebilecek en etkin
takviyelerdir. Antioksidan aktiviteleri en yuksek olan maddeler vitamin A, C, E,
selenyum, pycnogenol gibi maddelerdir. Uzmanlara gore diizenli olarak vitamin C
alimi yasam siiresini uzatmaktadir. Enstrom’un ¢aligmasinin sonuglarina gore giinde

en az 300 mg vitamin C alimi1 yagam siiresini 6 yil uzatabilmektedir [37] .

Yapilan arastirmalar, Ozellikle ileri yaslardaki bireylerde antioksidanlarin
sagliga etkisinin daha fazla oldugunu géstermektedir. Italya’da yapilan bir calismada,
70-99 yas arasi saglikli bireylerde plazmadaki vitamin C ve E seviyelerinin ayni
yaslardaki sagliksiz bireylerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Antioksidan
kullanimi1 ile birlikte ilerleyen yaslarda viicudun savunma sisteminin giliclendigi,
yaslanmaya bagli agia ¢ikan saglik sorunlarinin azaldig:1 ve bunun yaninda cildi ve

saclar1 da besledigi yapilan aragtirmalarla agiga ¢gikmaktadir [38].

2.6. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
Antioksidanlar, dogal ve yapay antioksidanlar olmak {izere iki sinifa

ayrilirlar.

2.6.1 Dogal Antioksidanlar

2.6.1.1. C vitamini

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunmakla
birlikte suda ¢6ziinen bir vitamindir. Alt1 karbonlu lakton yapisina sahiptir [39]. C
vitamini, dogal olarak meyvelerde ve sebzelerde bulunmaktadir. L-askorbik asit (3-
keto-L-gulofuranolakton), (CeHsOs)s beyaz veya hafif sar1 renkte, kokusuz
kristalimsi yapidadir. Erime noktast 190 °C civarinda olan C vitamini, etanolde az

miktarda, dietil eter ¢ozeltisi i¢inde ise hi¢ ¢oziinmemektedir.

C vitamini ¢ogu hayvanin kKaraciger veya bobreklerinde glikozdan, bitkilerde
ise 6zellikle yaprak kisimlarinda kloroplastlarinda sentezlenir [40]. insan viicudunda

C vitamini sentezlenemez [41]. Bu sebeple insanlar, C vitamini ihtiyacini taze meyve
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ve sebzelerden karsilarlar [42]. Ozellikle cilek, papaya, portakal, Kkivi, greyfurt,
kavun, mango gibi meyvelerde, brokoli, briiksel lahanasi, kirmiz1 veya yesil biber,
domates, lahana, patates, karnibahar gibi sebzelerde, portakal suyu, domates suyu

gibi meyve sularinda bol miktarda C vitamini bulunmaktadir [43].

C vitamini, reaktif oksijen (sliperoksit, peroksil radikalleri, singlet oksijen,
ozon), reaktif azot (peroksinitrit, azot dioksit) ve reaktif klor (hipoklorik asit)
tiirlerini kolayca stipiirmektedir. Ve bu sayede diger substratlar1 oksidatif hasarlardan
korumaktadir [44].

Askorbik asit ve askorbik asitin bir elektron yiikseltgenmis hali olan askorbil
radikali eslesmemis elektronun rezonans kararliligi nedeniyle diisiikk indirgenme
potansiyeline sahiptir [45]. Bu 6zelligi sayesinde askorbil radikali ilgili radikal ve
oksidanlarla reaksiyona girebilir. Askorbil radikali, diisiik indirgenme potansiyeli
Ozelligine sahip oldugundan dolayr kolayca askorbat ve dehidroaskorbik asite
doniistir [46]. Askorbik asit, enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla askorbil
radikalinden ve dehidroaskorbik asitten kolayca iiretilir. Askorbik asit diisiik
indirgenme potansiyeli ve kolay elde edilme oOzelliklerinden dolay: etkili bir

antioksidandir [47].

Askorbat (AH") Askorbil Radikali (A")
HOCH;

Dehidroaskorbik Asit (DHA)

Sekil 2. 4. Askorbik asitte meydana gelen redoks reaksiyonlari
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2.6.1.2. E Vitamini

E vitamininin igerigi a-, P-, y-, 6- tokoferolleri ve tokotrienollerden
olugsmaktadir. En yiiksek biyolojik aktiviteye sahip tokoferol a- tokoferoldiir [48,49].
E vitamininin zincir kirict 6zelliginden dolay1 lipid peroksidasyonuna engel olarak
savunma mekanizmasi1 gelistirmekte ve serbest radikal saldirilarina karsi hiicre

membranlarin1 korumaktadir [50,51].

Dogal olarak E vitaminince zengin olan bitkiler yagca zengin olan bitkilerdir.
Tokotrienoller, yiiksek miktarda palm yaginda ve piring kepeginde bulunmaktadir.
Hindistan cevizi yagi, kakao yagi, soya fasiilyesi, arpa, bugday, kirmizi et ve
yumurtada da tokotrienoller bulunmaktadir. Aygicegi, yer fistigi, susam, ceviz, ve

zeytin yagi ise sadece tokoferol igermektedir [52,53].

Sekil 2.5. a- Tokoferol’iin kimyasal yapisi

2.6.1.3. Karotenoidler

Karotenoidler,  dogal  pigmentlerdir.  Bitkilerde ve pek  ¢ok
mikroorganizmalarda sentezlenirler. Giiniimiize kadar dogal kaynaklardan 600°in
tizerinde karotenoid ayrilmistir [54]. Karotenoidler, ¢ogu c¢icek ve meyvelerin
renkleri gibi bir¢ok kus, bocek ve deniz hayvanlarmin renklerinden de
sorumludurlar. Karotenoidler, yagda ¢6ziinen poliizoprenoid bilesiklerdir ve 2 ana
gruba ayrilirlar.
1. Karotenler veya sadece hidrojen ve karbon i¢eren hidrokarbon karotenoidler
2. Hidroksi, keto, epoksi, metoksi veya karboksilik asit grubu gibi en az bir oksijen

grubu tasiyan oksijenlenmis hidrokarbon tiirevleri olan ksantofiller [55].

Likopen, p-karoten ve a-karoten, karotenler olarak adlandirilan simifa

ornektir. B-kriptoksantin, lutein ve zeaksantin, ksantofiller olarak adlandirilan
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karotenoid sinifina 6rnek olarak verilmektedir [56]. Karotenoidlerin yapilarinda
bulunan konjuge cift baglar, onlarin kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
etkiler [57].

NIRRT R IRYT

B-Karoten

s A S " e T VA Vg g g\ x

Likopen

OH

NIRRT R

OH

Lutein

Sekil 2.6. B-Karoten, Likopen ve Lutein’in kimyasal yapilari

Konjuge ¢ift bag yapist polien zinciri boyunca etkili bir elektron
delokalizasyonuna yol acar. Likopenin yapisi, agik zincir veya asiklik polien yapisi
seklindedir. B-karotenin yapisi, P-karoten molekiilin her iki ucunda B-iyonon
halkasina sahip disiklik yap1 seklindedir [58].

Hidroksil grubu tasiyan karotenoidler ksantofillerdir. Ksantofiller dogal
olarak genellikle glikozidleri veya esterlesmis halde uzun zincirli yag asidleri
seklinde bulunurlar ve suda ¢6ziinmezler [59]. Sahip olduklari konjuge ¢ift baglar
sebebiyle yiiksek antioksidan aktivite gosterirler. Bu konjuge yapilar1 sebebiyle bazi

molekiilleri siipiiriir veya etkisiz hale getirirler. Karotenoidler singlet oksijen tiirlerini
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yok etme ve serbest radikalleri siiplirme etkisine sahiptirler [60,61]. Konjuge ¢ifte
bag sistemine sahip karotenoidlerin bazi kosullar altinda pro-oksidan (lipid ve
benzeri substratlarin  oksidasyonunu hizlandiric1) aktivite de  gdsterdigi
distintilmektedir [62]. B-karotenler farkli kosullarda farkli 6zellikler gostermektedir.
Ornegin diisiik oksijen basincinda serbest radikalleri siipiirme 6zelligi gosterirken,
yiiksek oksijen basincinda ve ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan etki
gostermektedir [63].

2.6.1.4. Polifenolik Bilesikler

Polifenoller sahip olduklar1 kimyasal yapilarindan dolay1 gii¢lii antioksidanlar
olup bitki familyasinda genis c¢apta yer alan fitokimyasallarin en genis
smiflarindandir [64,65]. Bitkilerde bulunan polifenoller hidrojen atomu verici, singlet
oksijeni siipiiriicii ve indirgeyici olarak davranirlar [66]. Bazi polifenoller ise metal

iyonlarini kelatlama 6zelliklerinden dolay1 antioksidan 6zellik gosterirler [67].

Polifenoller sahip olduklar1 2 farkli 6zellikleri sayesinde antioksidan 6zellik
gosterebilmektedirler [68]. Sahip olduklar1 6zellikler asagidaki gibidir;
a) Diisiik derisimli halleri ile, okside olabilen substratlara gore otooksidasyonu veya
serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli, geciktirebilmeli veya
olusumuna engel olmalidir.
b) Siipiirme islemi sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu

sonlandirmakta kararli olmalidir.

Polifenolik antioksidanlar (PPH), hizli gergceklesen bir reaksiyon ile sahip
olduklar1 hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROQO:) verirler. Peroksil radikali alkil
hidroperoksit (ROOH) yapisina doniisiir ve reaksiyon sonucunda lipid

peroksidasyonunu inhibe edilir.

ROO + PPH —ROOH + PP -

Sekil 2.7. Polifenolik antioksidanlarin reaksiyonlari

Polifenolik antioksidanlarin reaksiyonlar1 sonucunda olusan polifenol

fenoksil radikali hidrojen atomu vererek kinonlar1 olusturur ve daha kararli hale
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gelir. Bagka fenoksil radikali gibi bir radikal ile reaksiyona girerek yeni bir zincir
reaksiyonu olusmadan reaksiyon sonlanir. Besinlerdeki fenolik bilesikler

flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler) olmak tizere tige ayrilir.

2.6.1.4.1. Flavonoidler

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin en genis ¢esidini flavonoidler olusturur.
Flavonoidler difenilpropan (CsCsCs) iskeletine sahiptirler. Giiniimiize kadar
bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve c¢i¢ek kisimlarinda 4000’in iizerinde flavonoid
siiflandirilmistir. Flavonoidlerin kimyasal yapisi aromatik bir A halkasina bagli,
heterosiklik C halkasi ve bu halkaya bagl ikinci aromatik B halkasindan
olusmaktadir. Molekiil yapisinda gesitli yerlere baglanan fenolik hidroksil gruplari
sebebiyle antioksidan 6zellik gosterirler. Bitkinin farkli tlirlerinde veya ayni bitkinin

farkli yerlerinde bulunan flavonoidlerin yapisal 6zellikleri degiskenlik gosterir [69] .

Flavonoidlerin  biiyiik kismu dogada D-glikoz, L-ramnoz, glukoramnoz,
galaktoz, lignin ve arabinoz gibi sekerli bilesikleri (glikozidleri) yapisinda bulunur
[70]. Flavonoidlerin bagirsaklarda hidrolizlenmesi sonucunda biyolojik aktivitesi
yiiksek olan aglikonlar olusur [71]. Flavonoidler insan ve hayvanlarda mide ve
bagirsak sisteminde emilirler veya yapisal degisime ugramadan ya da metabolitleri
halinde idrar ve diski ile atilirlar. Flavonoidler gii¢lii bir antioksidan, serbest radikal
slipiiriicti, metal kelatlayicidirlar. Bu ozellikleri sayesinde lipid peroksidasyonuna

engel olurlar [72].

R=H, OH, OMe

2.8. Flavonoidlerin genel yapisi
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Flavonoidler, antosiyaninler ve antoksantinler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Antoksantinler renksiz veya beyazdan sariya doniik renktedirler. Antosiyaninler,
antosiyanidinlerin glikozidleri seklinde olup ¢igeklere ve meyvelere kirmizi, mavi ve
mor renkleri veren, suda coziilebilen bilesiklerdir [73]. Antoksantinler, flavonol,
flavanol, flavon, flavanon ve izoflavonlar olarak siniflara ayrilirlar. Cogu bitki tiirti
cesidi i¢inde flavonlar ve flavonoller arasinda karsilikli bir diglama s6z konusu olup,

flavanonca zengin bitkilerde antosiyaninler neredeyse hi¢ yoktur [74].

Flavonol
O
L s
OH 0
Flavanol [zoflavon Antosiyanidin

Sekil 2.9. Flavonol, Flavon, Flavanon, Flavanol, izoflavon ve Antosiyanidin’in
kimyasal yapilari

Kuersetin, kuersetin glikoziti rutin, mirisetin, kamferol, izoramnetin en
onemli flavonoller olup, flavonoidlerin en ¢ok rastlanan tiiriidiir. Bitkilerde bulunan
en temel flavonol kuersetindir. Kuersetin en ¢ok elma, lahana, ¢ay ve soganda

bulunur.

) OH
Kuersetin Rutin Izokuersitrin
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OH

O~ | ::l S
Sy
OH
OH (8]
Kamferol Mirisetin [zoramnetin

Sekil 2.10. Kuersetin, Rutin, Izokuersitrin, Kamferol, Mirisetin ve Izoramnetin’in

Kimyasal Yapilari

Apigenin, luteolin ve krisin en ¢ok rastlanan flavon gesitleri olup maydanoz,

kereviz ve zeytinde ¢ok miktarlarda bulunmaktadirlar.

Luteolin Krisin

Apigenin
Sekil 2.11. Apigenin, Luteolin ve Krisin’in kimyasal yapilari

Katesin ve epikatesin flavanollerin en Onemli c¢esidi olup, flavonlarin
indirgenme reaksiyonlar1 sonucu olusurlar. Katesin ve epikatesinin gallik asit ile
tepkimeleri sonucu katesin ve epikatesin gallatlar olusur. Olusan gallat tiirevleri
yesil ¢ay, kirmiz1 sarap, seftalide daha fazla miktarda olup, beyaz sarap ve elmada da

bulunurlar.

oH OH

OH i _oH OH
©: o HO Q o

Katesin

QH

Epikatesin
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OH OH

OH OH
HO o} ©/ HO. O OH
OH | OH o 4 OH
o OH
o OH
Epikatesin Gallat Epigallokatesin Gallat

Sekil 2.12. Katesin, Epikatesin, Epigallokatesin, Epikatesin Gallat ve
Epigallokatesin Gallat’in kimyasal yapilari

Naringin, naringenin, eriodiktol, hesperidin ve hesperetin en Onemli

flavanonlardir. Flavanonlar, flavonlarin dihidro tiirevleri olup, greyfurt ve portakalda

¢ok miktarda bulunurlar.

o OH -
| e
N
H
OH © Lol

Naringin Naringenin Eriodiktol

HO on O\
: ' HO O
9 . OH

O OCH,

OH
@[rg OH O
OH O
Hesperidin Hesperetin

Sekil 2.13. Naringin, Naringenin, Eriodiktol, Hesperidin ve Hesperetin,’in kimyasal

yapilari
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Flavonlarin izomer yapilar1 izoflavonlardir. Daidzein ve genistein

izoflavonlarin en bilinen cesitleri olup baklagil ve soya fasiilyesinde ¢cok miktarda

bulunmaktadirlar.

Daidzein Genistein

Sekil 2.14. Daidzein ve Genistein’in Kimyasal Yapilari

Siyanidin, malvidin, apigenidin ve delfinidin antosiyaninlerin en 6nemli
bilesikleri olup ciceklere ve meyvelere kirmizi, mavi ve mor renkleri veren

pigmentlerdir. Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozidleri olup suda ¢oziilebilen
bilesiklerdir.

OH

OH o]
Cﬂ O OH

HO o)
‘ = HO o, o-CHo
/
OH O
OH ZoH
OH
Siyanidin Malvidin

OH OH
CI O OH
H

HO %
O A HO 8
= Q
- ®
Z oH
Apigenidin Delfinidin

Sekil 2.15. Siyanidin, Malvidin, Apigenidin ve Delfinidin’in kimyasal yapilari
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2.6.1.4.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitlerin ve esterlerinin sahip olduklart hidroksil gruplarinin sayisi ile
birlikte molekiilde sterik engellemeyi saglayan bir yap1 olusmaktadir. Bu yapiya gore
antioksidan aktivite degismektedir [75]. Fenolik asitler hidroksi benzoik asit ve

hidroksi sinnamik asit olmak iizere iki ¢eside ayrilir [76].

Benzoik asitlerin sahip oldugu karboksilat grubunun elektron ¢ekme 6zelligi,
hidroksi benzoatlarin hidrojen atomu verme yeteneklerini olumsuz etkiler. Hidroksi
sinnamik asitler esdeger benzoatlarindan daha etkili rol oynar [77]. Hidroksi
sinnamik asitler (fenilpropanoidler), bitkilerin hiicre duvari yapisina katilarak
,onlarin fenolik metabolizmasinda yer alan, seker, organik asit veya yaglarla
birlesmis veya esterleri halinde bulunan, fenil alaninden tiireyen fenolik bilesiklerdir
[78,79,80] (Sekil 2.16.). Hidroksi sinnamik asitler bitkilerin ¢igek, tohum ve meyve

kisimlarinda bulunurlar [81].

Bitkilerde en yaygin olarak bulunan hidroksi sinnamik asit tiirevleri kafeik
asit, kafeik asitin kuinik ester tiirevi klorojenik asit ve p-kumarik asitdir. Kafeik
asidin olusumu, kuinik asitin tersinir reaksiyonu ile olmasindan dolayi, klorojenik

asitin kafeik asitin depolanmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir [82].

Rozmarinik asit iki aromatik halkasinda iki hidroksil grubu bulunduran kafeik
asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asitin esteridir (Sekil 2.17.).

Hidroksi sinnamik asitler dogal hallerinde trans konumunda olduklarindan
dolay1 daha kararli bir yapiya sahiptir. Fakat ultraviyole ve goriiniir 1s18a maruz

kaldiklarinda cis- konumuna izomerize olurlar [83].
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Sekil 2.16. Hidroksi Sinnamik asitlerin yapilari ve biyosentetik iliskileri

OH
o ﬂ/@
HO. \
O OH

HO
Sekil 2.17. Rozmarinik asit’in kimyasal yapisi
Gallik asit, yapisinda ¢ hidroksil grubu bulundurdugundan dolay1 aktivitesi

yiiksek bir hidroksi benzoik asittir. Gallik asitin sahip oldugu karboksilat grubu
esterlestiginde aktivite diiser [84].

O
O 0
HO OH
OH HO OH
HO
HO
HO OCHs
OH
Gallik Asit Protokatesik Asit Vanilik Asit

Sekil 2.18. Gallik, Protokatesik, Vanilik asit’in kimyasal yapilari
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2.6.1.4.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Yiiksek molekiil agirhigma sahip fenolik polimerler (tanenler) kondanse ve
hidrolizlenebilir olmak tizere iki ¢eside ayrilirlar [85]. Kondanse fenolik polimerler
flavonoidlerin polimer yapilaridir [86]. Hidrolizlenebilir fenolik polimerler, gallik
asit ve benzer molekiillerin karbonhidratlara esterlenmis yapilaridir [87].
Hidrolizlenebilir fenolik polimerler agisindan ¢ay, meyve, kirmizi sarap, baklagil ve

tahillar zengindir [88].

Sekil 2.19. Fenolik polimerin kimyasal yapisi

2.6.2. Yapay Antioksidanlar

Gida endiistrisinde, gidalarin kalitesi agisindan lipid oksidasyonu istenmeyen
bir durumdur. Lipid oksidasyonu, yaglarda acilasmaya (ransidlesme), yag igeren
diger gidalarda ise renk, tat, aroma, tekstiir, kivamda bozulmalara ve besinsel
kalitenin azalmasina sebep olmaktadir. Bu lipid oksidasyonunu en az seviyeye
indirmek veya tamamen ortadan kaldirmak icin antioksidan kullanimi gereklidir.
Antioksidan kullanimu ile birlikte gidanin besinsel kalitesi siirdiiriilebilir olmakta, raf

omrii uzamaktadir [89].
Laboratuvar ortamlarinda tokoferoller ve askorbik asidin dogala ozdes

formlar1 veya tiirevleri sentezlendigi gibi dogal yapi ile iligkisi olmayan yapay

antioksidanlar da tretilmistir. 1940’11 yillardan beri yapay antioksidan sentezleme
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calismalar1 yapilmistir. Fakat sentezlenen yapilardan ¢ok az bir kismi giinlimiizde

kullanilmaktadir.

Gidalarin  omriinii uzatmak amaciyla, yaglarda ve yagca zengin diger
gidalarda biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis hidroksianisol
(BHA), eritorbik asit ve sodyum eritorbat, propil gallatlar (PG), tert-biitil
hidroksikinon (TBHQ), nordihidroguareyetik asit (NDGA) gibi sentetik
antioksidanlar kullanilmaktadir.

2.6.2.1. Eritorbik Asit ve Sodyum Eritorbat

Eritorbik asit (izoaskorbik asit) (CeéHsOs) ve tuzu olan sodyum eritorbat
(CeH706Na.H20) oksijen tutucu oOzellige sahiptirler. Bu sahip olduklar1 &zellik,
onlarin antioksidan etki gostermelerini saglar. Eritorbik asit oksijen tutucu
Ozelliginin yaninda, gii¢lii bir indirgen ajandir. Eritorbik asit, asidik ortamlarda nétr
ortamlara gore daha stabildir. Sitrik asitin bulundugu ortamlarda, eritorbik asit
stilfitlere karsi koruyucu o6zellik gosterir. Bu 6zelligi sebebiyle, donmus deniz
iriinleri, salatalar ve elmalarda meydana gelen renk kaybi1 ve acilasmay1 engellemek
icin katki maddesi olarak kullanilir. Ayrica eritorbik asit ve sodyum eritorbat donmus

meyvelerde bozulmay1 engellemek i¢in kullanilir.

2.6.2.2. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis Hidroksitoluen
(BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (CisH240) (2,6-ditersiyer biitil-4-metil
fenol), 1954 yilinda gliseridler ile yapilan ¢alismada koruyucu 6zellik
gostermesinden dolayr farkedilmistir. Bunun iizerine aymi koruyucu etkiyi gida
olarak tiiketilen yaglarda ve diger bazi gidalarda da gostereceginden, gida katki
maddesi olarak kullanilmaya baslanmistir. BHT, yaglarda iyi ¢dziinebilen ancak
suda ¢oOziinmeyen, beyaz renkli kristal yapida bir madde olup 760 mm Hg
basincinda, kaynama noktas1 265 °C’dir. Erime noktas1 69.7 °C’dir. BHT, bitkisel
yaglarda BHA gibi diisiik aktivite gostermektedir. Diislik aktivite gdstermesine
ragmen, diger antioksidanlar ile birlikte kullanildiginda yagin ilave edildigi giday1
koruyabilmektedir. BHT, BHA ile kullanildiginda sinerjik etki gosterirken, gallatlar

ile kullanildiginda sinerjik etki gostermemektedir.
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Biitillenmis  hidroksianisol ~ (BHA)  (Ciu1H1602),  3-tersiyer-biitil-4-
hidroksianisol’iin %85’i ile 2-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol’tin %15 izomerlerinin
karisimindan olusur. BHA’lin gidalarda katki maddesi olarak kullanimina 1948
yilinda ABD tarafindan izin verilmistir. Giinlimiizde de yaglarda katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. BHA bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢oziinmekte ancak suda
coziinmemektedir. Beyaz, mumsu kati bir yapiya sahip, erime noktasi yaklasik 48-63

OC olan bir antioksidandir.

BHA yapisindaki tersiyer biitil grubu nedeni ile ‘engelleyici fenol’ olarak
adlandirilir. Bu tersiyer grubu yapisindaki hidroksil gruba karsi orto veya meta
pozisyonunda bulunur. Bu sterik engelleme dolayisiyla BHA’lin bitkisel yaglarda
etkinligi zayiftir. Bu sterik engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin
antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu neden ile BHA’nin

bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu 6ne siiriilmektedir.

BHA’ iin bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina karsin gallatlar gibi diger
antioksidanlar ile birlestiginde sinerjist etki gostermektedir. BHA yiiksek sicaklik
uygulanarak tiiketilen yaglarda koruyucu olarak kullanildiginda, kolaylikla
farkedilen keskin bir kokuya sahiptir. BHA ve BHT birlikte kullanildiginda sinerjik
etki gostermektedir. BHA ve BHT’nin karserojenik etkileri iizerine caligsmalar
yapilmaktadir. Bu antioksidanlarin fazla tiiketimi, viicutta asir1 hassasiyete ve
alerjiye yol agabilmektedir. Giiniimiizde 23 biiyiik gida kategorisinde en fazla

kullanilan antioksidanlar oldugu bilinmektedirler [90].

HyC CH; OH CHj
\O H3C ,"l \\\CH3
HsC CHs
HsC
H5C
3 CH3 OH CH3
Biitillenmis Hidroksianisol (BHA) Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Sekil 2.20. BHA ve BHT nin kimyasal yapilari
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2.6.2.3. Tersiyer Biitilhidrokinon (TBHQ)

TBHQ, bitkisel yaglar i¢in diger sentetik antioksidanlarin aksine en koruyucu
antioksidan olup yiiksek sicakliklara karsi dayaniklidir. TBHQ’nun yaglardaki
¢Oziinlirliigli orta derecede olup, sudaki ¢oziinlirliigli ¢ok azdir. Beyaz ile sarimsi

kahverengi arasi renkte, kristal yapida bir bilesik olup erime noktas1 127 °C dir [91].

TBHQ’un bitkisel yaglardaki antioksidan oOzelligi diger sentetik
antioksidanlara gore fazla oldugundan dolay1 kullanimina birgok iilke tarafindan izin
verilmektedir. Gilinlimiizde kullanmakta oldugumuz bitkisel yaglar kolaylikla
oksidasyona ugradiklarindan dolayi, katki maddesi olarak kullanilacak kuvvetli

antioksidanlara ihtiyag artmustir.

TBHQ, yiiksek sicakliklara karst dayanikli olup, yagin ilave edildigi
gidalarda yiiksek antioksidan etki gostermekte, BHT ve BHA den daha az ugucu bir
antioksidandir. TBHQ’nun gallatlardan farkli olarak ortamda demir varliginda renk
bozulmasina neden olmaz. Yapilan c¢alismalar TBHQ’un diger sentetik
antioksidanlar arasinda en yiksek antioksidan etkiye sahip oldugunun

gostermektedir.
OH  CH,

CHj
CHj

OH

Sekil 2.21. TBHQ’nun kimyasal yapis1

2.6.2.4. Gallatlar

Propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat ve lauril gallat gallik asitin en
yaygin olarak  kullanilan esterleridir. PG, suda ¢ok az ¢oziinen beyaz kristal bir
madde olup, erime noktas1 148°C dir. Gallik asitin esterlerinden, sadece oktil ve

dodesil gallatlar yagda iyi ¢oziiniir. Gallatlarin kullanimu ile ilgili negatif bir etki

26



gosterdigine dair bilgi bildirilmemis olup, 1947 den beri kullanimi giderek artan
sentetik antioksidanlardir [92].

OH

HO

HO N

Sekil 2.22. Propil Gallat (3,4,5-Trihidroksi Benzoik Asit Propil Ester) kimyasal
yapisi

2.6.2.5. Nordihidroguareyetik asit (NDGA)

Nordihidroguairatik asit (NDGA), gallatlarda oldugu gibi 1s1ya kars1 duyarh
olup, toksik etkisi yiiksektir [93]. NDGA’ nin yagdaki ¢oziiniirligii az olup, demir
varliginda gidanin renk degismesine sebep olmaktadir. Ulkemizde dahil olmak {izere

NDGA’in gidalarda kullanimina izin verilmemektedir [94].
HO O
HO O
OH

OH

Sekil 2.23. NDGA’nin kimyasal yapisi

2.7. Cahsmada Kullamlan Keten Tohumu ve Ozellikleri

Yararli kimyasallar olarak tanimlanan vitamin olmayan nutrasotiklerden
bitkisel kaynakli olanlarina fitokimyasal adi verilmektedir. Gidalarin bilesiminde
900’den fazla fitokimyasal bulunmustur. Agirli olarak bitkisel kaynakli iiriinlere
bagli beslenmenin kronik hastaliklar1 , 6zellikle kanser riskini azaltabildigine dair

¢ok sayida in vivo, in vitro ve klinik deneme ¢alismalart bulunmaktadir. Keten
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tohumu bu agidan incelendiginde, flavonoid, lignan ve fenolik asitler gibi
fitokimyasallarin da dogal kaynagi olup a-linolenik asit ve iyi kaliteli protein

bakimindan zengindir [95].

Keten (Linum usitatissimum), 30-100 cm boyunda, mavi ¢icekli ve tek yillik
bir kiiltlir bitkisi olup, Misirlilardan beri tarimi yapilmis ve ¢ok degisik amaclarla
kullanilmigtir. Tohumlari, 4-6 mm uzunlukta, yumurta bi¢iminde, yassi, parlak,
kirmizimtirak esmer renkli, kokusuz, yagl ve lezzetlidir. Amerika Ulusal Kanser
Enstitiisii, kanser onleyici gidalar arasina aldigi ve iizerinde ¢alisilmasini 6ngordiigi
6 bitkisel materyalden birisi olarak keteni belirlemistir. Keten tohumunda 8-10 g/kg
toplam fenolik asit, 5 g/kg esterlesmis fenolik asit ve 3-5 g/kg eterlesmis fenolik asit
bulunmaktadir. Toplam ve esterlesmis fenolik asitlerin diizeyi kabuksuz ve yagsiz
keten tohumunda ise 81 ve 73,9 mg/100 g’dir [96]. Bu iirtinlerde bulunan baslica
fenolik asitler trans-ferulik (%46), trans-sinapik (%36), p-kumarik (%7,5) ve trans-
kaffeik (%6,5) asittir. Fenolik asit igerigindeki varyasyon mevsimsel olarak
degisiklik gostermektedir [97]. Yagsiz keten tohumu tozunda belirlenen fenolik
asitler ferulik asit (10.9 mg/kg), klorojenik asit (7,5 mg/g), gallik asit (2,8 mg/g) ve
4-hidroksibenzoik asit (iz miktarda)’tir [98]. Keten tohumunun biyoaktif
fonksiyonlardan antioksidant, antimikrobiyal ve anti-kanser ozellik gostermeleri

yapisinda bulunan fenolik asitlerden kaynaklanmaktadir.

Keten ve keten tohumu, gecmisten giliniimiize tedavi amaci ile
kullanilmaktadir. Ekonomik 6nemi olan bir bitki olup diinyada yillik {iretimi 4
milyon tondan fazladir. Tasidig1 bir¢ok etken madde grubuna bagli olarak, deneysel
caligmalarla ispatlanan farmakolojik etkileri vardir. Bunlar i¢cinde antikanserojen etki
kanserin, kalp hastaliklarindan sonra diinyadaki ikinci siradaki Olim nedeni
olmasindan dolayr Onemlidir. Keten tohumunda bulunan yiiksek orandaki
sekoizolarisirezinoldiglukozit (%3-3.5) kolon ve meme kanserinde koruyucu rol
oynamaktadir. Keten tohumu sekoizolarisirezinoldiglukozit yaninda lif ve mineraller

bakimindan da zengin oldugu i¢in diyetde tavsiye edilmektedir.

Sentetik antioksidanlarin insan sagligi acisindan potansiyel toksik
olabileceginin One siiriilmesi, 6zellikle giinlimiizde tiiketici tercihlerini dogal tarimsal

iriinlere yoneltmis ve islenmis gidalarda da saglik, kalite ve giivenlik arayislarini 6n
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plana ¢ikarmistir. Arastirmacilar ve gida bilimcileri sentetik antioksidanlarin yerine
gecebilecek “dogal antioksidanlar” arastirma gayreti ig¢ine girmislerdir. Bu amagla
yeryliziinde genis dagilim gosteren bitkisel kaynaklara yonelinmekte ve bu
kaynaklardan elde edilecek dogal antioksidanlarin gidalarin islenmesi sirasinda

sentetik antioksidanlar yerine gidalara ilave edilmesi hedeflenmektedir.

Sekil 2.25. Keten tohumu
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal
Bu arastirmanin materyali olan Sar1-85 keten tohumu ¢esidi Trakya Tarimsal
Aragtirma Enstitiisiinden, McGregor keten tohumu c¢esidi Karadeniz Tarimsal

Aragtirma Enstitlistinden temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon yontemi, karisimlardan istemedigimiz ¢oziicii ve safsizliklari
uzaklastirmak, c¢oOzeltilerden veya kat1 karisimlardan bir maddeyi ayirmak iizere
kullanilir. Kati maddelerin bir ¢6ziiciiyle siirekli ekstraksiyonunun saglanmasi i¢in en
uygun diizenek Soxhlet diizenegidir. Soxhlet ekstraktor 1879’da Franz von Soxhlet
tarafindan icat edilmis olup, orijinalde kati materyallerden sivilarin ekstraksiyonu
icin tasarlanmistir. Fakat katt numunelerden bilesiklerin ekstraksiyonlarinin zor

oldugu zamanlarda da kullanilabilir [99].

—= Su cilas

Sogutucu

WS A

TN TN\

~— Su girisi

— Soxhlet

Soxhlet kartusu

Ozutdenecek madde

Cozucu

Coziicl
Manyetik
karisturial isiua

Sekil 3.1. Soxhlet diizenegi
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Bir soxhlet ekstraksiyon diizenegi, kaynama balonu, magnetik karistiric
cubuk, soxhlet aparati, geri sogutucu ve bir siticidan olusur (Sekil 3.1.). Kaynama
balonuna ¢oziicii yerlestirilip, balon igerisine magnetik karistiricili gubuk konur ve
bir 1sitic1 ile kaynama balonu isitilir. Kaynama balonu 1sitildik¢a balon ig¢indeki
¢Oziicii buharlar1 sogutucuya dogru yiikselir ve orada soguduk¢ca yogunlasmaya
baslaylp numunenin iizerine damlar. Numuneyi igeren soxhlet aparatindaki kartus
boliimii yogunlasan ¢oziicii ile yavasga dolar, ardindan sifon hareketi ile balona geri

bosalir. Numunenin ayrintili ekstraksiyonu i¢in bu ¢evrim pek ¢ok kez tekrar eder.

Keten tohumlar1 toz haline getirildikten sonra yaglarim1 uzaklagtirmak ig¢in

soxhlet aparatinda n-hekzan (1:4 w/v) ile ekstraksiyon yapilmistir.

Yag1 uzaklastirilmis kuru keten tohumu tozlar1 60 ° C’ de metanol (1:10
w/v) ile ¢Ozelti renksiz oluncaya kadar soxhlet diizeneginde ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Metanol ekstrakti, vakum altinda evaporatérde konsantre edilmistir.
Daha sonra kuru kalinti n-biitanol: su (1:1 v/v) karisimi ile ayrilmigtir. N- biitanol
fraksiyonu sulu fraksiyondan ayrilip vakum altinda evaporatérde konsantre edilip,
kuru n- biitanol kalintis1 metanol ile ¢oziiliip, eter (1:5 v/v) ile ¢oktliriilmiistiir. Yagi
uzaklastirilmis keten tohumu tozundan elde edilen n-biitanol fraksiyonu antioksidan

aktiviteyi tayin etmek {izere antioksidan aktivite denemelerinde kullanilmigtir [100].

Yag1 uzaklastirilmis n-biitanol fraksiyonlarinda ve tohumlardan elde edilen

yaglarda Lc-Ms-Ms yontemiyle fenolik asitler tayin edilmistir.

3.2.2. Ekstrelerin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Etki Tayini

DPPH radikal siipiiriicii etkinin tayini Cakir ve arkadaslarina gore yapilmistir
[101]. Reaksiyon ortamindaki konsantrasyonu 50-250 pg/ml olacak sekilde
metanolde hazirlanan rnek ¢ozeltilerinin, 3 ml’ lik ¢ozeltisine 1 ml 1x10° M DPPH
cozeltisi (metanolde) ilave edilip vortekste 30 saniye karigtirilarak oda sicakliginda
ve karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda UV Spektrofotometresinde 517

nm de absorbans okunmus, pozitif kontrol olarak da BHT ve BHA kullanilmustir.
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30 dakika sonucunda DPPH radikalini siipiirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme
yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir;

% Inhibisyon = [Ak — Ao / Ak] x 100

Axk: Kontrol (antioksidan icermeyen) drnegin absorbansi

Ao: Ornegin (antioksidan igeren) absorbansi

Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiiren
konsantrasyon miktar1 ICso (etkin konsantrasyon) degerini vermektedir. Antioksidan
derigimlerine karsi hesaplanan % inhibisyon degerleri ile c¢izilen grafikten % 50

inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri (ICs0) okunmustur.

3.2.2.2. Indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gére yapilmistir [102].
Konsantrasyonu 1 mg/ml olan metanolde hazirlanmis stok biitanol franksiyonundan
degisik  konsantrasyonlarda  hazirlanmistir ~ (50-250 ug/ml). Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerden 0,5 ml alinip deney tiiplerine aktarilmis
ve hacim destile suyla 1 ml’ ye tamamlanmistir. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml 0,2
M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 ml %]1°lik potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)s]
ilave edildikten sonra karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemlerden
sonra reaksiyon karisimina 2,5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edilmistir.
10 dakika boyunca 3000 rpm’de santrifiij edilip ve tiiplerdeki karisimlarin st
kismindan 2.5 ml alinarak baska tiiplere aktarilmistir. Yeni tiiplere aktarilan
¢oOzeltilerin  her birinin tizerine 2,5 ml destile su ve %0,1’lik 0,5 ml FeCls ilave
edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi okunmustur. Kor olarak destile su

kullanilmig, kontrol i¢in ise numune yerine su kullanilmigtir.

3.2.2.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini Singleton ve arkadaglarmma gore
yapilmustir [103]. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullamlmstir. Once
standart grafik ¢izmek amaciyla 1 mg/ml konsantrasyonunda stok gallik asit ¢6zeltisi
hazirlanmistir. Coziicli olarak metanol kullanilmistir. Son gallik asit konsantrasyonu
1, 3,5, 7, 10, 15 ve 20 pg/ml olacak sekilde stok gallik asit ¢ozeltisinden tiiplere 1ml
konup ve hacimler 4 ml’ye saf suyla tamamlanmistir. Daha sonra tiiplere 0,25 ml
Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3 dk. sonra da % 20’lik Na2CQOgs ¢ozeltisinden 0,75

ml ilave edilmstir. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda calkalanmistir. Sonra
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numunelerin absorbansi 760 nm’de kore karsi okunmustur. Bu islemler iicer defa

yapilmistir. Kor olarak, numune yerine destile su igeren test ¢ozeltisi kullanilmistir.

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktarini belirlemek amaciyla 2 mg/ml
stok eckstre c¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir stok c¢ozeltiden son ekstre
konsantrasyonu 100 pug/ml olacak sekilde stok ¢ozeltilerden tiiplere 1 ml konulup,
hacimleri 4 ml’ye saf suyla tamamlanmistir. Daha sonra tiiplere 0,25 ml Folin-
Ciocalteu Reaktifi ve 3 dk. sonra da %20’lik Na2COs ¢ozeltisinden 0,75 ml ilave
edilmistir. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda ¢alkalandiktan, sonra
numunelerin absorbans: 760 nm’de kore karsi okunmustur. Numunelerin absorbans
degerlerine karsilik gelen gallik asit miktar1 standart grafik yardimiyla tespit edilip
sonuclar gallik asit esdegeri (GAE) seklinde ifade edilmistir.

3.2.2.4. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi Ruch ve arkadaslarinin belirledikleri
metoda gore yapilmistir [104]. Bunun i¢in pH’st 7,4 olan fosfat tamponunda 43
mM’lik  hidrojen peroksit ¢ozeltisi  hazirlanmistir.  H202  konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak, H202’in 230 nm’de absorbans gdstermesiyle belirlenmistir.
30 pg/ml konsantrasyonunda hazirlanan ekstrelerin ve standart antioksidan olarak
kullanilan BHT ve BHA’ {in hacmi 4 ml’ye kadar tampon ¢dzelti ile tamamlanmustir.
Daha sonra 0,6 ml hidrojen peroksit (43 mM) ¢ozeltisi ilave edilip, 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra hidrojen peroksidin azalan miktar1 230 nm’de
azalan absorbans olarak kaydedilmistir. Kor olarak tampon ¢ozeltisi, kontrol olarak 4

ml tampon ¢dzeltisi ve 0,6 ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Bitki ekstraktlar1 ve standart antioksidant maddelerin hidrojen peroksit
giderme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
% H202 giderme = [Ao — A1/ Ao] X 100
Ao: kontroliin 230 nm” deki absorbansi

Au1: bitki ekstraktlarinin ve standart maddelerin 230 nm’ deki absorbansi
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3.2.3. Lc-Ms/Ms Analizi

Lc-Ms/Ms (high-performance liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry) tekniginde yliksek basingl sivi kromatografisinde fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Birinci
kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore ayrilan molekiiller collision gaz adi
verilen yiiksek saflikta &zel bir gaz ile pargalanmaya tabi tutulmaktadir. Ikinci
kuadrupol filtrede par¢alanma sonucu olusan iyonlarin (daughter veya product ion)
tizerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir. Ayn1 m/z oranina sahip pek c¢ok
molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni pargalanma iyonlarina sahip molekiil sayis1
dogada 1/10000 dir. Bu nedenle Lc-Ms/Ms teknigi neredeyse babalik testi kadar
0zgiin bir test olmasinin yam sira ¢ok diisiik konsantrasyonlarda maddenin miktar
tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da

gerek duyulmamaktadir.

Yag1 uzaklastirilan Sar1-85 ve McGregor keten tohumu ekstrelerinde ve
tohumlardan uzaklastirilan yaglarda bulunan gallik, 4-hidroksibenzoik, gentisik,
sinapic, vanilik, kafeik, siringik, p-kumarik, o-kumarik ve ferulik asit miktarlar

tayini Lc-Ms/Ms yontemi ile yapilmustir.

Lc-Ms/Ms Cihazinin ¢aligma sartlar1 asagida verilmistir.
Kolon: C18
Enjeksiyon Hacmi: 0,5 uL
Mobil Faz A: %0,1 Formik asit

Mobil Faz B: MeOH
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Etki Bulgular:

Antioksidan maddelerin antioksidan Ozelliklerinden bir tanesi de, ortamda
olusan radikalleri siiptirmeleridir. Numunelerimizin anti-radikal 6zelliklerinin olup
olmadigint anlamak icin, 517 nm’de maksimum absorbans veren DPPH radikali
kullanilmistir. DPPH kararli bir serbest radikaldir. Kararli bir diamanyetik molekiil
olusturmak i¢in bir elektron veya hidrojen radikalini biinyesine kabul eder.
Antioksidan ile DPPH’ in olusturdugu reaksiyon karisiminin gosterdigi absorbans ne
kadar diislik ise antioksidanin serbest radikal giderme aktivitesi o kadar yiiksek
demektir. DPPH radikalinin ortamdaki miktarinin azalmasi ile absorbansin azalmasi
belli bir antioksidan derisimine kadar dogru orantilidir. Absorbansin diismesinin
sebebi radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi
ile radikalin giderilmesidir. Farkli derisimlerdeki (50-250 pg/ml) standart
antioksidan olan BHT, BHA’ iin ve ekstrelerin % inhibisyon cinsinden hesaplanan

lineer regrasyon grafikleri sekil 4.1. - 4.2. - 4.3. - 4.4. de verilmistir.

BHT

y = 0,2766x + 25,011
R>=0,6461

< 100
S 80 ——%  ——BHT
2 60
= 40 5
< —Dogrusal
Al (BHT)
O\ O T T 1

0 100 200 300

Derisim pg/ml

Sekil 4.1. Standart antioksidan BHT” nin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi
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BHA
y =0,2039x + 6,3077
_ 40 R2=0,7958
£ 30
>
:E 20 ——-BHA__
< 10 — Dogrusal
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c 0 100 200
Derisim pg/ml

Sekil 4.2. Standart antioksidan BHA’ in DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi

Sar1-85
y =0,2738x + 32,836
1 R%2=10,5883

. 50

[=]

2100

2 —o—Sar1-85
< 50 Dos
— —Dogrusal (Sar1-85)
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Sekil 4.3. Sar1-85 keten tohumu ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi

McGregor
y =0,1166x + 0,6882
- R2=0,8528
s 4 —o—Mcgregor
> —
Rz 30
2 20 ——Dogrusal
=
S 10 (Mcgregor__)
O\o 0 T T 1
0 100 200 300
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Sekil 4.4. McGregor keten tohumu ekstresinin DPPH radikali siiptiriicii aktivitesi
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50-250 pg/ml konsantrasyonlarindaki  Sar1-85, McGregor keten tohumu

cesitleri ve kullanilan standartlara ait % inhibisyon grafigi sekil 4.5.” de verilmistir.

100
90
20 /0\< =

70
60 =o—BHT

50 --BHA
40
30 Sar1-85

20
10 =>«=Mcgregor

% Inhibisyon

0 100 200 300
Derigim pg/ml

Sekil 4.5. Keten tohumu Ornekleri ve standartlarin DPPH radikali siipiiriicii

aktiviteleri
Yukarida verilen grafiklerden lineer regresyon ile hesaplanan ICso (etkin

konsantrasyon) degerleri tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Keten tohumu ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin ICso

degerleri

Antioksidan | BHT | BHA | Sari-85 | McGregor

ICso(mg/ml) | 0,07 | 021 |006 |037

Sar1-85 ve McGregor ekstrelerinin BHA ve BHT ile kiyaslanmasi sekil 4.6.

da belirtilmistir.
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Sekil 4.6. Ekstrelerin ve standartlarin DPPH radikal siipiirme miktarlarina gore

kiyaslanmasi

4.2. indirgeme Giicii Bulgular

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin
sar1 rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1
farkli tonlardaki yesil rengine doniismektedir [105]. Calisilan keten tohumu
ekstrelerinin ve standart antioksidan olarak kullanilan BHT ve BHA’ iin indirgeme
kapasitesi artan ekstre konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir. Her iki
ekstrenin ve standart antioksidan maddelerin indirgeme potansiyeli farkli
konsantrasyonlardaki (50-250 pg/ml) ¢ozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari
olgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Keten tohumu ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki (50-250ug/ml)

indirgeme giiclerinin birer standart antioksidan olan BHT ve BHA ile karsilastirmasi

4.3. Toplam Fenolik Bilesik Bulgular:

iki farkli keten tohumu cesidinden elde edilen ekstrelerde bulunan toplam
fenolik bilesik miktar1 i¢in standart fenolik bilesik olarak kullanilan gallik asitin agik
yapisi sekil 4.8.”de goriilmektedir.

OH

HO OH

HO 0

Sekil 4.8. Standart bir fenolik bilesik olan ve ayni1 zamanda kuvvetli antioksidan olan

gallik asitin acik yapisi

Fenolik bilesik miktar1 tayini igin Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
kullanilmigtir. Ortamda fenolik maddenin bulunmasi durumunda FCR ilavesiyle 760

nm’de maksimum absorbans veren iirlinler olusmaktadir. Absorbanstaki artis fenolik
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madde miktariyla orantilidir. Gallik asit kullanilarak standart grafik hazirlanmistir.
Standart grafikten elde edilen formiilden de yine her iki ekstrede bulunan toplam
fenolik bilesik miktarlar1 galik asit ckivalent (GAE) olarak hesaplanmistir
(R?=0,9302). Bu amagla hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil 4.9’da

verilmistir.

g 27
s .
: y =0,0846x + 0,1409
< 1 - R2=10,9302
2
90,5 -
-

0 ‘ T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Gallik Asit Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.9. Gallik asit standart grafigi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogru denklemi:
Absorbans (.760nm) = 0,0846xToplam fenolik bilesik (GAE) + 0,1409
kullanilarak ekstrelerinin 100 pg/ml derisimindeki Orneklerindeki GAE degerleri

hesaplanmastir.

Tablo 4.2°de yukaridaki esitlik kullanilarak hesaplanan toplam fenolik bilesik miktar1

degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.2. Ekstrelerin absorbansa bagli GAE’ leri

Absorbans Konsantrasyon
(ng/ml) GAE

Sar1-85 0,60 5,42

Mcgregor | 0,15 0,14
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Folin-Ciocaltacu yontemine gore yaptigimiz toplam fenolik yapili madde
konsantrasyonlar1 pg/ml gallik aside esdeger bazda gallik asidin kalibrasyon

grafiginden hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Sekil.4.10 da gosterilmistir.

Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu

w
<6
O
=4
£
2 Ay
=0
Sar1-85 McGregor

Sekil 4.10. Bitki ekstrelerin gallik aside esdeger toplam fenolik madde

konsantrasyonu

4.4. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Bulgular:

Keten tohumu ekstrelerinin 30 pg/ml konsantrasyonunda hidrojen peroksit
giderme aktivitesi birer standart antioksidan olan BHT ve BHA ile karsilastirmasi
sekil 4.11° de verilmistir. Sari-85 ve Mcgregor keten tohumu gesitlerinden elde
edilen ekstrelerin kullanilan konsantrasyonda (30 pg/ml) hidrojen peroksidi sirasiyla
%24.,3 ve %19,9 giderdigi gozlenmistir. Standart antioksidan olan BHT ve BHA’ iin
ise hidrojen peroksidi sirasiyla %40,1 ve %56,8 giderdigi belirlenmistir.
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£
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Sekil 4.11. Sar1-85 ve Mcgregor ekstrelerinin 30 pg/ml konsantrasyonunda hidrojen
peroksit giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHT ve BHA ile

karsilastirmast

4.5. Lc-Ms/Ms Analizi Bulgular:

Lc-Ms/Ms ile ¢ok hizli bir siirede bilesimin molekiil agirlig1 belirlenebilir.
Lc/Ms analizlerinde karisim halindeki numune mobil faz ile kolondan gegirilerek
bilesenlerine ayrilir. Molekiiller normalde yiikli partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiikli iyonize

molekiiller haline doniistiiriirler.

Bu ¢aligmada analizler Capillary HPLC-lon Trap MS ile yapilmistir. Sonuglar
ana iyonlarin parcalanmasi ile yani Ms/Ms ile elde edilmistir. Standart katim
metoduyla nicel degerlere ulasilmistir. Yagir uzaklastirilmis keten tohumu
ekstrelerinde ve yaglarinda bulunan fenolik asitlerin Lc-Ms/Ms ile tayininde, standart
olarak gallik asit, 4-hidroksibenzoik asit, gentisik asit, sinapik asit, vanilik asit,
kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve ferulik asit kullanilmustir.

Standartlara ait kromatogramlar sekil 4.12 de verilmistir.
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Sekil 4.12. Standartlara ait kromatogramlar

Standartlara ait spektrumlar sekil 4.13 de verilmistir.
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Sekil 4.13. Standartlara ait spektrumlar

Standart katim metodunda kullanilan saf fenolik asitlerin retansiyon
zamanlart ve m/z oranlar1 tablo 4.3’de verilmistir. Tabloda verilen LOQ

belirlenebilirlik siniridir.

Tablo 4.3. Saf fenolik asitlerin retansiyon zamanlar1 ve m/z oranlari

Fenolik Asitler RT [min] m/z[M-H] |LOQ
Gallik Asit 3,3 169>125 0,5

4 hidroksibenzoik Asit 9.2 137>93 2
Gentisik Asit 95 153>109 2
Sinapik Asit 14,2 223>208 0,1
Vanilik Asit 11 167>152 2
Kafeik Asit 11,2 179>135 0,2
Siringik Asit 11,9 197>182 0,1
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P-kumarik Asit 13,5 162.6>119 0,5

O-kumarik Asit 14,5 193>134 01

Ferulik Asit 15,5 162.6>119 0.1

Yagi uzaklagtirilmis Sar1-85 ekstresine ait kromatogramlar Sekil 4.14° de

asagida verilmistir.
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Sekil 4.14. Yag1 uzaklastirilmis Sar1-85 ekstresine ait kromatogram
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Sar1-85° den elde edilen yag ekstresine ait kromatogram Sekil 4.15” de verilmistir.
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Sekil 4.15. Sar1-85 elde edilen yag ekstresinin kromatogrami

Yagi uzaklastirilmig Sari-85 keten tohumu ¢esidinde bulunan fenolik asit

miktarlari tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4. Sar1-85 keten tohumu ¢esidinde fenolik asit miktarlar

Tablo 4.5 de Sar1-85 den elde edilen yag ekstresindeki fenolik asit miktarlari

verilmigtir.

Fenolik Asit Miktar (ug/mg)
Gallik Asit <LOQ
4-hydroksibenzoik
Asit 0,563
Gentisik Asit <LOQ
Sinapik Asit

0,049
Vanillik Asit 0,362
Caffeik Asit 0,008
Siringik Asit <LOQ
p-kumarik Asit 0,093
Ferulik Ait 0,642
o-kumarik Asit <LOQ
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Tablo 4.5. Sari-85 yag ekstresinde bulunan fenolik asit miktar1

Fenolik Asit Miktar1 (ng/mg)

Kafeik Asit 0,0005

Yag1 uzaklastirilmig McGregor ekstresine ait kromatogram Sekil 4.16 da

verilmistir.
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Sekil 4.16. McGregor ekstresi kromatogrami
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Sekil 4.17 de McGregor yag ekstresine ait kromatogram verilmistir.
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Sekil 4.17. McGregor yag ekstresi kromatogrami

Yag1 uzaklastirilmis McGregor keten tohumu ¢esidinde bulunan fenolik asit

miktarlari tablo 4.6’ da verilmistir.

Tablo 4.6. McGregor keten tohumu ¢esidinde fenolik asit miktarlar

Fenolik Asit Miktar1 (ug/mg)
Gallic <LOQ
4-

hydroxybenzoic | <LOQ
Gentisic <LOQ
Sinapic <LOQ
Vanillic 0,184
Caffeic 0,005
Syringic <LOQ
p-coumaric 0,099
Ferulic 0,350
0-coumaric <LOQ

Tablo 4.7° de McGregor’ dan elde edilen yag ekstresindeki fenolik asit

miktar1 verilmistir.

Tablo 4.7. McGregor yag ekstresinde bulunan fenolik asit miktar1

Fenolik Asit Miktar1 (ng/mg)

Kafeik Asit 0,0017
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5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Sar1-85 ve McGregor keten tohumu ekstrelerinin DPPH radikal
sliptiriicli, indirgeme giicli, toplam fenolik bilesik ve hidrojen peroksiti giderme

aktiviteleri ayr1 ayr belirlendi.

Calismamizda; keten tohumu ekstrelerinin serbest radikal giderici etkileri
stabil bir radikal olan DPPH iizerinden test edilmistir. DPPH ¢6zeltisi mor renktedir
ve antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapist degiserek sar1 renkli yeni bir bilesik
haline gelir. Bu renk degisikliginin derecesi, antioksidanin konsantrasyonu ile
orantilidir. Calismadaki ekstraktlarinin radikal giderme kapasitelerine ait grafik
sekil 4.5 te goriilmektedir. Sekil 4.5’te goriildiigii tizere, standart antioksidan olan
BHT’nin DPPH radikali siipiiriicti aktivitesi Sar1-85 keten tohumu ile hemen hemen
ayni olup, BHA ve McGregor keten tohumu ¢esidinden daha yiiksektir. 2011 yilinda
yayinlanan Hindistandan temin edilen keten tohumunda yapilan bir ¢aligmada, 100
ng/ml konsantrasyonunda BHA, BHT ve yag1 uzaklastirilmis keten tomunun biitanol
fraksiyonunun % inhibisyon degerleri sirastyla %93.54, %89.50, %30.10 seklindedir
[106]. Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi igin
gereken etkili antioksidan konsantrasyonu ICso (veya ECso) degeri olarak tanimlanir
ve diislik 1Cso degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gdstergesidir. Calismada
kullanilan ekstraktlarin ve standart antioksidan olan BHT ve BHA’iin herbiri i¢in
ayr1 ayr cizilen sekil 4.1., 4.2., 4.3. ve 4.4. de verilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafiklerinden 1Cso (mg/ml) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen bu degerler tablo
4.1.°de verilmektedir. Bir antioksidan i¢in Slgiilen ICso degeri ne kadar kiiclik ise
antioksidan aktivitesi o kadar yliksek demektir. Tablodaki degerlerden de goriilecegi
tizere DPPH radikalini siipirme kapasitesi Sar1-85 > BHT > BHA > McGregor

sirasini izlemektedir.

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiciinii yansitan, elektron verme
kapasitesinin antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir [107]. Antioksidanlar
indirgeyici olabilir ve bir maddenin baska bir maddeyi yiikseltgeyerek indirgenmesi
reaksiyonu olarak tanimlanan redoks reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin
stabilizasyonu seklinde olabilir. Bir bilesigin ya da ham ekstraktin indirgeme

kapasitesi Fe(CN)s"nin Fe(CN)s*’ye indirgenmesiyle 6lciilebilir. Indirgenmis {iriine
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Fe3*’un ilavesiyle 700 nm’de gii¢lii absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde
bir kompleks olan Fes[Fe(CN)s] meydana gelir.

AH + Fe(CN)s® —— Fe(CN)s™

3Fe(CN)s™ + 4FeClz —— Fes[Fe(CN)s]s + 12CI°

Absorbanstaki artig, kompleksin olusumundan kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla artan
indirgeme kapasitesini gostermektedir. Bu analizde test ¢ozeltisinin sar1 rengi,
antioksidan Orneklerin indirgeme kapasitesine bagli olarak farkli yesil-mavi
tonlarina doniisiir. Bir bilesigin  indirgeme kapasitesi, potansiyel antioksidan
aktivitesinin 6nemli bir gostergesidir [108]. Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek
absorbans degerinin yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesi oldugu kabul
edilmektedir. Sekil 4.7. incelendiginde c¢alisilan keten tohumu ekstrelerinin ve
standart antioksidan maddelerinin indirgeme giicli yetenekleri genel olarak
BHA > BHT > McGregor > Sar1-85 seklinde siralanmaktadir. Keten tohumu
ekstrelerinin 50-250 pg/ml konsantrasyon araliginda absorsans degerleri sirasiyla
McGregor igin; 0,1810+0,0005, 0,2048+0,0003, 0,2303+0,0001, 0,2630, 0,2666
Sar1-85 i¢in; 0,1685+0,0004, 0,1778+0,0005, 0,1814+0,0002, 0,1988+0,0005,
0,2773+0,0005 seklinde hesaplanmigtir.  Ekstrelerin  indirgeme giici artan
konsantrasyona parelel olarak artmistir. McGregor ekstraktinin 50 pg/ml
(0,1810+0,0005) konsantrasyonu Sar1-85 ekstraktinin 150 pg/ml (0,1814+0,0002)
yakin indirgeyici deger gostermistir. 2011 yilinda yayinlanan bir g¢alismada
Hindistandan temin edilen keten tohumu ig¢in indirgeme kapasitesi tayini Oktay ve
arkadaslarinin  gelistirdigi metoda gore yapilmis olup indirgeme kapasitesi
BHA> BHT> PC-BF seklindedir. indirgeme giigleri artan konsantrasyonla birlikte
artan deger gostermistir [109].

Bu calismada standart madde olarak gallik asit kullanilmistir. Dolayisiyla
ekstrelerin ve  standart antioksidan olarak kullanilan BHT ve BHA’iin icerdigi
toplam fenolik madde konsantrasyonu gallik aside esdeger olarak (pg/ml GAE)
hesaplanmistir. Tablo 4.2 incelendiginde 100 upg/ml konsantrasyonundaki
ekstrelerden Sar1-85 (5,4279 pg/ml GAE), McGregor dan (0,1407 pg/ml GAE) daha

yiiksek fenolik madde miktarina sahiptir.

Canli organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz gibi birg¢ok

enzim tarafindan olusturulabilir. Hidrojen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat hiicrede

50



serbest radikallerin artmasina sebep oldugundan dolay1 zamanla hiicre icin toksik
olabilir. Hidrojen peroksit, hiicre kiiltiiriine ilave edildiginde gecis metal iyonlar
varliginda oksidatif DNA hasarlarina sebep olan hidroksi iyonlarmin olusmasina
sebep olur. Hidrojen peroksit, bir ¢cok hiicre tipinde 20-50 mg’1n iizerinde oldugunda
toksisiteye sebep olabilir. Biitiin bunlardan dolay1 farmasétik ve gida sistemlerini
oksidatif hasardan korumak i¢in bu sistemlerden hidrojen peroksidi uzaklastirmak
olduk¢a 6nemlidir. Sar1-85 ve McGregor keten tohumundan elde edilen her iki ekstre
de kullanilan konsantrasyonda (30 pg/ml) hidrojen peroksiti sirasiyla %24,3 ve
%19,9 giderdigi gozlenmistir. Sekil 4.11 incelendiginde ekstrelerin ve standart
antioksidanlarin hidrojen peroksiti giderme aktiviteleri BHA > BHT > Sar-85 >

Mcgregor seklindedir.

Yagi uzaklastirllmig Sari-85 ve McGregor keten tohumu ekstrelerinde ve
yaglarinda bulunan fenolik asitler Lc-Ms/Ms analiziyle tespit edilmistir. Sonuglar
kiitle spektrometresi ile ana iyonlarin parcalanmasiyla elde edilmistir. Yagi
uzaklastirilmis keten tohumu ekstrelerinde ve yaglarinda bulunan fenolik asitlerin
Lc-Ms/Ms ile tayininde, standart olarak gallik asit, 4-hidroksibenzoik asit, gentisik
asit, sinapik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit
ve ferulik asit kullanilmistir. Ekstrelerde ve yaglarda bulunan fenolik asitlere ait
kromatogramlar sekil 4.14., 4.15., 4.16., 4.17., de verilmistir. Kromatogramlar
incelendiginde yagi uzaklastirilmis keten tohumu ekstrelerinin yaglarina gore ¢ok
daha fazla fenolik asit icerdigi goriilmektedir. Tablo 4.4. ve 4.6. da yag
uzaklastirilmig keten tohumu ekstrelerinde bulunan fenolik asitler (ng/mg) cinsinden
verilmistir. Tablo 4.4. de incelendiginde yagi uzaklastirilmigs Sar1-85 ekstresinde
yiiksek miktarda ferulik asit bulunmaktadir. Yag1 uzaklastirilmigs Sari-85 ekstresi
yag1 uzaklastirilmis McGregor ekstresine gore daha yiliksek miktarda ve daha fazla
fenolik asit icermektedir. Sonu¢ olarak yagi uzaklagtirilmis Sari-85 keten tohumu
ekstresi yagi uzaklastirilmis McGregor keten tohumu ekstresine gore fenolik asitlerce
daha zengindir. Tablo 4.5. ve 4.7. de ekstraksiyon yontemiyle elde edilen yag
ekstrelerinde bulunan fenolik asit miktarlar1 goriilmektedir. Her iki yag ekstresinde
de kafeik asit bulunmaktadir. McGregor yag ekstresi daha yiiksek miktarda kafeik

asit igermektedir. Sonug olarak yag ekstreleri fenolik asitlerce zengin degildir.
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Bu calismayla farkli keten tohumu c¢esitlerinin antioksidan aktivitesi
incelenmis, sentetik antioksidanlar yerine kullanabilirligi acgisindan konuya 151k

tutulmaya ¢alisilmistir.
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