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KETEN TOHUMU CESITLERININ N-BUTANOL
FRAKSIYONLARININ FENOLIK BILESENLERININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI
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Ozet: Son yillarda tiiketiciler gidalar1 sadece temel beslenme araci olarak degil, aym zamanda saglik
izerinde faydali etkileri bulunan maddeler olarak da gérmeye basladilar. Keten tohumu, saglik iizerindeki
faydalar1 ve bazi hastaliklarda koruyucu rol oynamasi nedeni ile son yillarda dnem kazanmistir. Keten
tohumunun zengin kimyasal i¢erigi oldugu bilinmektedir. o —linolenik asit ve iyi kaliteli protein agisindan
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
uzaklastilmis keten tohumu biyoaktivitesi genis spektrum gosterir. Keten tohumu ¢esitlerinden izole edilen n-
biitanol fraksiyonlarmim antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal, indirgeme guci, toplam fenolik
bilesik miktar1 ve hidrojen peroksiti giderme gibi ¢esitli metotlarla degerlendirildi. Biitillendirilmis hidroksi
anisol (BHA) ve biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT) referans antioksidan bilesikler olarak kullanildi. Bu
calismada farkli keten tohumu gesitlerin antioksidan aktivitesi incelenmis, sentetik antioksidanlar yerine
kullanabilirligi agisindan konuya 151k tutulmaya ¢aligiimustir.

Anahtar Kelimeler: Keten tohumu, n-biitanol fraksiyon, antioksidan aktivite, fenolik bilesenler.

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PHENOLIC COMPONENTS FROM
N-BUTANOL FRACTION OF FLAXSEED VARIETIES

Abstract: 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. Flaxseed is known 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-bitanol 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. Butylated hydroxyanisole (BHA) and
butylated hydroxytoluene (BHT) were used as the reference antioxidant compounds. This study investigated
the antioxidant activity of different varieties of flax seed, rather than synthetic antioxidants tried to shed some
light on the subject in terms of usability.
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1.GIRIS

Yiiksek aktiviteye sahip bilesikler olan
serbest radikaller, yasamsal faaliyetler
sirasinda veya solunum, enzim reaksiyonlari,
otooksidasyon reaksiyonlar1 gibi endojen
kaynaklar ile sigara dumani, hava kirliligi,
UV  iginlari, iyonize radyasyon ve
ksenobiyotikler — gibi  gesitli
kaynaklarin etkisiyle
gelebilmektedirler [1].
Radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha
fazla paylasilmamis elektron igeren kimyasal

gevresel
meydana

yapilardir. Dis orbitallerde paylagiimamis
elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal
tirtin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 igin,
radikaller reaktivitesi cok ylksek olan
kimyasal tarlerdir [2].

Serbest radikaller ti¢ yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her
bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin
kalarak homolitik boltinmesi,

X:Y o5Xe+Ye

2. Normal bir molekiilde tek bir elektronun
kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi.

Hetorolitik  bolinmede  kovalent  bag
olusturan her iki elektron olusturan atomlarin
birinde kalir, boylece serbest radikaller degil
iyonlar meydana gelir.

X —Xeo+e- XY X Ti+Y"
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun
eklenmesi

A+te—— A o

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en
fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yUKIQ,
negatif yukli veya elektriksel olarak notral
olabilirler. Organik veya inorganik molekuler
seklinde olabilirler. Cu, Fe, Mn ve Mo gibi
gecis  metallerinin - de
elektronlar1 oldugu halde serbest radikal
olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar
reaksiyonlar1  katalizlediklerinden  dolay1
serbest radikal olusumunda Onemli rol
oynarlar.

ortaklanmamis
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Antioksidanlar, serbest radikallerin
olusumunu engelleyerek veya mevcut
radikalleri ~ supirerek  hicrenin  zarar
gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle
fenolik fonksiyon tagityan molekiillerdir [3].
Vicutta kalkan goérevi yapan bu kimyasal
bilesiklerin  6zelligi, kendi elektronlarini
vererek serbest radikalleri nétralize etmeleri
ve bu sirada serbest radikal haline
gelmemeleridir [4].

Antioksidanlar, dogal ve yapay
antioksidanlar olmak {izere iki smifa
ayrilirlar.

Ticari olarak mevcut olan ve gunumuzde
kullanilan sentetik antioksidanlar
hidroksianisol ~ (BHA),
butillendirilmis  hidroksitoluen  (BHT),
tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil
gallat (PG) dir. Dogal antioksidanlar, bitki ve
hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte
edilebilen yada gidanin islenmesi sirasinda

butillendirilmis

aciga cikan bilesenlerdir. En 6nemli dogal
antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler,
fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler,
polifenoller ve selenyumdur. Son zamanlarda
gida kimyast ve koruyucu tibbin Dbitki
kaynakli dogal antioksidanlara kars1 ilgisi
artmaktadir.  Bunun  nedeni  sentetik
antioksidanlarin (BHA,BHT, gibi) kanserojen
olduklarmin diistiniilmesidir [5].

Gidalardaki  vitamin  olmayan, yararh
kimyasallar olarak tanimlanan
nutrasétiklerden bitkisel kaynakli olanlarina
fitokimyasal adi verilmektedir. Gidalarin
bilesiminde 900’den fazla fitokimyasal
bulunmugtur.  Bitkisel {rlinlere  dayali
beslenmenin kronik hastalik, 6zellikle kanser
riskini azaltabildigine dair ¢ok sayida in vivo,
in vitro ve klinik deneme verileri vardir.
Keten tohumu bu agidan incelendiginde, a-
linolenik asit ve iyi kaliteli protein
bakimindan zengin olmasmin yani sira,
flavonoid, lignan ve fenolik asitler gibi
fitokimyasallarm  da  dogal  kaynagi
durumundadir. [6,7,8]
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Keten (Linum usitatissimum), 30-100 cm
boyunda, mavi ¢icekli ve tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir. Keten, Misirlilardan beri tarimi
yapilan ve c¢ok degisik amaglarla kullanilan
bir bitkidir. Tohumlari, 4-6 mm uzunlukta,
yumurta bi¢iminde, yassl, parlak,
kirmizimtirak esmer renkli, kokusuz, yagli ve
lezzetlidir. Amerika Ulusal Kanser Enstitus,
kanser Onleyici gidalar arasina aldigr ve
iizerinde calisilmasini 6ngordiigii 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 [9]. Bu Uriinlerde
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 etkilerden kaynaklanmaktadir
[10]. Yagsiz keten tohumu tozunda
belirlenen fenolik asitler ferulik asit (10.9
mag/kg), klorojenik asit (7,5 mg/g), gallik asit
(2,8 mg/g) ve 4-hidroksibenzoik asit (iz
miktarda)’tir  [8,11]. Keten tohumunun
biyoaktif ~ fonksiyonlardan  antioksidant,
antimikrobiyal ~ve anti-kanser  etkileri
yapisinda  bulunan  fenolik  asitlerden
kaynaklanmaktadir.Sentetik antioksidanlarin
insan sagligi acisindan potansiyel toksik
olabileceginin One siiriilmesi, dzellikle
giiniimiizde  tiiketici  tercihlerini  dogal
tarimsal irilinlere yoneltmis ve islenmis
gidalarda da saglik, kalite ve giivenlik
arayiglarimi on plana
Aragtirmacilar ve gida bilimcileri sentetik
antioksidanlarin yerine gegebilecek “dogal

cikarmistir.

antioksidanlar” arastirma  gayreti icine
girmiglerdir. Bu amagla yeryliziinde genis
dagihlm  gosteren  bitkisel  kaynaklara
yonelinmekte ve bu kaynaklardan elde
edilecek dogal antioksidanlarin gidalarin
islenmesi sirasinda sentetik antioksidanlar

yerine gidalara ilave edilmesi
hedeflenmektedir. Bu c¢alismada da farkli
keten tohumu ¢esitlerin antioksidan aktivitesi
incelenmis, sentetik antioksidanlar yerine
kullanabilirligi  agisindan  konuya 151k
tutulmaya calistlmistir. Ayrica giliniimiizde,
gelecege yonelik sentetik antioksidanlarin
yerini alabilecek dogal antioksidan arayiglari
hizla siirmektedir. Bu tip ¢alismalarla yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip bitki ekstraktlari
belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki
antioksidan etkilerinin  incelenmesi ile
calismalarin endiistriyel uygulamaya yonelik
devamlilig1 saglanabilir.

1. MATERYAL VE METOT

1.1 Materyal

Bu arastirmanin materyali olan Sar1-85 keten
tohumu c¢esidi Trakya Tarimsal Aragtirma
Enstitisinden, Mcgregor keten tohumu
cesidi  Karadeniz  Tarimsal  Arastirma
Enstitiisiinden temin edilmistir.

1.2 Metot

1.2.1 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi
Keten tohumlari toz haline getirildikten sonra
yaglarmi  uzaklastirmak  igin  soxhlet
aparatinda  n-hekzan  (1:4, w/v) le
ekstraksiyon yapildi.

Yagi uzaklastirtlmis kuru keten tohumu
tozlar1 60 ° C’ de metanol (1:10, w/v) ile
cozelti renksiz oluncaya kadar soxhlet
diizeneginde ekstraksiyona tabi tutuldu.
Metanol ekstrakti, vakum altinda
evaporatorde konsantre edildi. Daha sonra
kuru kalint1 n-biitanol: su (1:1, v/v) karisimi
ile ayrildi. N- butanol fraksiyonu sulu
fraksiyondan  ayrilip  vakum  altinda
evaporatérde konsantre edildi. Kuru n-
bltanol kalintist metanol ile ¢oziiliip, eter
(1:5, v/v) ile ¢oktiiriildii. Yag1 uzaklagtirilmis
keten tohumu tozundan elde edilen n-biitanol
fraksiyonu antioksidan aktivite
denemelerinde kullanild1 [12].

49



C.B.U. Fen Bil. Dergisi (2013) 47-56, 2013 /Derya DOGMUS, Inci DURUCASU

1.2.2 Ekstrelerin
Ozelliklerinin Belirlenmesi
1.2.2.1 DPPH Radikali Supurict Etki
Tayini

DPPH radikal siipiiriicii etkinin tayini Cakir
ve arkadaglarina gore yapildi [13].

Antioksidan

Reaksiyon ortamindaki konsantrasyonu 50-
250 pg/ml olacak sekilde metanolde
hazirlanan Ornek ¢ozeltilerinin 3 ml” lik
cozeltisine 1 ml 1x10° M DPPH cozeltisi
(metanolde) ilave edilip vortekste 30 saniye
karistirilarak oda sicakliginda ve karanlikta
30 dakika bekletildi.

Sire sonunda UV Spektrofotometresinde 517
nm de absorbans okundu. Pozitif kontrol
olarak BHT ve BHA kullanildi. 30 dakika
sonucunda DPPH radikalini  slplrme
aktivitesi reaksiyonu inhibe etme ylzdesi
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:

% Inhibisyon = [Ax — Ag / A] X 100

Ax: Kontrol (antioksidan igermeyen) 6rnegin
absorbanst

Ap: Ornegin (antioksidan iceren) absorbansi
Maksimum absorbansin yarisina karsilik
gelen yani absorbanst yariya diigiiren
konsantrasyon miktar ICsp (etkin
konsantrasyon) degerini vermektedir.
Antioksidan derisimlerine kars1 hesaplanan
% inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikten %
50 inhibisyona neden olan antioksidan
derisimleri (ICsp) okundu.

1.2.2.2 Indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore
yapildi [14].Konsantrasyonu 1mg/ml olan
metanolde  hazirlanmig  stok  biitanol
franksiyonundan degisik konsantrasyonlarda
hazirlandi  (50-250  pg/ml).  Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢o6zeltilerden
0,5 ml alinip deney tiiplerine aktarildi ve
hacim destile suyla 1 ml’ ye tamamlandu.
Daha sonra her bir tipe 2,5 ml 0,2 M fosfat
tamponu (pH: 6,6) ve 25 ml %l’lik
potasyum ferrisiyanir  [KsFe(CN)¢] ilave
edildikten sonra karigim 50 °C’de 20 dakika
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inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra
reaksiyon karistmina 2,5 ml  %10’luk
triklorasetik asit (TCA) ilave edildi. 10
dakika boyunca 3000 rpm’de santrifiij edildi
ve tliplerdeki karisimlarin st kismindan 2.5
ml alinarak bagka tiiplere aktarildi. Yeni
tiiplere aktarilan c¢ozeltilerin ~ her birinin
uzerine 2,5 ml destile su ve %0,1’lik 0,5 ml
FeCl; ilave edildikten sonra absorbans 700
nm’de kore kars: okundu. Kor olarak destile
su kullanildi. Kontrol i¢in ise numune yerine
su kullanildi.

1.2.2.3 Toplam Fenolik Bilesik Miktar
Tayini

Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini
Singleton ve arkadaglaria gore yapildi [15].
Standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanildi. Once standart grafik ¢izmek
amactyla 1mg/ml konsantrasyonda stok
gallik asit ¢Ozeltisi hazirlandi. Coziicii olarak
metanol  kullanildi.  Son  gallik  asit
konsantrasyonu 1,3,5,7 ,10,15 ve 20 ug/ml
olacak sekilde stok gallik asit gozeltisinden
tiplere 1ml kondu ve hacimler 4 ml’ye saf
suyla tamamlandi. Daha sonra tlplere 0,25
ml Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3 dk.
sonra da % 20’lik Na,CO; ¢ozeltisinden 0,75
ml ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda
sicakliginda ¢alkalandi. Sonra numunelerin
absorbans1 760 nm’de kore kars1 okundu. Bu
islemler tger defa yapildi. Kor olarak,
numune yerine destile su igeren test ¢ozeltisi
kullanildu.

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktarini
belirlemek amaciyla 2 mg/ml stok ekstre
¢Ozeltileri hazirlandi. Her bir stok ¢6zeltiden
son ekstre konsantrasyonu 100 pg/ml olacak
sekilde stok c¢ozeltilerden tiiplere 1 ml
konuldu ve hacimleri 4 ml’ye saf suyla
tamamlandi. Daha sonra tiiplere 0,25 ml
Folin-Ciocalteu Reaktifi ve 3 dk. sonra da
%20’lik Na,CO; ¢ozeltisinden 0,75 ml ilave
edildi. Karisim 2 saat sdresince oda
sicakliginda ¢alkalandi. Sonra numunelerin
absorbanst 760 nm’de kore karsi okundu.
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Numunelerin absorbans degerlerine karsilik
gelen gallik asit miktar1 standart grafik
yardimiyla tespit edildi ve sonuclar gallik asit
esdegeri (GAE) seklinde ifade edildi.

1.2.2.4 Hidrojen Peroksit Giderme
Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi Ruch ve
arkadaglarinin  belirledikleri metoda gore
yapildi [16].

Bunun i¢in pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda
43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
hazirlandi. H,0, konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak, H,O,’in 230 nm’de
absorbans gdstermesiyle belirlendi. 30 pg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan ekstrelerin ve
standart antioksidan olarak kullanilan BHT
ve BHA’ in hacmi 4 ml’ye kadar tampon
¢Ozelti ile tamamlandi. Daha sonra 0,6 ml
hidrojen peroksit (43 mM) c¢ozeltisi ilave
edildi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra hidrojen peroksidin azalan
miktar1 230 nm’de azalan absorbans olarak
kaydedildi. Kor olarak tampon ¢ozelti
kullanildi. Kontrol olarak 4 ml tampon
cozelti ve 0,6 ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi
kullanildi.

Bitki ekstraktlart ve standart antioksidant
maddelerin  hidrojen  peroksit  giderme
aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanir.
% H,0, giderme = [A¢— A1/ Ag] X 100

Ay: kontroliin 230 nm’ deki absorbansi

Ai:  bitki  ekstraktlarmin  ve  standart
maddelerin 230 nm’ deki absorbansi

2. BULGULAR

2.1 DPPH Radikali Supurict Etki
Bulgular

Antioksidan maddelerin antioksidan
Ozelliklerinden bir tanesi de, ortamda olusan
radikalleri stpurmeleridir. Numunelerimizin
anti-radikal ozelliklerinin olup olmadigini
anlamak icin, 517 nm’de maksimum
absorbans veren DPPH radikali
kullanilmigtir.  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  gdsterdigi absorbans ne kadar
diisik ise antioksidanin serbest radikal
giderme aktivitesi o kadar ylksek demektir.
DPPH radikalinin ortamdaki miktarinin
azalmasi ile absorbansin azalmasi belli bir
antioksidan  derisimine  kadar  dogru
orantilidir. Absorbansin diismesinin sebebi
radikal ~ ile  antioksidan  molekdllerin
reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi ile
radikalin giderilmesidir. Farkl1 derisimlerdeki
(50-250 pg/ml) standart antioksidan olan
BHT,BHA’ (in ve ekstrelerin % inhibisyon
cinsinden hesaplanan lineer  regrasyon
grafikleri sekil 3.1- 3.2- 3.3- 34 te
verilmigtir.

BHT
y=0,2766x+ 25011

c 100 R2:0,6461
o
Z 50 BT —
=2
:g 0 : | Linear
° (BHT )
° 0 200 400

Derisim Mg/ml

Sekil 3.1 Standart antioksidan BHT’ nin DPPH
radikali stipiriict aktivitesi

BHA
y=0,2039%+ 6,3077
40 R=10,7958
c
S 30
2 .
22 ———
=
£ 10 Linear
X 0 | | (BHA__)
0] 100 200
Derisim pg/mi

Sekil 3.2 Standart antioksidan BHA’ iGn DPPH
radikali sipiiriict aktivitesi
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Sari-85
y=0,2738x+ 32,836
R?=0,5883
150
c
o
2 100
= w—f— Sari-85
£ 50
£
e 0 | —— Linear (San-
0 200 4008ﬂ
Derisim pg/mi

konsantrasyon)  degerleri tablo 3.1°de
gorilmektedir.

Tablo 3.1 Keten tohumu ekstrelerinin ve standart
antioksidanlarin ICsy degerleri

Antioksidan | BHT | BHA | Sari- | Mcgregor
85

ICso(mg/ml) | 0,07 | 0,21 | 0,06 | 0,37

Sekil 3.3 Sar1-85 keten tohumu ekstresinin DPPH
radikali stipuriicu aktivitesi

Mcgregor

y=0,1166x+ 0,6882
c R=10,852%
o 40 e [l cgregor_
£ 30
% 20 —— Linear
£ 10 (Mcgregor__)
Be 0 T 1

0] 200 400
Derisim pg/mi

Sekil 3.4 Mcgregor keten tohumu ekstresinin
DPPH radikali suplrici aktivitesi

100
S0
80 /\v—*"
c 70
S 60 ——BHT
250 —8—BHA
c 40
30 Sari-85
20 X
=N cgregor
10 greg
0 B
0 100 200 300
Derisim pg/mi

Sekil 3.5 Keten tohumu 6rnekleri ve standartlarin
DPPH radikali supariici aktiviteleri

Yukarida  verilen  grafiklerden lineer
regresyon ile hesaplanan I1Cs, (etkin
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2.2 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
[17]. Calisilan keten tohumu ekstrelerinin ve
standart antioksidan olarak kullanilan BHT
ve BHA’ Un indirgeme kapasitesi artan ekstre
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Her iki ekstrenin ve standart
antioksidan maddelerin indirgeme potansiyeli
farkl1 konsantrasyonlardaki (50-250 pg/ml)
cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari
Olcllerek belirlenmistir (sekil 3.6).

BHA
EHT

SARI-85

Absorbans (700 nim)

il lcgregor
,2 ﬁ(——)@* =

N

1,4
1,2 /
1 /T_
0,8 =
0,6
0,4
0 e 78
0 100 200 300

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.6 Keten tohumu ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlardaki (50-250pg/ml) indirgeme
guclerinin birer standart antioksidan olan BHT ve
BHA ile kargilastirmast
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2.3 Toplam Fenolik Bilesik Bulgular:

Iki farkli keten tohumu cesidinden elde
edilen ekstrelerde bulunan toplam fenolik
bilesik miktar1 ic¢in standart fenolik bilesik
olarak kullanilan gallik asitin agik yapist
Sekil 3.7°de gortlmektedir.

OH

HO OH

HO o]

Sekil 3.7 Standart bir fenolik bilesik olan ve ayni
zamanda kuvvetli antioksidan olan gallik asitin
acik yapist

Fenolik bilesik miktar1 tayini icin Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilmistir.
Ortamda fenolik maddenin  bulunmasi
durumunda FCR ilavesiyle 760 nm’de
maksimum  absorbans  veren  {rinler
olusmaktadir. Absorbanstaki artis fenolik
madde miktartyla orantihdir. Gallik asit
kullanilarak  standart grafik  hazirlandi.
Standart grafikten elde edilen formilden de
yine her iki ekstrede bulunan toplam fenolik
bilesik miktarlar1 galik asit ekivalent (GAE)
olarak hesapland1 (R*=0,9302). Bu amacla
hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil
3.8’de verilmistir.

g 2

§ 15 ¢

"‘m‘* 1 y=0,0846x+0,1409

= RZ=0,9302

2

S 0,5 -

£

q 0 ‘ T T 1
0 10 20 30
Gallik Asit Konsantrasyonu {pg/ml)

Sekil 3.8 Gallik asit standart grafigi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen
dogru denklemi:

Absorbansgseonmy=  0,0846xToplam  fenolik
bilesik (GAE)+0,1409

kullanilarak ekstrelerinin - 100 pg/ml
derisimindeki Orneklerindeki GAE degerleri
hesaplandi.

Tablo 3.2’de yukaridaki esitlik kullanilarak
hesaplanan toplam fenolik bilesik miktar
degerleri goriilmektedir.

Tablo 3.2 Ekstrelerin absorbansa bagli GAE’ leri

Absorbans Konsantrasyon
(ng/ml) GAE
Sar1-85 0,60 5,42
Mcgregor 0,15 0,14

2.4 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 3.9 da
verilmistir. Sar1-85 ve Mcgregor keten
tohumu c¢esitlerinden elde edilen ekstrelerin
kullanilan  konsantrasyonda (30 pg/ml)
hidrojen peroksidi sirasiyla %24,3 ve %19,9
giderdigi gozlendi. Standart antioksidan olan
BHT ve BHA’ (in ise hidrojen peroksidi
sirastyla  %40,1  ve %56,8 giderdigi
belirlendi.

60

50 -
10 _ I

O -
BHA BHT

IS
Q

N
@]
|

H,0, Giderme %
W
@]

11

Sari-85 Mcgregor

Sekil 3.9 Sari-85 ve Mcgregor ekstrelerinin 30
pg/ml  konsantrasyonunda hidrojen  peroksit
giderme aktivitesinin birer standart antioksidan
olan BHT ve BHA ile karsilagtirmasi
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3. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisgmada Sar1-85 ve Mcgregor keten
tohumu  ekstrelerinin  DPPH radikal
stpdricd, indirgeme gicu, toplam fenolik
bilesik ve hidrojen peroksiti giderme
aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlendi.

Calismamizda; keten tohumu ekstraktlarinin
serbest radikal giderici etkileri stabil bir
radikal olan DPPH iizerinden test edilmistir.
DPPH ¢0zeltisi mordur ve antioksidan bir
bilesikle etkilestiginde yapis1 degiserek sari
renkli yeni bir bilesik haline gelir. Bu renk
degisikliginin derecesi, antioksidanin
konsantrasyonu ile orantilidir. Calismadaki
ekstraktlarinin radikal giderme kapasitelerine
ait grafik sekil 3.5 te gorilmektedir. Sekil
3.5’te goruldugii tizere, standart antioksidan
olan BHT’nin DPPH radikali stpiricu
aktivitesi Sar1-85 Kketen tohumu ile hemen
hemen ayni olup, BHA ve Mcgregor keten
tohumu ¢esidinden daha yiksektir. 2011
yilinda yayinlanan Hindistandan temin edilen
keten tohumunda yapilan calismada;
100pg/ml konsantrasyonunda BHA,BHT ve
yagi uzaklagtirilmig keten tomunun biitanol
fraksiyonunun %  inhibisyon degerleri
sirasiyla  %93.54,  %89.50,  %30.10
seklindedir[12].

Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin %
50’sinin yok edilmesi igin gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu 1Csy (veya ECsy)
degeri olarak tanimlanir ve diisiik 1Csy degeri
yuksek radikal giderme  aktivitesinin
gostergesidir. Calismada kullanilan
ekstraktlarin ve standart antioksidan olan
BHT ve BHA’Un herbiri i¢in ayn ayn ¢izilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafiklerinden
ICso(mg/ml) degerleri belirlendi. Elde edilen
bu degerler tablo 3.1’de wverildi. Bir
antioksidan icin 6lculen 1Csy degeri ne kadar
kicik ise antioksidan aktivitesi o kadar
yuksek demektir. Tablodaki degerlerden de
goriilecegi tizere DPPH radikalini slplrme
kapasitesi Sari-85 > BHT > BHA >
Mcgregor sirasini izlemektedir.
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Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiclinii
yansitan, elektron verme kapasitesinin
antioksidan  aktivite ile ilgili oldugu
bildirilmistir [18,19]. Antioksidanlar
indirgeyici olabilir ve bir maddenin baska bir
maddeyi yukseltgeyerek indirgemesi
reaksiyonu  olarak  tanimlanan  redoks
reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin
stabilizasyonu seklinde olabilir. Bir bilesigin
ya da ham ekstraktin indirgeme kapasitesi
Fe[(CN)e]"*’nin Fe[(CN)e]"*’ye
indirgenmesiyle  &lgiilebilir.  indirgenmis
irine Fe**’un ilavesiyle 700 nm’de giclii
absorbansa sahip olan Prussian mavisi
renginde bir kompleks olan Fes;[Fe(CN)g]
meydana gelir.

AH + Fe(CN)6 —— Fe(CN)6™

Fe(CN)™ + FeCl —— Fe [Fe(CN)els
Absorbanstaki artis, kompleksin
olusumundan  kaynaklanan  artist  ve
dolayisiyla artan indirgeme kapasitesini
gostermektedir.

Bu analizde test ¢0zeltisinin sar1 rengi,
antioksidan orneklerin indirgeme
kapasitesine bagli olarak farkli yesil-mavi
tonlarina doniigiir. Bir bilesigin  indirgeme
kapasitesi, potansiyel antioksidan
aktivitesinin 6nemli bir gostergesidir [20].
Indirgeme  kapasitesi  tayininde yiiksek
absorbans  degerinin  yiliksek indirgeme
kapasitesinin ~ gostergesi  oldugu  kabul
edilmektedir. Sekil 3.6 incelendiginde
calisilan keten tohumu ekstrelerinin  ve
standart antioksidan maddelerinin indirgeme
gucu yetenekleri genel olarak BHA > BHT >
Mcgregor >Sari-85 seklinde siralanmaktadir.
Keten tohumu ekstrelerinin 50-250 pg/ml
konsantrasyon araliginda absorsans degerleri
sirasityla  Mcgregor icin;  0,1810+0,0005,
0,2048+0,0003, 0,2303+0,0001, 0,2630,
0,2666  Sari-85 igin;  0,1685+0,0004,
0,1778+0,0005, 0,1814+0,0002,
0,1988+0,0005, 0,2773+0,0005 seklinde
hesaplanmustir. Ekstrelerin indirgeme giicli
artan konsantrasyona parelel olarak artmistir.

Mcgregor ekstraktinin 50 pg/ml
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(0,1810+£0,0005) konsantrasyonu  Sari-85
ekstraktinin 150 pg/ml  (0,181440,0002)
yakin indirgeyici deger gosterdi. 2011 yilinda
yaymlanan c¢alismada Hindistandan temin
edilen keten tohumu i¢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[12].

Bu c¢alismada standart madde olarak gallik
asit kullandi. Dolayisiyla ekstrelerin = ve
standart antioksidan olarak kullanilan BHT
ve BHA’un igerdigi toplam fenolik madde
konsantrasyonu gallik aside esdeger olarak
(ng/ml  GAE) hesaplandi. Tablo 3.2
incelendiginde 100 ug/ml
konsantrasyonundaki ekstrelerden  Sari-85
(5,4279 pg/ml GAE), Mcgregor dan(0,1407
pg/ml GAE) daha yuksek fenolik madde
miktarina sahiptir.

Canli organizmalarda hidrojen peroksit,
sliperoksit dismutaz gibi birgok enzim
tarafindan olusturulabilir. Hidrojen peroksit
cok reaktif degildir, fakat hilicrede serbest
radikallerin artmasina sebep oldugundan
dolay1 zamanla hiicre igin toksik olabilir.
Hidrojen peroksit, hucre kiltirine ilave
edildiginde gecis metal iyonlar1 varliginda
oksidatif DNA hasarlarina sebep olan
hidroksi iyonlarinin olugsmasina sebep olur.
Hidrojen peroksit, bir ¢ok hicre tipinde 20-
50 mg’m {izerinde oldugunda toksisiteye
sebep olabilir. Biitin bunlardan dolay1
farmasotik ve gida sistemlerini  oksidatif
hasardan korumak icin bu sistemlerden
hidrojen peroksidi uzaklastirmak oldukca
Onemlidir. 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 gozlendi. Sekil 3.9 incelendiginde
ekstrelerin ve standart antioksidanlarin

hidrojen peroksiti giderme aktiviteleri BHA
> BHT > Sar1-85 > Mcgregor seklindedir.

Bilgi: Bu c¢alisma, Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir.
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