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OZET

BUGDAY RUSEYMIi VE BUGDAY RUSEYM YAGININ ANTIiOKSiDAN
PARAMETRELERININ INCELENMESI

Fatma CETINYUREK

Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Arife Alev KARAGOZLER
2012, 88 sayfa

Bu c¢alismada bugday ruseymi ve superkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile
tiretilmis bugday ruseym yaginin antioksidan parametreleri incelenmistir. Bunun
icin ornekler uygun ekstraksiyon ¢ézgeni kullanilarak antioksidan igerik ekstrakte
edilmis ve bu ekstraktlarda farkli antioksidan 6zellikleri 6lgen antioksidan kapasite
tayin yontemleri ile kapsamli bir sekilde analizlenmistir. Toplam antioksidan
aktivite tayini sonuglarina gore bugday ruseym un-ctanol ekstrakti standart
antioksidanlar kadar yiiksek aktivite gostermektedir. 1Csy degerlerine gore bugday
ruseym un ve yag ekstraktlarmin DPPH radikali stipiiriicti aktiviteleri diigiik
cikmustir. Toplam fenolik bilesik igeriklerinin, bugday ruseym un ve yag
ekstraktlarinda yiiksek oldugu saptanmistir. Toplam flavonoid igerigi bugday
ruseym un ekstraktlarinda yliksek bulunmustur. Toplam flavonol sonuglarina gore
bugday ruseym un ekstraktlarmin flavonol icerigi diisiik iken yag ekstraktininki
yiiksektir. TEACcuprac degerleri dikkate alindiginda, BHT en yiiksek aktiviteyi
gosterirken bugday ruseym un-su ekstrakti en diisiik aktiviteye sahiptir.
TEACorac yonteminde BHT en yliksek aktiviteyi gosterirken bugday ruseym un
ve yag ekstraktlar1 diisiik aktivite gdstermistir. Bugday ruseym un metanol ve
etanol ekstraktlar1 ile bugday ruseym yag ekstraktinin OH radikali stipiiriicii
aktivitesi hemen hemen standartlar kadar yiiksek bulunmustur. Siiperoksit anyon
stipiiriicli aktivite acisindan bugday ruseym un-su ekstrakti en yiiksek aktiviteye
sahiptir. Yiizde askorbik asit cinsinden indirgeme giicleri karsilastirildiginda
bugday ruseym yag-metanol ekstrakti diger ekstraktlara gére daha yiiksek aktivite
gostermistir. Calismanin sonuglarina gore bugday ruseym un ekstraktlar1 ve yag
ekstrakt1 baz1 yontemlerde yiiksek aktivite gosterirken bazi yontemlerde ise disiik
aktivite gostermesine ragmen bugday ruseym un ve bugday ruseym yag
ekstraktlarinin antioksidan aktivite igerdikleri ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Bugday ruseymi, bugday ruseym yagi, antioksidan kapasite.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PARAMETERS OF WHEAT
GERM AND WHEAT GERM OIL

Fatma CETINYUREK

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Arife Alev KARAGOZLER
2012, 88 pages

In this work, antioxidant parameters of wheat germ flour and supercritical carbon
dioxide extracted wheat germ oil were investigated. For this, samples were
extracted using appropriate extraction solvents and were investigated thoroughly
using various antioxidant capacity measurement methods testing different
antioxidant properties. According to total antioxidant activity results, wheat germ
flour-ethanol extracts exhibited high activity like standard antioxidants. According
to 1Cs, values wheat germ flour and oil extracts did not exhibit significant DPPH
radical scavenging activity. Total phenolic content of wheat germ and wheat germ
oil extracts were found to be high. Total flavonoid content of wheat germ flour
extracts were found to be high. Total flavonol contents of wheat germ flour
extracts exhibited lowest activity whereas wheat germ oil extracts highest. As for
the, TEACcuprac results, BHT exhibited the highest activity whereas wheat germ
flour-water extract were the lowest. According to TEACorac results BHT
exhibited the highest activity whereas wheat germ flour and wheat germ oil
extracts were the lowest. According to hydroxyl radical scavenging activity wheat
germ flour-methanol, wheat germ flour-ethanol extracts and wheat germ oil
extracts have highest activity like standard antioxidants. According to superoxide
anion scavenging activity results wheat germ flour-water extracts has the highest
activity. The reducing power of wheat germ oil extracts exhibited highest reducing
power expressed as % ascorbic acid. According to the results obtained,
antioxidant activity of wheat germ flour and wheat germ oil extracts were found to
differentiate according to the method used. However, the overall results
demonstrate that wheat germ and wheat germ oil have good antioxidant activity.

Key Words: Wheat germ, Wheat germ oil, Antioxidant capacity.
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1. GIRIS

Epidemiyolojik calismalar kalp hastaliklari, kanser, diyabet ve Alzheimer gibi
kronik rahatsizliklarda beslenmenin 6nemli bir rol oynadigim gostermektedir
(Adom ve Liu, 2002). Meyve ve sebze yaninda tahillarin da beslenmeye katilmasi
kronik hastalik riskini azaltmaktadir. Bu besinlerin hastalik 6nleme etkileri
organizmadaki oksidan ve antioksidan dengesinin saglanmasina igerdikleri
fitokimyasallarla katkida bulunmalarina baglanmaktadir. Bu nedenle yiiksek
diizeyde antioksidan iceren besinlerin belirlenmesi ve bu besinlerin daha ¢ok
tiketilmesi Onerilmektedir. Tahillar, meyve ve sebzelerle birlikte tiiketildiginde
beslenmeyi tamamlayict 6zel fitokimyasallar igermektedirler. Tahillardaki fenolik
bilesik smiflari benzoik asit ve sinnamik asit tiirevlerini, antosiyanidinleri,
kinonlari, flavonolleri, kalkonlari, flavonlari, flavononlar1 ve amino fenolik
bilesikleri kapsamaktadir. Bu bilesik siniflari i¢indeki bazi 6zel bilesikler sadece
tahillarda bulunmakta olup bunlarin meyve ve sebzelerle alinmasi miimkiin
degildir. Bu nedenle lif ve fitokimyasallar agisindan zengin olan tahillar saghk
acisindan insanlarin tiiketebilecegi en uygun besinler olarak goriilmektedir
(Pathirana-Liyana ve Shahidi, 2005).

Bitki fenolik bilesikleri, bir dizi biyolojik ve patalojik siirecler iizerinde toksik etki
gosteren reaktif oksijen tiirlerini indirgeyebilirler. Bitki fenolikleri tarafindan
reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesi, bitkilerin insan sagligi lizerindeki yararinin
temelini olusturur (Sawa vd., 1999). Besinsel bir degere sahip olmayan bitkisel
karigimlar ve c¢aylar gibi icecekler ayn1 zamanda antioksidanlarin 6nemli bir
kaynagimni olusturur (Warren, 1999). Boylece bitkisel karisimlar ve caylar
antioksidanlarin diyetle aliminda iyi bir arac1 olmustur.

Antioksidanlar serbest radikalleri giderme/uzaklagtirma yetenekleri nedeniyle son
yillarda insan beslenmesinde incelenen ©Onemli arastirma konularindan birini
olusturmaktadir. Ayrica besin teknolojisinde besinlerin uzun siire bozunmadan
saklanabilmesi i¢in sentetik ve dogal antioksidanlarla muamele standart bir iglem
olarak uygulanmaktadir.

Son yillarda biyolojik &rneklerde, bitki ve besin orneklerinde antioksidan
aktivite/kapasiteyi 6lgmek i¢in pek c¢ok yontem gelistirilmistir. Tim g¢aligmalar
gostermektedir ki bir 6rnegin antioksidan kapasitesi, tayini i¢in kullanilan yonteme

gore farkliliklar gostermektedir. Bunun nedeni, kullanilan yontemin kimyasina



antioksidan 6rnegin verdigi cevabin farkli olmasidir. Karsilastirma yapabilmek
icin bir seri 6rnek farkli yontemlerle analiz edildiginde bir antioksidan bilesigin bir
yontemle Olgiilen antioksidan kapasitesinin diger bir yontemle Olgiilene kiyasla
farkli olabilecegini gostermektedir (Huang vd., 2005); 6rnegin TEAC yontemi ile
en ylksek aktiviteyi gosteren 6rnek FRAP yontemi ile seri i¢inde ikinci {igiincii
siraya diisebilmektedir. Bu nedenle de bir 6rnekte antioksidan kapasitesi tayini en
az iki; tercihan ¢, dort yontem kullanilarak yapilmalidir ve diger bilesiklerle
karsilastirilmasi gerekmektedir.

Bugday ruseym a-tokoferol, B vitaminleri, proteinler, lif ve mineraller agisinda
son derece zengindir (Amado ve Arrigoni, 1992). Buna ilave olarak ruseym
proteinlerinin esansiyel amino asit igerigi yumurta proteinlerinkinden daha
yiiksektir. Beslenmede, protein ihtiyacini karsilamada alternatif ve ucuz bir kaynak
olarak degerlendirilebilir. Ruseym oleik, linoleik ve linolenik asit gibi doymamis
yag asitleri acisindan da zengindir (Rizzello vd., 2010). Bugday tanesinin,
ruseyminin ve ruseym yagmin bazi antioksidan parametreleri incelenmistir.
Ancak, ruseym ve rugseym yaginin degisik antioksidan tayin yontemleri ile tam bir
antioksidan parametre ¢calismas1 mevcut degildir.

1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerin ayrilmalar1 sonucunda
olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel

acidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir.

Serbest radikaller son derece reaktiftirler, yani diger atom ya da molekiillerle
kolayca reaksiyona girerler. Ciinkii eslesmemis elektronlarin bir baska radikalin
aynt durumdaki elektronu ile eslesmek ya da bir elektron transferi ile
reaksiyonuyla esleserek kararli hale gelme egilimleri vardir. Bu sebeple serbest
radikaller, elektron alict (yiikseltgen) ya da elektron verici (indirgen) ozelliklere
sahiptir (Storz ve Imlay, 1999).

Radikaller, metabolizmanin normal isleyisi sirasinda siirekli olarak tiretilmektedir.
Radikaller oldukca etkin reaktifler olduklarindan tiim organlarda kontrol
edilemeyen hasarlara yol agabilirler (Diindar ve Aslan, 2000).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak, hem de toksik
maddelerin etkisiyle olusabilmektedir (Cross vd., 1987). Serbest radikal yaratan



kaynaklar radyasyon, virilisler, glines 1sinlarinin bir kismi olan ultraviole 1ginlari,
hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki {iriinleri, sigara
dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan iriinler gibi hiicre
metabolizmasimin toksik {irlinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol
ilaclar1 ve bir¢ok baska etkenlerdir.

Icinde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir
miktar ve cesitlilikte radikaller iiretilmektedir (Kiling ve Kiling, 2002).

Radikal tepkimeleri li¢ basamakta meydana gelir.
Ilk basamak, zincir baslama basamagidir. Burada sadece bag kirilmasiyla
radikaller olusur.

Zincir baglamasi; X-X —»2 X’

Ikinci basamak, zincir gelisme basamagidir. Bu basamagin her birinde bir bag
kirilirken bir bag olusmaktadir.

Zincir gelismesi: R-H+ X' ——3» R+ H-X
R+ X-X —»R-X+X

Son basamak olan zincir sonlanma basamaginda ise yeni baglar olusurken bag

kirilmasi ger¢eklesmez.

Zincir sonlanmast; ;: R"+ X' ——» R-X
R"+R" —» R-R
X+ X —» X-X

Radikaller, oksijen icerip icermedigine gore serbest oksijen radikalleri (SOR) ve
oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye ayrilir.

Biyolojik sistemlerde siklikla olusabilen serbest oksijen radikalleri Tablo 1°de

verilmisgtir.



Cizelge 1.1. En sik karsilagilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri.

Adi Simgesi Kimligi
Hidrojen radikali H’ Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali  O,™ Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii

Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi

zayif

Singlet oksijen 105 Yarilanma 6mrii kisa, giiglii oksidatif form

Perhidroksil HO,’ Lipidlerde hizli ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu

radikali artirir.

Peroksil radikali ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olma yetenegi vardir.

Triklorometil CCly CCl4 metabolizmas: iiriinii, karacigerde iiretilen bir

radikali radikal

Tiyil radikali RS Kikiirtlii ve ¢iftlenmemis elektron iceren tiirlerin
genel ad1

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimi ile iretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO’ L - argininden in vivo iiretilen radikal.

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan tiretilir

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal tirtinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan dengesi olarak
tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif
strese yol agar (Diindar ve Aslan, 1999).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller ile antioksidan sistem
arasinda olusan dengesizliktir ve bu dengesizlik hiicrenin 6nemli kisimlarinda geri

doniistimsiiz hasarlara neden olabilir.

Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri {ireten tiim
faktorler  prooksidan  olarak  tamimlanir.  Antioksidanlar ise  disiik
konsantrasyonlarda, organik bilesiklerin  serbest radikal —mekanizmal

oksidasyonunu engelleyen veya dnleyen bilesiklerdir.



Oksidatif stres, oksijen kullanan metabolik yollardan kaynaklanmaktadir ve
prooksidan/antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Prooksidan sistem antioksidan sisteme baskin geldiginde yani fazla
miktarda oksidan bilesik iiretildiginde oksidatif stres meydana gelmektedir.
Organizma, dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanimla viicuttaki fizyolojik
aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri ‘prooksidan-antioksidan dengesi’
olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin prooksidanlar
lehine bozulmasit membran lipidleri, proteinler ve canlida patolojik olaylarin
gelismesine yol acar ve bunun sonucunda birgok biyomolekiil hasar goriir.

Biyolojik sistemlerde sistemin antioksidan kapasitesinde diisiis meydana
geldiginde ya da oksidanlara maruz kalma arttiginda ya da her iki durumdan sonra
oksidatif stres yiikselir. Bu genellikle serbest radikaller igeren reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusmasi ile iligkilidir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Ara triinlerin siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif
oksijen radikallerine maruz kalmasi sonucu oksidatif stres olusur ve hiicre

membrani, niikleik asitler ve proteinler zarar gorebilir (Aruoma, 1998).

Prooksidanlar, viicutta metabolik yollarla olusabilecegi gibi UV 1sinlar, viriisler,
radyasyon, g¢evre kirliligi, sigara dumanina maruz kalinmasi, enfeksiyon, stres,
alkol ve bazi ilaglarin alimi ile de olusabilmektedir. Bu bilesikler niikleik asitler,
karbohidratlar, proteinler ve lipidler gibi makromolekiillere saldirarak, hiicre
yaslanmasina, kardiyovaskiiler hastaliklara, mutajenik degisikliklere ve kanserli
timorlerin  biiylimesine yol acabilirler. Eger serbest radikaller noétralize
edilmezlerse viicutta asagidaki ciddi hasarlara neden olabilirler:

P Hiicre membrani proteinlerini pargalayarak hiicreleri dldiirebilir.

» Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre
fonksiyonunu engelleyebilir.

P Niiklear membran1 yararak niikleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1
kirilmaya ve mutasyonlara acik hale getirebilir.

P Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini bozabilir.



1.2. Antioksidanlar

Son yillarda biitiin dikkatler prooksidan-antioksidan dengesi ve bunun etkileri
konusu iizerinde toplanmigtir. Bu ¢aligmalar genis dl¢lide antioksidan alimi ya da
bir takim hastaliklar1 engelleyebilen antioksidan savunma sistemleri {izerinde
yogunlasmistir (Storz ve Imlay, 1999). Modern toplumlarda ‘antioksidan’
kelimesinin popiilerligi sagliga faydalarinin basin kitlesi tarafindan reklam
edilmesiyle de giderek artmaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar ‘antioksidan
savunma sistemleri’ veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler (Altmisik, 2000).
Antioksidanlar, kendi elektronlarim1 vererek, serbest radikalleri notralize ederler.
Elektronunu kaybeden antioksidan, yeni bir radikal olarak davranmaz, bilesik her
iki formda da stabildir. Genellikle fenolik ve konjuge yapida bulunan antioksidan
molekiilii iizerine aldig1 radikalik yiikii, delokalize ederek radikal etkinligini

azaltir.
AH+ROO' — 5 A'+ROO +H'

Antioksidanlar ayrica, selat yapici olarak da davranarak demir ve bakir iyonlarinin
Fenton reaksiyonu ile olusturduklar1 serbest radikalleri giderme &zelligine
sahiptirler.

Antioksidanlar, prooksidanlar baslica dort yolla etkisiz hale getirirler:

Siiptirme (Scavenging) etkisi: Prooksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile

doniistiirerek etkisizlestirir.
Sondiirme (Quenching) etkisi: Bir hidrojen transferi ile oksidan maddeler inaktive
edilir.

Zincir reaksivonlarim kirma (Chain Breaking) etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin

ve agir metaller prooksidanlar kendilerine baglar ve inaktive eder.
Onarma(Repairing) etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilirken dogal
antioksidanlar enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gostermeyen
antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Enzimatik etki gdstermeyen antioksidanlar ise
endojen ve eksojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilabilir. Endojen antioksidanlar



bulunduklar1 ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre ici
(intraseliiler), membranal ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak ii¢
sinif altinda toplanabilir. Bu smiflandirma Sekil 1.1.°de sematik olarak

gosterilmistir.

Antioksidanlar

/\

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
BHT, BHA, Trolox, ¢esitli

selat olusturucu maddeler

Enzim Enzim olmayan
SOD
Katalaz /\
Glutatyon peroksidaz Endojen Eksojen
Glutatyon S Transferaz Glutatyon Vitamin E
Glutatyon Rediiktaz Seriiloplazmin Vitamin A
Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Fenolik Bilesikler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 1.1. Antioksidanlarin siiflandirilmasi.

Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini
vererek serbest radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline
gelmemeleridir. Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en onemli
faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikkleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal
kaynaklardan elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Sebze meyve alimu ile iltihaplanma, kalp damar hastaliklari, kanser ve yaslanma
gibi hastaliklar arasindaki iliski klinik ve epidemiyolojik c¢alismalar ile
belirlenmistir (Willett, 2001). Diyet ile alinan antioksidanlarmn oksidatif stresin



neden oldugu hastaliklarin onlenmesinde etkili besinler olduguna inanilmistir
(Ames vd., 1995). Boylece antioksidanlar son yillarda ilginin arttigi bir konu
haline gelmistir. Literatiir aragtirmalar1 incelendiginde, antioksidanlar ve oksidatif
stres lizerine olan yayin sayisinda gecmis yillara gbre bir hayli artis oldugu
gorlilmektedir.

1.2.1. Dogal Antioksidanlara Ornekler
1.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu
katalize eden bir metaloenzimdir. Insan hiicrelerinde 6zellikle sitozolde bulunan
bakir ve ¢inko iyonu iceren SOD ile mangan iyonu igeren mitokondrial SOD
olmak tizere SOD’un iki izoenzimi bulunur (Cavdar vd., 1997). SOD’un
katalizledigi kimyasal reaksiyon:

.~ ., SOD
20, +2H" ————» H,0, + O,

Bu reaksiyon ‘oksidatif strese karsi ilk savunma’ olarak da isimlendirilir. Ciinkii,
stiperoksit radikali zincirleme radikal reaksiyonlarimin gii¢lii bir baslaticisidir. Bu
sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O,  diizeyleri kontrol altinda
tutulur.

1.2.1.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) glutatyon molekiliinii (GSH) yiikseltgenmis
glutatyona (GSSG) donistiiriirken hidrojen peroksit ve biiylik molekiilli lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. Yapisinda selenyum iyonu

bulundugundan dolay1 metaloenzim olarak adlandirilir.

GP
H.0, + 2GSH —X> GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH — CPX_, GSSG + ROH + H,0



1.2.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi tabiatta ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. CAT, sitokrom sistem
iceren memeli ve memeli olmayan organizmalarda bulunurken, genellikle
anaeroblarda bu enzime rastlanmamaktadir. Hemen hemen tiim aerobik
mikroorganizmalarda, bitki ve hayvan hiicrelerinde katalitik aktivitesi yiiksek
konsantrasyonda mevcuttur.

Oksidasyon (ylikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme) reaksiyonlarinda rol
oynayan enzimlere oksidorediiktazlar denir ve katalaz oksidorediiktazlarin bir
grubu olan hidroperoksidazlar sinifinda yer alir. Hidroperoksidazlar, substrat
olarak hidrojen peroksit veya diger organik peroksitleri kullanirlar, ayn1 zamanda
canliy1 zararh peroksitlere karsi korurlar. Peroksitlerin hiicrede birikmesi serbest

radikallerin ortaya c¢ikmasina ve membran yapisinin bozulmasina neden olur
(Higashi vd., 1974; Nicholls vd., 2000).

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiiriilmesini katalizleyen ve
boylece hidrojen peroksitin hiicresel bilesiklere zarar vermesini engelleyen
koruyucu bir enzimdir. Hidrojen peroksit, katalaz tarafindan pargalanmazsa viicut
icin ¢ok tehlikeli bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin Onciilii olarak
davranir ve bu radikal hiicrede kalic1 hasarlara neden olur. CAT 1n katalizledigi
kimyasal reaksiyon agagida gosterilmistir.

CAT
2H,0; ———— H,0+ 0O,

Ferritin, laktoferrin, seruloplazmin, hemoglobin, a-globulin gibi plazma ve
eritrosit proteinleri, Fe®* ve Cu® gibi serbest metal iyonlarim1 baglayabilme
kabiliyetinden dolayr Fenton reaksiyonunu ve diger radikal olusturan

reaksiyonlarin olusumunu engelledigi i¢in birer antioksidan olarak rol oynarlar.

Hidrojen peroksit siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.

H202 + 02. — .OH + OH7 + 02

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizorsiiz ortamda
oldukca yavagken, demirin katalizorligiinde ¢cok hizlidir.

0O, + Fe™ — 0, + Fe™
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Fe'? + H,0, — Fe"* + 'OH + OH"
02. + H202 — .OH + OH_ + Og

Katalizorlii tepkimede demir nce ferrik formdan (Fe*®) siiperoksit ile ferréz forma
(Fe*® indirgenir. Ferréz form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar
yikseltgenirken ‘OH ve OH iiretilir (Akkus, 1995; Gutteridge, 1995). Fenton
reaksiyonuna fenolik antioksidanlar (ArOH) ile Cu® ile ArO olusumu da &rnek
olarak verilebilir.

Cu* + ArOH — Cu* + ArO" + H*
1.2.1.4. Vitamin E (Tokoferol)

Vitamin E hiicrelerde bulunan ve yagda ¢oziinebilen bir antioksidandir. Dogada
yan zincirlerinin doygunlugu ve metilasyonu bakimindan birbirinden farklt o, 3, y
ve o-tokoferol ile «, B,y ve &-tokotrienol isminde sekiz tip vitamin E bulunur.
Plazmada baskin olarak bulunan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olani
ise a-tokoferoldiir.

Vitamin E, insan viicudu ic¢in esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu
nedenle digsaridan alinmasi gerekir. Hiicre membraninin yapist ve fonksiyonu
acisindan 6nemli olan doymamis yag asitlerinin korunmasinda rol oynar (Caylak,

2011). Vitamin E’nin kimyasal yapis1 asagida gosterilmistir.
0
-0
HC = | CH; CH; CH;
e 4 \/\)W\
HiC 0= CHs

CH, Chy

CH,

Vitamin E

1.2.1.5. Askorbik Asit (Vitamin C)

Suda ¢6ziinen vitaminlerden olan askorbik asit (vitamin C) 6zellikle taze yesil
sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Cok giiclii bir indirgeyici
ajan olan askorbik asit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona
girerek onlari temizler. Yapisal formiilii asagidaki gibidir.
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CH,OH
HCOH
O 40
HO OH

Askorbik asit

Indirgeyici bir hiicresel ajan olan askorbik asit, zincir kirici antioksidan etki
gosteren Vitamin E (a-tokoferol), radikal siipiiriicii etkisi bulunan Vitamin A (B-
karoten) gibi molekiiller insanlarda sentezlenemeyen; bitkiler tarafindan iiretilen
sekonder metabolitlerdir ve antioksidan aktivite gosterirler.

1.2.1.6. Fenolik bilesikler

Bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan, ¢ok sayida farkli
nitelik ve miktarlarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir. Bitkilerin ikincil
metabolizma Tiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin
bulunan maddeler grubu olup, gilinlimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tammlanmustir. Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak,
dal ve govdelerinde bulunabilirler.

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler

olarak iki gruba ayrilirlar.

Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba
ayrilirlar. Bitkisel gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit,
hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir.
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R1 R1
R24©—COOH R24©70H= CH—-COOH
R3 (a) R3 (b)

Sekil 1.2. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit

tiirevleri.

Sekil 1.2.a Rl R2 R3 Sekil1.2.b Rl R2 R3
p-Hidroksibenzoik H OH H p-Kumamrik H OH H
Pirokate suik H OH OH Kafeik H OH OH
Vanilik CH,O OH H Ferulik CH;O OH H
Siringik CH3O OH CH;O Sinapik CH;O OH CH;0
Gallik OH OH OH

Flavonoidlerin  karbon iskeleti, iki fenil halkasimin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6)
yapisindadir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif o6zelliklerinden
dolay1 kolaylikla glikozitlenir. Flavonoidler gidalarda 6nemli miktarlarda (% 0.5-
1.4) bulunan polifenollerdir. Yaklasgitk 6500 farkli flavonoid bilinmektedir.
Flavonoidler bitkilerde fenil alanin ve tirozin gibi aromatik amino asit
formlarindadirlar (Slobodan vd., 1994). Bitkilerde genellikle glikozilat tiirevleri
olarak meydana gelirler ve yapraklarda, gigeklerde ve meyvelerde mavinin parlak
tonlar1, koyu kirmizi ve turuncu renklerinin olusumunda katk:i saglarlar. Cesitli
sebze ve meyvelerin digsinda flavonoidler tohumlarda, findiklarda, tahillarda,
baharatlarda, bazi saraplarda (6zellikle kirmuzi sarap), farkli tibbi bitkilerde,
caylarda ve birada bulunur (Pietta, 2000). Favonoidler kimyasal yapilarina gore

bes gruba ayrilirlar:

e Antosiyanidinler
Flavonlar ve flavonoller
Flavanonlar

Katesinler
Proantosiyanidinler
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Fenol tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapisi agagida goriilmektedir.

3
7 T, 4
g 1 | 3J .
- o -
[} __:_-_.-ﬁ ", 2.-' "‘\-"-'g.—f
A | C

[ *\HJ, ; 3
Flavonoidlerin genel yapisi

Antosiyanidinler, dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit yapmisg

olarak bulunurlar ve antosiyanin adin1 alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin
pembe, kirmizi ve mor tondaki gesitli renklerini veren suda ¢6ztinebilir nitelikteki
renk pigmentleridir. Bilinen pek ¢ok antosiyanidinden meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunan alti antosiyanidinin yapist Sekil 1.3.”de goriilmektedir.

Ry Antosiyanidinler R; Rs

%~ OH Pelargonidin (Pg)  H H

HO P Dx |f”-H. Slyan-ld-m(Cy) OH H
| \L 5 Peonidin (Pn) OCH; H
RN S Delfinidin (Dp) OH OH
OH Petunidin (Pt) OCH; OH

Malvinidin (Mv)  OCH; OCH;

Sekil 1.3. Antosiyanidinler ve antosiyanin pigmentlerinin yapisi.

Flavonlar ve Flavonoller, Sekil 1.4.’te gortldiigi gibi orta halkanin 3. karbon

atomuna flavonlarda (H), flavonollerde (OH) grubu baglanmistir. Antosiyanidinler
gibi bunlar da sekerlerle glikozit halinde baglanmis olarak bulunurlar.
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Flavonoller Flavonlar
(X = OH) R1 R2 (X = H) R1 R2
Kamferol H H Apigenin  H H

Kuersetin OH H Lutaolin OH H
Mirisetin OH OH Kirisoeriol OCH; H
[soramnetin  OCH; H Trisin OCH; OCH,

Sekil 1.4. Flavonoller ve flavonlarin kimyasal yapilari.

Flavanonlar, flavonlardan farkli olarak asagidaki yapisal formiilde goriildiigi gibi
ortadaki halkada c¢ift bag bulunmaz. Bu glikozitler 6zellikle turunggillerde yaygin
olarak bulunurlar. En 6nemlileri naringin, hesperidin ve naringenindir.

HO ! O Q OH

ox O

Flavanon

Katesinler, tiglincii karbon atomunda bir OH grubu igerirler. Kimyasal yapilari,
flavon-3-ol diir. Sekil 1.5.’te en yaygin bulunan katesinlerin kimyasal yapilari
gorlilmektedir. Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu
olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava oksijeni ile kolaylikla
kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar.

(-)-Epikatesin: (R=H) (+)-Katesin: (R=H)
(-)-Epigallokatesin: (R= OH) (+)-Gallokatesin: (R= OH)
OH
OH OH
@OH

HO 0

R HO ,

O~ R
\\
OH o OH
OH

Sekil 1.5. Yaygin olarak bulunan katesinlerin kimyasal yapilari.
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Proantosiyanidinler, Kkateginlerden veya l6ykoantosiyanidinlerden olusan

polimerik  yapilara proantosiyanidinler denir. Sadece epikatesin/katesin
kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/gallokatesin kondensasyonu
ile olusuyorsa prodelfinidin denir. Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan
proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan

dimerlerdir.
= _~OH
\L/\ ~O ‘@
/' oH j

Proantosiyanidinler
1.2.2. Sentetik Antioksidanlara Ornekler
1.2.2.1. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidanlardandir. Yagda ¢6ziinen
fakat suda ¢oziinmeyen biitillenmis hidroksitoluen beyaz kristal goriiniimiindedir.
Peroksi radikaliyle iki agamada etkileserek ¢ok daha az reaktif iirlinlere doniistiiren
2,6 di-tert-butil-4 metil fenol yani butillenmis hidroksitoluen (BHT) 6nemli
sentetik antioksidandir. Genellikle gidanin yag iceriginin agirligi lizerinden,
tek basina veya antioksidan karigimi olarak % 0.02 (200 ppm) oraninda
kullanilir. Bu antioksidanin fazla tiiketimi, viicutta asir1 hassasiyete ve
alerjiye yol acabilmektedir.

CHs
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
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1.2.2.2. Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Biitillenmis hidroksianisol, 3-tersiyer biitil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyer biitil-4-
hidroksianisol iki izomerin karisimi olup beyaz mumsu pargaciklar halindedir.
BHT gibi yagda ¢oziiniir fakat suda ¢oziinmez. BHA 6zellikle ugucu yaglarin
renk, tat ve kokularinin korunmasinda, bilhassa kisa zincirli yag asitlerinin
oksidasyonunu kontrol etmede etkilidir. Genellikle tahil ve sekerli
tiriinlerde kullanilir.

OH
CHs
c/ CH
ul 3
\
CHs
H,CO

Biitillenmis hidroksianisol (BHA)
1.2.2.3. Troloks

Troloks [6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin
suda ¢oziiniir esdegeridir. Troloks canli sistemlerde dogal olarak bulunan bir
bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan aktivite tayin yonteminde standart

olarak kullanilir.

CHy

CHs

Troloks
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1.3. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Oksidatif stres kosullarinda serbest radikaller biyolojik makro molekiillerle
etkileserek cesitli hastaliklara yol actigindan bu serbest radikalleri gideren
antioksidanlarin biyolojik 6rneklerdeki total tayini 6nemlidir. Ote yandan,
giiniimiizde, 6zellikle antioksidan kapasitesi yiiksek bitki ve besinlerin tiiketimi
onerildiginden, bitki 6rneklerinde de antioksidan tayini yapilir.

Onceleri biyolojik drneklerin ve gidalarin antioksidan kapasitesinin giivenilir bir
sekilde oOlgiilmesi kabul edilmis ancak analiz eksikligi problem olusturmustur.
Epeyce farkli diisiinceler iceren elestiri yazilar yaymlanmistir. Frenkel ve Meyer
tarafindan yazilan bir elestiride, biyolojik antioksidanlar ve ¢ok fonksiyonlu
gidalar1 analiz etmek icin tek boyutlu metotlarin kullaniminin sorunlu oldugu
tizerinde durulmustur. Yazarlar genel bir test protokoliiniin uygulanmasini
a) Biyolojik olarak konuyla ilgili substrat segmek
b) Cesitli oksidasyon sartlarinin test edilmesi
¢) Ilk ve ikinci oksidasyon iiriinlerinin her ikisinin test edilmesi
d) Antioksidanlarin aktif bilesenler ile ayn1 molar konsantrasyonlarmin
karsilastirilmast
e) Temel indiiksiyon asamasinin miktarini belirlemek, % inhibisyon ya
da hidroperoksit olusum veya ayristim orami ya da ICsy ( % 50
inhibisyona neden olan antioksidan konsantrasyonu)’yi belirlemeyi

onermislerdir (Huang vd., 2005).

Bitkilerin gelisiminin takibinde de sekonder metabolit olan antioksidan bilesiklerin
diizeyleri onemlidir. Bu amagla kullanilan yontemlerin temeli, ¢esitli antioksidan
fenolikler ve vitaminler varliginda belirli kromojen radikallerin olusumunun
gecikmesi veya ortamda var olan radikalin soniime ugramasina dayanir.
Antioksidan kapasiteyi 6l¢mek i¢in gelistirilmis birgok analitik yontem mevcuttur.
Yapilan arastirmalar bir antioksidan bilesigin bir yontemle olgiilen antioksidan
kapasitesinin diger bir yontemle Olgiilene kiyasla farkli olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, bir bilesige ‘antioksidan kapasitesi yiiksek” 6zelligini
yakistirabilmek igin birden fazla yontemle tayininin yapilmasi ve diger bilesiklerle
karsilastirilmast  gerekir. Bu ylizden bircok antioksidan tayin yOntemi
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari:
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Total Antioksidan Aktivite Tayini (Ferric Thiocyanate Content/FTC)
DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH Free Radical Scavenger
Activity/DPPH)

Toplam Fenolik Bilesik Tayini (Total Phenolic Content/TPC)

Toplam Flavonoid Tayini

Toplam Flavonol Tayini

Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity/CUPRAC)

Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Yontemi (Oxyjen Radical
Absorbans Capacity/ORAC)

Hidroksil Radikali Siiptiriicii Aktivite Tayini

Stiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

Indirgeme Giicii Tayini

Demir(IlI) indirgeyici Antioksidan Gii¢ (Ferric Reducing Antioxidant
Power/FRAP)

Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi (Trolox Equvalent
Antioxidant Capacity/TEAC)

Literatiirde verilen antioksidan tayin yontemlerinde temel siniflandirma reaksiyon
tipine gore yapilir. Antioksidan tayinleri, hidrojen atomu transferine (HAT) veya

elektron transferine (ET) dayanur.
HAT’ne gore antioksidan etki mekanizmasi:
ROO" + AH/ArOH — ROOH + A" /ArO’
ET’ne gore antioksidan etki mekanizmasi ise:
ROO" + AH/ArOH — ROO™ + AH"/ArOH"
ROO" + AH/ArOH «—»R0O0O + A'/ArO"+ H"

Elektron transferine dayanan yontemler; farkli standart potansiyellere sahip cesitli
kromojenik redoks reaktifleri kullanan TEAC, DPPH, TPC, FTC, CUPRAC,
indirgeme giici ve FRAP yontemleridir. Hidrojen atomu transferine dayanan
yontemler ise ORAC yontemidir. Elektron transferine dayanan yontemler oksidan
ile bir redoks reaksiyonu igerirler. HAT ne dayanan yontemler genellikle sentetik
serbest radikal {retimi, oksitlenebilen radikal prob ve antioksidanlardan
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olusmustur. HAT ve ET’ne dayali yontemler drnegin antioksidan kapasitesinin
engellenmesi yerine radikal (ya da oksidan) siipiiriicii kapasiteyi 6l¢meye dayali

yontemlerdir.

ET’ne dayali yontemler, reaksiyon karigtminda antioksidan ve oksidan olmak
iizere iki bilesen icermektedir.

Prob (oksidan) + e (antioksidan) — indirgenmis prob + oksitlenmis antioksidan

Kendi bagina bir oksidan olan prob, antioksidandan elektoronu ayirir ve probun
renginde degisim meydana gelir. Renk degisimi antioksidan derigsimi ile dogru
orantilidir. Renk doniisiimiiniin durdugu nokta reaksiyonun sonlandigi noktadir.

Antioksidan konsantrasyonuna kars1 absorbans degisimi lineer bir egri verir.

ET’ne dayali yontemler antioksidanin indirgeme giiciinii 6lcerken HAT ne dayali
yontemler hidrojen atomu baglama giiciiniin miktarin1 6lger. Hidrojen atomu
transfer reaksiyonlarinin radikal zincir reaksiyonlarinda énemli bir adim oldugu
gorlilmektedir. Bu yiizden HAT’ne dayali yontemler radikal zincir-kirma
antioksidan giicii ile daha cok iliskilidir (Huang vd., 2005).

Diger ROS siipiiriicii kapasitenin ol¢iildigli yontemler:

e Siiperoksit anyonu siipliriicii aktivite tayini
e H,0; siipiiriicii aktivite tayini

e Hidroksil radikal siipiiriicti aktivite tayini
o Singlet oksijen siipiiriicii aktivite tayini

e Peroksinitrit (ONOQ) siipiiriicii aktivite tayini

olarak sayilabilir. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemlerinden bu c¢aligmada
kullanilanlar hakkinda bilgi asagida verilmistir:

1.3.1. Total Antioksidan Aktivite Tayini (FTC)

Bu analiz Saha vd. (2004) metoduna gore uygulanmaktadir. Bu yontemde linoleik
asit, etanol ve fosfat tamponu ile olusturulan emiilsiyon ortaminda, doymamis bir
yag asidi olan linoleik asidin 40°C’de 140 saat oksijen ile inkiibasyonu sonucu
olusan lipid peroksidin miktarinin Ol¢iimiine dayanmaktadir. Lipid peroksitin
neden oldugu peroksidasyonun antioksidan madde tarafindan ne kadar
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engellendigine, olusan kirmiz1 rengin bir kontrole kars1 500 nm’deki absorbansinin
Olciilmesi ile karar verilir. Yiiksek absorbans diisiik antioksidan aktiviteyi, diisiik
absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir. Reaksiyonun genel denklemi
asagidaki gibidir:

LOOH + Fe*—— LO + OH +Fe*

Fe¥* + NH,SCN— FeSCN* + NH,"

Kirmizi renk
olusumu

Yiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen BHT standart olarak kullanilir.
Sonug, antioksidanin linoleik asidin peroksidasyonunu inhibe etme yiizdesi (%
inhibisyon) olarak verilir.

1.3.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

Bu yontem Brand-Williams vd. (1995) metoduna gore uygulanmaktadir. DPPH
radikali (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. DPPH sentetik
bir radikal olup dogal sistemlerde bulunmamaktadir. Bu nedenle DPPHni
stipiirme etkisinin Ol¢iilmesi yoluyla antioksidan kapasite tayini ile ilgili elestiriler
vardir. Ancak yontem uygulama kolayligi nedeniyle ¢ok kullanildigi igin artik
antioksidan kapasite tayin yontemleri arasinda en fazla kullanilanlardan birisidir.

DPPH radikali (1,1-difenil-2-pikril hidrazil)

Yontemin esas1 DPPH igeren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir
molekiiliin (antioksidan) ¢o6zeltisinin karistirilmasit sonucu DPPH radikalinin
indirgenmesine ve ¢ozeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina dayanir.

Mor renkli ¢ozeltinin 517 nm’deki absorbansinin azalmasi olgiilerek reaksiyon
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takip edilir. Ornek derisimine karsi inhibisyon degerleri kullamlarak cizilen
grafikten % 50 inhibisyon saglayan 6rnek derisimi (ICsp), hesaplanarak harcanan
antioksidan miktar1 ICsy (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir (Brand-Williams
vd., 1995). Reaksiyonun genel denklemi asagidaki gibi yazilabilir:

DPPH’ + ArOH ——DPPH + ArQ" + H*

DPPH yontemi teknik olarak basit olmasina karsin bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bir¢ok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan
peroksil radikalleri ile ¢ok hizli tepkime vermektedir. Sonug¢ olarak antioksidan
kapasitesinin dogru bir sekilde ifade edilemedigi diisiiniilebilir. Ayrica DPPH ile
antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon kinetiginin DPPH derisimi ile her zaman
dogrusallik gostermedigi de bilinmektedir (Huang vd., 2005; Molyneux, 2004).

1.3.3. Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Bu yoéntem, Singleton ve Rossi tarafindan (1965) ortaya konmustur. Ornek
icindeki toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine gore belirlenir.
Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya Folin-Denis Reaktifi); fenolik
ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayin yoOntemlerinde kullanilan
fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimidir (Singleton vd., 1965). Yontem test
edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarini
Olcer (Vinson vd., 2005). Ancak bu reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini
0lecmedigi ve 6rnek i¢inde mevcut tiim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi
bilinmektedir. Bu nedenle reaktifin sadece drnekteki fenolik bilesik diizeyini degil
ornegin total indirgeme kapasitesini de Ol¢tiigli konusunda tartisma vardir (Ikawa
vd., 2003). Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktar1
tayini hemen hemen tiim antioksidan c¢aligmalarinda ornekteki fenolik igerigin

tayininde kullanilan standart bir yontemdir.

Toplam fenolik madde miktari, gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg
gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplanir.

1.3.4. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid tayini Quettier-Deleu (2000)’e gore yapildi. Fenolik
ekstraktlarin toplam flavonoid tayini aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemine
gore belirlendi. Standart olarak iyi bir flavonoid oldugu bilinen rutin kullanildi.
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Flavonoid miktar1 rutinin alkoldeki ¢ozeltisinin standart kalibrasyon egrisi
kullanilarak gram 6rnek basina pig rutin esdegeri (RE) olacak sekilde hesaplandi.

1.3.5. Toplam Flavonol Tayini

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’a gore yapildi. Standart olarak rutin
kullanildi. Flavonol miktar1 rutinin alkoldeki ¢ozeltisinin standart kalibrasyon
egrisi kullanilarak gram oOmek basma mg rutin esdegeri (RE) olacak sekilde
verildi.

1.3.6. Kuprik Iyon indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

CUPRAC yonteminde kromojenik indirgeyici ajan bis(neokuproin) bakir(Il)
selatidir. Bu reaktif pH 7.0’de kullamighdir. Polifenollerin redoks reaksiyonu
sonucu indirgemesi ile olusan bakir(I) selatinin absorbansi 450 nm’de ol¢iiliir. Bu
yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme potansiyeli 6l¢iilmek suretiyle bitki
ekstraktlarinda ve insan serumunda (Apak vd., 2004; 2005) total antioksidan
kapasite tayini i¢in gelistirilmis ve bakir(Il) indirgeyici antioksidan kapasite tayini
olarak isimlendirilir.

Yeni gelistirilen CUPRAC yonteminde kullanilan kromojenik oksidasyon reaktifi
olan bis(neokuproin)-Cu(II) klortir ile antioksidan arasindaki reaksiyon:

B ] 2+

{’/.»
</“\ \>f’_\

e

Olksitlenmis
Antioksidan Antioksidan

N A

Acik mavi CUPRAC reaktifi

Sari-turuncu iirin

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc)** +Ar(0), + 2n H*

seklindedir.
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1.3.7. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Yontemi (ORAC)

ORAC yontemi ilk kez Cao, Allessio ve Cutler tarafindan onerilmistir (Cao
vd.,1993). Bu yontemde peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekiiliin bir
antioksidan tarafindan ne kadar korundugu, hedef molekiiliin bozunmas: floresans
veya absorbans takibi ile izlenerek, bozunma kinetigi egrisinin altinda kalan alanin
degisimi ile Olgiiliir. Orijinal yontemde hedef molekiil olarak fikoeritrin
kullanilmig iken daha sonra bu molekiiliin yerini fluoressein almigtir (Ou vd.,
2002; Alarcon vd., 2008). Hem fikoeritrin hem de fluoressein ile yapilan ORAC
Olciimleri floresans spektrofotometre gerektirmektedir. Ayrica test edilen bilesigin
antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasi durumunda kesin kinetik veri elde etmek
zorlagmaktadir. Bu nedenle bu reaktiflerin yerine renkli bir reaktif olan pirogallol
red (PGR)’in kullanilmasi 6nerilmistir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006). Pirogallol
red kullanilarak elde edilen ORAC degerlerinin antioksidanlarin peroksil
radikallerine karsi reaktivitesini daha dogru gosterdigi de rapor edilmistir (Lopez-
Alarcon ve Lissi, 2005). Pirogallol red kullanilarak ORAC ydntemi ile antioksidan
tayini saf antioksidan maddeler ve kompleks antioksidan karisimlari igin denenmis
ve sonuclarin test edilen bilesiklerin reaktivitesi ile daha iyi korelasyon gosterdigi
ve goriiniir spektroskopi uygulanmasinin daha kolay oldugu sonucuna varilmistir
(Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

Pirogallol red molekiiliiniin kimyasal yapisi
ORAC yonteminde reaksiyon sirasi agagidaki gibidir:

ROO"+ PH— ROOH +F"

P'+ ROO —» ROOP
ROO + AH —» ROOH + A’

A"+ ROO° —» ROOA
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PH: Prob
AH: Antioksidan

ORAC degerleri genellikle Troloks esdegeri olarak ifade edilir. Farkli Troloks
derisimleri icin floresans yikim egrileri kullanilarak standart bir egri ¢izilir.
Ornegin Troloks esdegeri, Troloks derisimi ile floresans yikim egrisi altinda kalan
net alandan yola ¢ikilarak hesaplanir.

1.3.8. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Deoksiriboz yontemi olarak ta bilinen bu yontem, antioksidan molekiill ve OH
radikali arasindaki reaksiyon hiz sabitini saptamaya olanak saglar. Bu yontem
Halliwell vd. (1987) tarafindan ortaya konmustur. Deoksiriboz sekeri (2-deoksi-D-
riboz), Fenton sistemi ya da irradyasyon ile gelistirilmis hidroksil radikallerini
indirger (Bucnall vd., 1978; Gutteridge, 1981). Deoksiriboz, biyokimyasal
sistemlerde hidroksil radikalinin olusumunu o6lgmede genellikle kullanilan bir
yontemdir (Gutteridge, 1981; 1987; Halliwell vd., 1987). Fe’-EDTA selati
hidrojen peroksit ile pH 7,4 fosfat tamponunda inkiibe edilirse OH radikalleri
olusur. Baz1 radikaller EDTA tarafindan siipiiriilmekten kurtularak deoksiriboz ile
reaksiyona girebilir. Muhtemel reaksiyonlar asagidaki gibidir:

Fe’-EDTA + O, «—» Fe*-EDTA+ 0,
20, +2H"—>» H,0,+ O,
Fe’*-EDTA + H,0, —» OH + OH' + Fe**-EDTA
181

OH’ + deoksiriboz—» fragment ——» MDA
TBA

2TBA + MDA —  kromojen

Deoksiribozun degradasyon orani asagidaki reaksiyon geregince askorbik asit gibi
indirgeyici ajan igerigine bagli olarak artar (Aruoma vd., 1987):

Fe**-EDTA + askorbat ——» Fe*-EDTA + oksitlenmis askorbat

Ekstra H,0, eklenmesi ile de hiz arttirilabilir (Aruoma vd., 1987; Halliwell vd.
1987). Reaksiyon karisimi deoksiriboz, FeCls, EDTA, KH,PO,-KOH pH 7,4
tamponu, ve H,O, ve analiz edilecek maddeyi icerir. OH radikal iir{iniiniin
deoksiriboza saldiris1 dl¢iiliir (Brigette vd., 1993). Reaksiyon hiz sabiti yontem
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karigimindaki antioksidanin ¢esitli derisimleri ile elde edilen yarigmali noktalardan
hesaplanir.

1.3.9. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

Stiperoksit anyonu siipiiriicii  aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin biraz
modifikasyonu ile Giilgin vd. (2003)’e gore yapildi. Siiperoksit radikalleri, fenazin
metasiilfat (PMS)-nikotinamid adenin diniikletid (NADH) sisteminde NADH’in
oksidasyonu ile olusturuldu ve nitroblue tetrazolyum (NBT)’un indirgenmesi ile
analiz edildi. Reaksiyon karigimimnin absorbansindaki diisiis siliperoksit anyon

stipliriicii aktivitenin arttigini gosterir.
1.3.10. indirgeme Giicii Tayini

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan metoda gore indirgeme kuvveti incelenen
bilesigin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyalini gostermektedir. Bu yontem
Fe*"’iin Fe*"’ye indirgenmesi ile meydana gelen renk degisiminin 700 nm’deki
absorbansinin takibine dayanir. Reaksiyon kisaca asagidaki gibidir:

LOOH + Fe* —— LOO +H" + Fe**

Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan

madde olan askorbik asit ile karsilastirilarak % askorbik asit cinsinden verilir.
1.3.11. Demir(IIT) Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP)

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan bu yontemde antioksidan kapasitesi
Olciilecek Ornegin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyeli Ol¢iilmekte olup,
Fe**’iin Fe?"’ye indirgenmesi ile meydana gelen renk degisimi 595 nm’de takip
edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda
standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile karsilastirilmak suretiyle
yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP metodunda 2.4,6-tripiridil-S-triazin
(TPTZ) Fe (II) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli 0.7 V’tan
daha diisik olan bilesiklerin antioksidan kapasitesi test edilebilmektedir.
Reaksiyonun genel denklemi asagidaki gibidir:
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Sekil 1.6. 2,4,6-tripiridil-S-triazin (TPTZ) Fe (111) tuzunun indirgenmesi.

Fe(TPTZ),* + ArOH —>Fe(TPTZ),*" + ArO" + H*

Bu metotta artan absorbans yiiksek Fe(Ill) indirgeme kuvvetini gostermektedir.
FRAP yonteminde sonug, standart antioksidan olarak askorbik asit kullanilmasi
halinde % askorbik asit olarak verilir.

1.3.12. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi (TEAC)

TEAC yontemi orijinal olarak 1993’de Miller vd. tarafindan kullanilmis olup,
uzun Omiirli radikal anyonlarin siipiirilmesine dayanmaktadir. Bu ydntemde
antioksidanlar hidrojen peroksit varliginda metmiyoglobinin peroksidaz aktivitesi
ile ABTS [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu]
radikalleri olusturulur ve antioksidan etkisiyle radikal olusumundaki azalma 734
nm’de Ol¢iiliir (Bondet vd., 1997). Orijinal yontemde ABTS radikal katyonu, H,0,
ve metmiyoglobinin reaksiyona girmesi ile olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS
arasindaki etkilesim sonucu olusmaktadir. ABTS’nun karakteristik absorpsiyon
spektrumu 660, 734, 820 nm’de maksimum vermektedir (Rice-Evans ve Miller,
1984; Pellegrini vd., 1999).

TEAC yontemi daha sonra Re vd. (1999) tarafindan modifiye edilmistir. Bu
gelistirilmis metot, ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gerceklesen reaksiyon
sonucu mavi-yesil ABTS™ kromoforu olusur. Yani sisteme antioksidan ilave
edilmeden 6nce radikal katyonu olusturulmaktadir. Asagida molekiil yapisi verilen
ABTS radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda iki giin dayaniklidir.
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ABTS radikal katyonu

Gelistirilen metodun orijinal metottan farki hem lipofilik hem de hidrofilik
antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi
olmasidir. ABTS radikal katyonunun olusumu ve ortama antioksidan ilave
edilmesi ile gerceklesen reaksiyon:

ABTS + K,S,03 —» ABTS™
ABTS™ + ArOH —» ABTS + ArO"+ H*

seklindedir.

2. KAYNAK OZETLERI

King (1962) iki bagh glikoflavonu (flavonoid A ve B), ticari bugday ruseym
orneklerinden izole etmistir. Her biri, yiiksek hidroksilli glikozil tipi bir yan baga
bagli apigenin ¢ekirdek ihtiva etmektedir. Ultraviyole spektrofotometrik
caligmalardan edinilen ve bilinen glikoflavonlarla benzerlikleri karsilagtirilmistir.
Glikoflavonlara ek olarak, bugday ruseyminde serbest bi¢cimde ferulik asit ve
vanilik asit bulunmustur. Metoksi hidrokinon glikozit varligi da ayrica ifade
edilmistir.

Bondet vd. (1997) ii¢ antioksidanin reaksiyon mekanizmalarini kullanarak kinetik
caligmada elde edilen deney sonuglarini agiklamak i¢in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH") serbest radikal yontemini daha 6nce laboratuarlarinda uyarlamiglardir. Bu
radikal formda, DPPH" antiradikal bilesik tarafindan indirgenmesi ile 515 nm’de
maksimum absorbans gostermektedir. Bir sentetik antioksidan olan BHT, DPPH’
ile yavasca reaksina girer ve 5 saat iginde onu kararl bir hale getirir.

Velioglu vd. (1998) ayg¢icegi tohumlari, keten tohumlari, bugday ruseymi, kara
bugday (buckwheat) ve cesitli meyveler, sebzeler ve tibbi bitkileri iceren 28
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bitkinin toplam fenolik ve antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. Toplam
fenolik bilesimi  Folin-Ciocalteu metoduna goére belirlenmistir. Metanol
ekstraktinin antioksidan aktivitesi AOX (Alog Asz/dakika), AA (kontrole kars
bagil % inhibisyon), OOR (oksidasyon orani) ve AAC (antioksidan aktivite
katsayis1) B-karotenin renginin giderilmesi yontemine goére degerlendirilmistir.
Toplam fenolik ve antioksidan aktivite katsayilari arasindaki iligki istatistiksel
olarak dikkate degerdir.

Pinzino vd. (1999) bozulan ve parcalanan kart tohumlarda gbzlenen, degisimlerin
Oonemli bir nedeni olarak serbest radikalin oksidatif saldirisini incelemislerdir.
Antoksidan savunma mekanizmasi, radikal siipiiriicli gibi davranan karotenoidlerin
ve molekiiler tiirlerin varliginda hasar1 giderebilir. Bugday tohumundaki en 6nemli
karotenoid olan luteolinin miktar1 un halindeyken belirlenmistir. Tohumun
olgunlagmasi sirasinda ani bir azalma gostermektedir. Ek olarak, bugday
tohumundan yapilan undan elde edilen gluten uzun siire saklandiktan sonra
icerisindeki serbest radikallerin miktar1 ¢alisilmistir. Radikal konsantrasyonunun
yasa bagli oldugu goriilmiistiir. Gluten proteinlerinin siilthidril gruplan spesifik
olarak etiketlenerek protein zincirinin sertliginin karsilagtirmali EPR caligsmalarina
olanak saglanmustir. Polimerik glutenin progresif  (siirekli, asamali) olarak
sertlestigi uzun siire saklanan bugday tanelerinde bulunmustur.

Molero vd. (2000) Bugday ruseym yaginin sivi ve siiperkritik CO, ekstraksiyonu
ile ham maddenin ©n islemlerini ve etkili metotlara bakigs agilarim
tanimlamislardir. Bugday ruseym yaginin ekstraksiyonu i¢in en iyi sartlar: basing,
150 bar; sicaklik, 40 °C ve standart sicaklik ve basingta ¢oziicii akis hiz1 1,5
L/dakikadir. Coziicli olarak hekzanin kullanildigi klasik ekstraksiyon ydntemi
sonucu Uriin ve yag asidi bilesimleri elde edilmistir. Buna kargin daha yiiksek
kaliteli yag, ¢oziicii olarak CO, kullanilarak elde edilmistir. Bu faktorler, CO,
kullanilarak ekstraksiyon yontemi ile klasik yontem arasinda ekonomik olarak da
rekabeti tartigilir duruma getirmektedir.

Krings vd. (2000) yavaslatilmis musir yagi oksidasyonu ile bugday isleme
akisindan elde edilen kurutulmus bugday ruseym ekstraktlarini 60°C’de
saklamiglardir. Saf musir yagi ile en iyi stabilizasyon 160°C’de 20 dakika
kurutulmus olan bugday ruseyminden etanol ekstrakti (antioksidatif ekstrakt,
AOE) elde edilmistir. AOE’nin % 20 ve % 40’lik yiliksek dozajlarina ragmen
prooksidatif etki goriilmemistir. Ticari bitki yaglarinin yaslanmaya karsi kullanimi
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arttirmada her bir yag igin peroksit degeri, konjugat dien hidroperoksit
konsantrasyonu, ve analitik indikatér olarak o-tokoferol konsantrasyonu ve
depolama kosullar1 i¢in 6nemli gelismeler ispat edilmistir.

Krings ve Berger (2001) kavrulmus bugday ruseym unundan elde edilen etanolik
ekstraktlarin antioksidatif giicii ile diger kavrulmus gidalardan elde edilen
ekstraktlart karsilastirmuslardir. Tahil driinleri arasinda, ruseym unu lretim
prosesinden elde edilen kavrulmus pres kiispesi ve kavrulmus ruseym ununun sade
misir yagina eklenmesi oksidasyon kosulunu hizlandirmada cok etkilidir. Ayni
model sistemde, ticari kahvenin etanol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu
biitiiniiyle bastirdigi goriilmistiir. Bazi ekstraktlarin radikal siipiiriicii etkileri
dayanikli 1,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) radikalinin renginin giderilmesi
Ozelliginden yararlanilarak analiz edilmistir. Sonuglar sade misir yagi kullanilarak
hizlandirilmig oksidasyon deneylerinden elde edilen sonuglar ile tam olarak
uyumlu degildir.

Yu vd. (2002b) ii¢ farkli yerde (Akron, Trego ve Platte) sert kis kosullarinda
yetistirilen bugdaylari incelemigler ve bunlarin serbest radikal siipiiriicli 6zellikleri
ve toplam fenol kapasitelerini (TPC) karsilastirmiglardir. Bugday tanesinin
ekstraktlarinin serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri spektrofotometrik ve elektron
spin rezonans (ESR) spektrometri yontemleri ile stabil 2,2-difenil-1-pikril hidrazil
(DPPHY) ve ABTS™ (2,2-azino-di[3-etilbenztiazonil-siilfat]) radikal katyonuna
kars1 degerlendirilmistir. Sonuglar gosterir ki, ti¢ bugday ekstraktinin DPPH" ve
ABTS™nu inhibe etme ya da sondiirme kapasiteleri farklidir. Akron, DPPH
radikallerini sondiirmede en iyi aktiviteyi gdsterirken, Platte ABTS " ne kars1 en
yiiksek kapasiteye sahiptir. Bugday ekstraktlarinin deney kosullar1 altinda DPPH
radikallerine kars1 ICsp degerleri Akron igin 0,60 mg/mL; Trego i¢in 7,1 mg/mL ve
Platte igin 0,95 mg/mL’dir. Trolox esdegeri ABTS™ degerleri Akron, Trego ve
Platte bugday ekstraktlar1 igin sirasiyla 1,31+0,44; 1,08+0,05 ve 1,91+0,06
pmol/g’dir. ESR sonuglart ile bugday ekstraktlarinin direkt olarak reaksiyona
girdigi ve serbest radikalleri sondiirdiigii dogrulanmistir. TPC sonuglar1 g tane
basina 487,9 - 927,8 mg gallik asit esdegeri olarak bulunmustur. TPC ve DPPH’ ve
ABTS"™ radikal siipiiriicii kapasiteleri arasinda bir iliski gézlenmemistir.

Malecka (2002) yenilebilir yaglarin oksidasyona karsi direnci, onlarin yag asidi
tirine ve sabunlagsmayan maddelerinin yapisina baghiligimi ve domates
tohumlarinin, yulaf tanelerinin ve bugday ruseym yaginin sabunlagmayan
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maddelerinin rafine kolza yagma eklenmesinin stabiliteye etkisini aragtirmmis ve
bunlarin antioksidan etkileri biitillenmis hidroksianisol ile karsilastirmuslardir.
Yapilan deneyler sonucu kullanilan tiim katkilarin kolza yagmin oksidasyonu
sinirladigini kanitlamig ve en yiiksek koruyucu etkinin domates tohumu yagindan
izole edilmis sabunlagmayan madde i¢eren 6rneklerde oldugu gézlemlemislerdir.

Dunford ve Zhang (2003) ¢alismasinda bugday ruseym yaginin basingl solvent ile
ekstraksiyonunu incelenmistir.  Sicakligin, ekstraksiyon siliresinin, Ornek
boyutunun, ¢oziicii tipinin ve yagin kalitesinin ekstraksiyon verimine etkileri
tizerine ¢alismiglardir. Normal hekzanin ekstraksiyon verimi izo- ve saf-hekzan,
izo-propanol, etanol ve aseton ile karsilastirmiglardir. Ekstraktlarin n-3 ve n-6
coklu doymamus yag asitleri kapasitesi analiz edilmistir. Sokshelet ekstraksiyonu
ile karsilagtirildiginda basingli solvent ekstraksiyonu, ekstraksiyon siiresini dnemli
Olciide azaltmigtir. Yagin geri kazanimi igin gerekli olan siire ekstraksiyon igin
kullanilan bugday ruseyminin miktarina baghdir. En yiliksek ekstrakt miktari
basingli solvent ekstraksiyonu igin ¢dziicii olarak metanol kullanildiginda elde
edilmistir. Hekzanin ¢oziicti olarak kullanildigi ayni yag iirlinlerinin sokshelet ve
basingl solvent ekstraksiyon sonuclar1 verilmistir. Ekstraktin yag asidi bilesimi ne
sicakliktan ne de ekstraksiyon yonteminden etkilenmemistir. Deneysel sonuglar,
basingli solvent ekstraksiyon teknigi ile ¢oziicli tiiketiminin dasiirildigini ve
ekstraksiyon siiresi ile yagin yag asidi bilesimi ve ekstraksiyon {iriinii lizerinde ters

etkisinin olmadigini gostermistir.

Papadopoulos  vd.  (2003)  N,N'-dimetil-9,9'-biakridinyum  dinitrat ile
kemiilimiinesans kullanilarak zeytin yagt ve sulu ekstraktinin antioksidan
aktivitesini (AA) 6lgmek i¢in daha hassas ve kolay bir prosediir belirlemistir.
Zeytinyagi sulu ekstraktinin tohum yagindan 2-10 defa daha yiiksek AA gosterdigi
bulunmustur. Bu etkileyici fark, zeytinyaginin yiiksek oranda fenolik bilesik
icerdigini ortaya koyar. Spektrofotometrik ve florimetrik 6l¢iimler bu hipotezi
dogrulamistir. Bu c¢alismada goriildiigli {izere sulu yag ekstraktinin kantitatif
toplam fenol miktarini 6lgmek igin rapor edilen yontem kullanilabilmektedir.
Ticari ve ticari olmayan Yunan sulu zeytinyagi ekstraktlarinin kg bagmna 55,3 -
125,9 mg kafeik asit igerirken tohum yag: sadece 0,6 - 3,2 mgkg™ icermektedir.

Pathirana ve Shahidi (2005) fenolik bilesiklerin yumusak ve sert bugday
kepeginden ekstraksiyon islemi en iyi kosullar1 yiizey tepki metodunu (RSM)
kullanarak belirlemislerdir. Cozelti karisimi (%), ekstraksiyon sicakligi (°C) ve
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zaman (dakika) gibi ti¢ bagimsiz degisken degerin toplam antioksidan aktiviteye
(TAA) etkilerini arastirmak icin yiizey-merkezli kiibik bir dizayn (FCD)
kullanilmiglardir. Veriler, dizayn uzmanlik ve istatistiksel analiz sistemi
yazilimlar1 kullanilarak analiz edilmistir. TAA i¢in en iyi degerler yumusak
bugdayin tam tahil ve kepegi i¢in sirasiyla % 54, 61°C’de, 64 dakika ve % 49,
64°C’de, 60 dakika olarak bulunmus. En iyi kosullar altinda kiyaslanan TAA
tahmini degerleri 56.5 ve 63 TE’dir. Modelin gecerliligini kontrol etmek i¢in ham
fenolikler en iyi kosullar altinda ekstrakte edilmistir. Yumusak bugdayin tam tahil
ve kepegi i¢in degerler, sirasiyla, 54.7 + 3.2 ve 61.3 = 1.9 TE olarak bulunmustur.
Sert bugdayin TAA’st i¢in benzer bir egilim goézlenmistir. Deneysel degerler,
ongoriilen degerlerle uyumludur, bu da ekstraksiyon kosullarmi iyilestirmede
RSM’nin basarisini ve kullanilan modelin uygunlugunu gostermistir.

Giilgin (2006) ABTS ve DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayin yontemi, ferrik
tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan kapasite tayini, total indirgeme kapasitesi
ve metal selatlama aktivitesi yontemlerini kullanarak kafeik asidin antioksidan
etkilerini degerlendirmistir. Referans antioksidan bilesikler olarak a-tokoferol,
Troloks, BHA ve BHT’yi kullanmistir. 10 pg/mL ve 30 pg/mL derisimlerinde
kafeik asit linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu sirasiyla % 68,2 ve %
75,8 inhibe etmistir. 20 pg/mL derisimdeki BHA, BHT, a-tokoferol, ve troloks ise
% 74,4; % 71,2; % 54,7; % 20,1 inhibisyon gostermistir. DPPH radikal siipiiriicii
aktivite tayininde BHT > kafeik asit > BHA > a-tokoferol > Troloks (20 pg/mL) ;
ayni derigim araliginda ABTS radikalini siipiirme aktiviteleri i¢inse kafeik asit >

troloks > a-tokoferol seklinde bir siralama yapilmistir.

Pathirana ve Shahidi (2006) iki ticari bugday 6rnegini; yumusak ve sert farkli
ogiitme fraksiyonlar elde etmek igin kullanmiglardir. Ekstrakte edilen fenolikler
serbest ¢oziilebilir esterlere ve ¢oziilemez-bagl fraksiyonlara aittir. Fenolik madde
icerigi Folin ayirac1 kullanilarak saptanmistir ve ferulik asit esdegerleri (FAE)
olarak ifade edilmistir. Fenolik fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi, Trolox
esdegeri antioksidan kapasitesi, DPPH radical siipiiriicli aktivite, indirgeme giicii,
oksijen radikali ansorbans kapasitesi, diisiik dozda insan lipoprotein, kolesterol ve
DNA’sinin oksidasyonunun inhibisyonu, fotokemiilimiinesans inhibisyonu ve
demir (II) selatlama aktivitesi kullanilarak degerlendirilmistir. Kepek fraksiyonuna
bagl fenolik icerik sert ve yumusak bugdaylar i¢in sirasiyla 11.3 = 0.13 ve 12.2 +
0.15 mg FAE/g yag ¢ikarilmis madde seklindedir. Un igin karsi gelen degerler
0.33 £ 0.01 ve 0.46 + 0.02 mg FAE/g yag1 c¢ikarilmigs madde seklindedir. Bagl
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fenoliklerin toplam fenolik miktarna katkisi serbest ve esterlestirilmis
fraksiyonlarinkinden onemli 6lgiide daha yiiksektir. Yapilan birgok in vitro
antioksidan analizlerde bagli fenolik fraksiyon serbest ve esterlestirilmis
fenoliklerden 6nemli 6lgiide daha yiiksek bir antioksidan kapasite sergilemistir.
Bundan dolayi, tahil ve taneli gidalarin antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesi
ve Ol¢limiine iliskin ¢aligmalarda bagli fenoliklerin de yer almasi bir gerekliliktir.

Zhu vd. (2006) WGGP (suda ¢6ziilebilir bugday ruseym glikoproteini) olarak
adlandirilan yeni bir glikoproteinini, suda coziinebilen bugday ruseym
ekstraktindan izole etmisler ve iyon degisim- jel filtrasyonu kolon kromatografisi
ile saflastirmisglardir. WGGP’nin homojenligi, Sefaroz CL-6B jel filtrasyonu ile
gosterilmistir. Glutamik asit, asparik asit, alanin, glisin, valin ve 16sin bakimindan
zengin olan glikoprotein, % 54 protein igcerir. WGGP’de, dogal seker miktarinin %
94’{inii olusturan mannoz, ve arabinoz, ksiloz, glukoz ve galaktozun eser
miktarlarda oldugu bulunmustur. Molekiiler agirligin SDS-PAGE ile yaklasik
40.000 oldugu belirlenmistir. WGGP’de O-glikozidik bag varligt bir -

eliminasyon reaksiyonu ile ispat edilmistir.

Zhu vd. (2006) bugday ruseym protein hidrolizatlar1 (WGPH), alkalaz 2.4L FG
kullanilarak, yagsiz bugday ruseym protein izolelerinin enzimatik hidrolizi yoluyla
elde edilmistir. WGHP nin hidroliz derecesi (DH), pH-stat metodu kullanarak
yaklasik % 25 olarak belirlenmistir. WGHP nin molekiiler kiitle dagilimi 1500
Da’dan daha disiiktiir. WGPH’nin antioksidan ve serbest radikal-siipiirme
aktiviteleri, linoleik asit emiilsiyon model sistemi, 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH)/stiperoksit/hidroksil radikal-stipiiriicii aktivite, indirgeme giicli ve demir
iyon-selatlama aktivitesi de dahil olmak {izere, bazi in vitro analiz yontemleri
kullanilarak arastirilmistir. WGPH’nin antioksidan aktivitesinin linoleik asit
emiilsiyon sisteminde tokoferoliinkine yakin oldugu saptanmistir. WGPH, DPPH,
stiperoksit, hidroksil radikalleri gibi serbest radikallere karsi siiplirme aktivitesi
gostermistir. Radikal siipiirme etkisinin doza bagl oldugu bulunmus ve DPPH,
stiperoksit ve hidroksil radikalleri i¢in ECsy degerleri, sirasiyla 1.30, 0.40 ve 0.12
mg/mL olarak bulunmustur. Ayrica, WGPH, Fe* iizerinde Gnemli &lgiide
indirgeme giicii ve giiclii selatlama etkisi gostermistir. In vitro sistemleri ile elde
edilen veriler WGPH nin antioksidan potansiyelini agikca ortaya koymustur.

Gelmez vd. (2009) siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu (SC-CO,) ile elde
edilen kavrulmus bugday ruseyminin antioksidan miktari ve antioksidan aktivitesi
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lizerine basincin (148-602 bar), sicakligin (40-60°C) ve zamanin (10-60 dakika)
etkilerini belirlemislerdir. Ekstraktin degiskenlere bagli toplam fenolik madde
miktar1 (TPC, mg gallik asit esdegeri/g ekstrakt), toplam tokoferol miktar1 (TTC,
mg tokoferol/g ekstrakt) ve antioksidan aktivite (AA, mg 2,2-difenil-1-
pikrihidrazil (DPPH")/g ekstrakt) % verim olarak verilmistir. Ektraktin antioksidan
igerigi (TPC, TTC, AA), ekstraksiyon veriminin diisiik oldugu (148-165 bar, 40-
60°C ve 10 dakika) sartlarinda yiiksek olarak bulunmustur. Optimum ekstraksiyon
sartlar1 degiskenlerin maksimuma ¢ikarilmasina bagl olarak 336 bar, 58C ve 10.
dakika da % 53 verimle, 6 mg GAE fenolik/g ekstrakt, 6,7 mg tokoferol/g ekstrakt
ve 57,3 mg DPPH’ radikal siiptiriicii/g ekstrakt bulunmustur.

Hung vd. (2009) kepek ve tohumu ayrildiktan sonra ogiitiilmiis olan bugday
tanelerinin siniflandirilmis un fraksiyonlarinin insanlar i¢in beslenme kaynagi olan
besinsel lifler ve mineraller bakimindan zenginligini arastirmislardir. Bu ¢alismada
bugday, kademeli 6giitme metodu kullanilarak bes fraksiyon icerisinde 6giitiilmiis
ve bu unlarin fenolik madde miktarlan ile antioksidan kapasiteleri incelenmistir.
Serbest ve bagli fenolik ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinda ig
bolimlerden dis boliim fraksiyonlarina dogru gidildikge artis goriilmiistiir.
Tanelerin dis kisimlarindan Ggiitiilen unun, daha yiiksek oranda fenolik madde
miktart igerdigi ve daha yiiksek oranda antioksidan kapasiteye sahip oldugu
sergilenmistir. Ayn1 zamanda endosperm kisimlarindan &giitilen un g
fraksiyonlarinin ayni 6giitme metodu ile 6giitiilen beyaz una oranla daha yiiksek
oranda fenolik madde miktarina sahip oldugu ve antioksidan kapasitesinin daha
yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Zulueta vd. (2009) portakal suyu, siit ve portakal suyu-siit igeriginin oksijen
radikal antioksidan kapasitesi (ORAC) ve trolox esdegeri antioksidan kapasite
(TEAC) yontemleri Ongoriilen total antioksidan kapasite tayini (TAC) ile
kargilagtirmiglardir. Bu igecek ile TEAC yontemi kullanildiginda, portakal
suyunun konsantrasyonunun arttiriimasiyla TAC degerlerindeki artis ile uyum
saglamaktadir fakat siit ylizdesindeki artis TAC degerlerini arttirmamaktadir.
ORAC yontemi uygulandigi zaman meyve suyu ya da siit konsantrasyonundaki
artigin antioksidan kapasitesini arttirdigi gozlenmistir. Askorbik asit, gallik asit, -
karoten, lutein, zeaksantin, albumin gibi bilesiklerin mevcut olan antioksidan
kapasiteleri calisilip karsilastirma yapilmisir. TEAC yontemi ORAC ydntemine
gore daha ucuz ve kolay olmasia ragmen kompleks karigimlarin, igeceklerin ya
da yiyeceklerin antioksidan kapasitesini degerinden diisiik olarak vermektedir.



34

Zhokhov vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, bugday &6z1i yiyecek tiriinlerinde, 3-1,6
ile degistirilen ve oligosakkaritlerle baglantili yedi antioksidanin hidrokinonlari
HPLC ile 6lgmeyi amaglamiglardir. Bu yedi bilesikleri bir 6nceki galigmalarinda
kesfetmisler ve karaterize etmislerdir. Yedi bilesigin tamam bugday ve kepekte
Ol¢iilmiistiir. En bol olan bilesik, 4-hidroksi-3-metoksifenil B-D-glukopiranosil-
(1—6)-B-D glukopiranozil-(1—6)-B-D-glukopiranozit, bugdayda 6.3 g/kg ve
kepekte 0.7 g/kg olarak bulunmustur. Birkag bugday unu tiri ve bugday
ekmeginin yani sira tim bugday tahillarinda, bu antioksidanlar ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunmustur: bunlarin sadece iki tanesi Ol¢iilebilmistir. Bu
bilesiklerin hicbiri diigiik proteinli un karisiminda saptanmamistir. Bunlarin analiz
edilen bugday iiriinlerindeki toplan miktar1 su siray1 takiben azalmistir: ruseym >
kepek > biitiin tahillar_biitiin tahil unlar1 > rafine unlar > rafine ekmek_ diisiik
proteinli un karisimi. Bu, Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC) (r* =
0.984) ile saptanmustir. Analiz edilmis bilesiklerin bugday ruseymi ekstraktlarmin
antioksidan kapasitesi % 52 olarak bulunmustur.

Kim vd. (2011) Stevia Rebaudiana (SR), (krizantem bitkisi) bitkisel bazli
tatlandirict katki maddesi olarak igecekler ve diger gidalarda kullanilmaktadir. Bu
caligmada SR yapraklarindan elde edilen su ekstraktlarinda biyoaktif bilesikler
bulunmus ve antioksidan aktivite arastirilmistir. Yapraklarda vitamin analizi
sonucu Vitamin C’den sonra folik asidin (52,18 mg/100 g) 6nemli bir bilesim
oldugu goriilmiistiir. Toplam fenolik madde ve flavonoid miktar1 yapraklar igin
sirasiyla 103.76 mg katekin ve 15.64 mg quersetin olarak, kalus su ekstraktlari i¢in
43.99 mg katekin ve 1.57 mg quersetin olarak bulunmustur. Prigallol hem yaprak
hem de kalus ekstraktlar1 arasinda fenolik bilesikler agisindan 6nemli materyaldir.
Ayrica sonuglar yaprak ekstraktlarinin kalus ekstraktlarindan daha yiiksek oranda
serbest radikal, hidroksil radikali ve siiperoksit anyon siipiiriicii aktivite igerdigini

gostermistir.

Rizzello vd. (2011) bu ¢alismada, eksi hamur (Lactobacillus plantarum LB1 ve
Lactobacillus rossiae LB5) ile mayalanmis bugday ruseyminin (SFWG) antifungal
davranigin1  arastirmayir amaglamuslardir.  Antifungal aktivite, fermantasyon
sirasinda sentezlenen peptidler ve organik asitlerin bir karisimina dayanmaktadir.
Formik (24.7 mM) asit en yiiksek antifungal aktiviteyi gostermistir. Antifungal
sekanslar1 iyi bilinen ve benzerliklere sahip dort peptid saptanmis ve kimyasal
olarak sentezlenmistir. En diisiik inhibitor konsantrasyonu 2.5-15.2 mg/mL’dir. %
4 dondurulmus SFWG (eksi hamur ile mayalanmis bugday ruseymi) ilavesiyle
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yapilmis ekmek dilimleri polietilen torbalarla paketlenmis ve oda sicakliginda
depolanmigtir. Dilimler depolamanin en az 28. giiniine kadar mantar tarafindan

bozulma gdstermemistir.

Zhu vd. (2011) bu ¢alismada, % 30, % 50, ve % 100°’likk sulu yagsiz bugday
ruseym (DWG) etanol ekstraktlarimin antioksidan etkilerini, in vitro testlerle
degiskenler kullanarak olgiilmiiglerdir. Yagsiz bugday ruseymi (DWG), bugday
ruseym yag ekstraksiyon siirecinin yan {iriiniidiir. Besin degeri ¢ok iyi
bilinmektedir. Test edilen DWGE’ler arasinda (DWG ekstraktlari), % 100 etanol
ektrakti en yiikksek ABTS radikal siipiiriicii aktiviteyi ve indirgeme giiclinii
gosterirken % 70 etanol ekstrakti en iyi DPPH radikal siipiiriicii aktiviteyi
gostermistir. Ayrica, hem % 70 hem %50 etanol ekstraktlari linoleik asit sistemine
gore daha yliksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Arastirilan ekstraktlar 13.98-
16.75 mg GAE/g arasinda toplam fenolik madde aktivitesi gostermislerdir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bugday Ruseymi ve Bugday Ruseym Yagi

Bugday ruseymi (wheat germ) bugdayin canli embriyosundan elde edilen
tamamen dogal ekstraktir. Bugday ruseymi, vitamin E, folik asit, fosfor, tiamin,
cinko ve magnezyum ayni zamanda esansiyel yag asitleri ve yag alkollerini igeren
birgok temel besin dgelerinin konsantre kaynagidir. Cok iyi bir lif kaynagidir.

Ruseym 6ziiniin biyolojik aktivasyonu yiiksektir. Insan viicudunda bircok dokuya
yararlt 6zel molekiil yapisindadir. Molekiil yapisi insan hiicresinin molekiil
yapisiyla aynidir. Hiicre zarindan gegebilecek ve hiicre tarafindan tam emilim
yapilacak kadar kiigliik molekiilliidiir. Bilinen en yiiksek vitamin E kaynagidir. Bu
ozellikleriyle bitkisel ilag, kozmetik, gida gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bugday
ruseymi, ekmek, yogurt, kek, krep, kurabiyelere ve diger gidalara eklenerek
kullanilabilir. Bugdayin islenerek una donistiiriilmesi siirecinde 6zel ayristirma
islemleri sonucunda 1 tonundan sadece 20 kilogram bugday ruseymi, 20 kilogram
bugday ruseyminden de 1 kilogram bugday ruseym yagi elde edilmektedir. Bu da
bugday ruseym ve ruseym yagimin degerini ortaya koymaktadir.

Ruseym, bugday unu endiistrisinin bir yan {iriiniidiir. Bugday tanesinin yaklagik %
2-3 kadarmi ruseym olusturur ve Ogiitme sirasinda oldukca saf bir sekilde
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ayrilabilmektedir. Bugday ruseymi % 11 kadar yag icerir ve bugday ruseym yagi
besin endiistrisinde, biyolojik bocek kontrol ajanlarinin hazirlanmasinda,
farmosotik ve kozmetik formiilasyonlarda kullanilir.

Bugday ruseym yagmin elde edilmesi klasik organik ¢dzgen (hekzan, etanol,
izopropanol, aseton ve izohekzan) ekstraksiyonu ile yapilabilecegi gibi basingh
solvent ekstraksiyonu ile de yapilabilir (Dunford ve Zhang, 2003). Son yillarda
stiper kritik ekstraksiyon ve Ozellikle de siiper kritik karbondioksit (CO,)
ekstraksiyonu bugday ruseym yagmin elde edilmesinde daha fazla tercih
edilmektedir. Bunun nedeni, organik ¢ozgenlere kiyasla CO;’in toksik olmayan,
kolay yanmayan, korozyona neden olmayan, ucuz ve kolay ulasilabilir
ozelliklerinin olmasidir. CO;’in diisiik kritik sicaklik ve basinca sahip olmasi da
dogal iiriinler i¢in termal bozunmay1 engellemesi nedeniyle iyi bir ¢6zgen olmasinm
saglamaktadir (Gomez ve Ossa, 2000). Bugday ruseymi bugday tanesinin besin
degeri en yiiksek olan kismidir (Zhu vd., 2006). Buna karsilik uzun yillar bugday
unu eldesinde bir yan firiin olarak degerlendirilmis ve ¢ogunlukla hayvan yemine
katilarak tiiketilmistir.

3.2. Kimyasal ve Cihazlar

Etil alkol, metil alkol, gallik asit, BHT (butillenmis hidroksi toluen), Vitamin E,
NADH (nikotinamid adenin diniikleotid), NBT (nitroblue tetrazolyum), PMS
(fenazin metasiilfat), sodyum hidroksit (NaOH), PGR (pirogallol red), aliiminyum
kloriir hekza hidrat (AlCl;. H,0), DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil), n-hekzan ve
demir(Il) kloriir (FeCl,), TBA (tiyobarbiitirik asit) Sigma (Steinheim,
Almanya)’dan; potasyum hekzosiyano ferrat [K3Fe(CN)g], Vitamin C, AAPH
[2,2-Az0-bis(2-amidinopropan)dihidrokloriir], Troloks® [(+)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit], sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,.2H,0)
Fluka (Buchs/Switzerland); bakir(I) kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0), neokuproin
(2,9-dimetil 1,10-fenantrolin), demir(Il) kloriir Aldrich (Milwaukee, WI,
ABD)’den; amonyum asetat (NH;AC), amonyum tiyosiyanat (NH;SCN), linoleik
asit, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit), demir(Ill) kloriir tetra hidrat
(FeCl3.4H,0), demir(I1l) kloriir hekzahidrat (FeCl;.6H,0), hidroklorik asit (HCI)
Merc (Dramstadt/Almanya)’dan; glasiyel asetik asit, potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO,) ve trikloroasetik asit (TCA) Carlo Erba (Ronado/italya)’dan; sodyum
hidroksit (NaOH) ve rutin Riedel-de Han (Seelze/Almanya)’dan temin edildi.
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Deneylerde Memmert (WBU 45) su banyosu, Ohaus-Pioneer (PA214C) 0,0001g
duyarlikta terazi, Hanna (pH 211) pH metre, Memmert (WB14) c¢alkalamali su
banyosu, Shimadzu (UV-1601) Spektrofotometre, Heidolph (Reax Top) vorteks,
Brand (Transferpette) otomatik pipetler, Hanna (HI190M) manyetik karistirici,
Vestel (White FR 540) buzdolabi, GLF (2001/4) saf su cihazi, Milipore
(Simplicity UV) ultra saf su cihazi, Labconco (Freezone 6) Liyofilizator, ika (RV
05 Basic 1B) Rotari Evaporator, Heracus (Fuktion Line) etiiv, Hettich (Universal
32R) santrifiij cihazi kullanilda.

3.3. Yontem

3.3.1. Bugday Ruseym ve Bugday Ruseym Yag Oziitlerinin (Ekstraktlarinin)
Hazirlanmas

Bugday ruseymi farkli polariteye sahip ti¢ farkli ¢ézgen (etanol, su ve metanol) ile
ekstraksiyona tabi tutuldu. Bunun igin 10 g &giitlilmis bitki 6rnegi 50 mL etil
alkol ile iki saat calkalayicida ¢alkalandiktan sonra siiziildii. Elde edilen kalintiya
50 mL etil alkol ilave edilerek islem tekrarlandi ve siiziintiiler birlestirildi.
Ornekteki etanol 40°C’de déner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalint1 bugday
ruseym unu etil alkol 6ziitii olarak etiketlendi. Ayni islemler 10 g bitki 6rnegine bu
kez etil alkol yerine metil alkol ile tekrar edildi. Ornekteki metanol 40°C’de déner
buharlastiricida uzaklastirildiktan sonra kalintt bugday ruseym unu metil alkol
ozitii olarak etiketlendi. Toz halindeki bitki 6rneginin 10 g’1 son olarak su (50
mL) igerisinde, iki saat karigtirildiktan sonra siiziildii. Elde edilen kalintiya 50 mL
su ilave edilerek islem tekrarlandi ve siizlintiiler birlestirildi. Siizme isleminden
sonra siiziintii donduruldu. Dondurulan 6rnek liyofilizatérde 96 saat 0,04 mbar; -
50°C’de tutularak suyu uzaklagtirildi (su 6ziitii). Elde edilen her ii¢ 6ziit -18°C’de
cam kaplarda analiz i¢in saklandi.

Bugday ruseym yag1 metanol ile ekstraksiyona tabi tutuldu. iki mL metanol-su (%
70-% 30) karistimina 2 mL hekzan ve 5 mL bugday ruseym yag: ilave edilerek 10
dakika vortekse tabi tutuldu. Daha sonra bu karigim 4°C’de 6000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Hidroalkolik fazlar bir araya toplanip tekrar 25°C’de 13000
rpm’de 4 dakika santrifiijlendi (Montedoro vd., 1992). Elde edilen 6ziit bugday
ruseym yag1 metil alkol 6ziitli olarak etiketlenip analize tabi tutuldu.
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3.3.2. Total Antioksidan Aktivite Tayini (FTC)

Bu yontem Saha vd. (2004)’e gore uygulandi. Antioksidan aktivitesi incelenecek
olan 4 mg etil alkol 6ziitii 4 mL etil alkolde, 4 mg metil alkol 6ziitii 4 mL metil
alkolde ve 4 mL su &ziitii 4 mL suda ¢oziildii. Uzerlerine 2,51 mL linoleik asitin
100 mL etil alkoldeki emiilsiyonundan (0,081 M) 1,025 mL ilave edildi. Daha
sonra 2 mL 0,04 M fosfat tamponu (PBS) (pH 7,4) ve 3,9 mL distile su ilave
edildi. Kontrol i¢in 6rnek ve ¢dzgen kullanilmayip bunlarin yerine 4,0 mL tampon
¢Ozelti kullanildi. Standart antioksidan olarak BHT, Troloks, askorbik asit ve
vitamin E kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 40°C’de su banyosunda inkiibasyona
tabi tutuldu. Hazirlanan bu stok cozeltilerden ilk hazirlandig1 andan itibaren 24
saat ara ile 100 pL alinip iizerlerine 9,7 mL etil alkol (koér i¢in 9,8 mL), 100 pL
demir(Il) klortir (20 mM % 3,5’luk HCL iginde) ve 100 pL amonyum tiyosiyanat
(% 30’luk) ilavesi ile olusan karisimin vortekslenmesinden sonra 500 nm’de
absorbansi okundu. Bu isleme kontroliin absorbansinin maksimum degere ulastigi
ana kadar devam edildi. Yag ekstrakt1 i¢in kat1 ekstraktlarin mg’ina esdeger olarak
puL yag olacak sekilde islem uygulandi. Islemler 3’er tekrarh (n=3) yapildi.
Zaman-absorbans grafikleri ¢izildi ve asagidaki formiilden antioksidan aktivite
hesaplandi.

A.A. =100 - (AAsmek - AAkontrol) X 100
A.A.: Antioksidan aktivite
AAgme: Ornek icin (t saatteki absorbans - sifirinci saatteki absorbans)

AAontroi: Kontrol igin (t saatteki absorbans - sifirinci saatteki absorbans)
3.3.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

DPPH radikal stipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams vd. (1995)’a gore yapildi.
DPPH’in metil alkolde hazirlanan 10 M ¢6zeltisinden 1 mL almarak iizerine 100-
1000 pg/mL derisim araliginda ekstrakt ¢ozeltisinden 3 mL ilave edildi ve vorteks
ile siddetle calkalandiktan sonra 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
Standart antioksidanlar olarak BHT, Troloks, askorbik asit ve vitamin E kullanildi.
Standart antioksidanlarin aktiviteleri yiiksek oldugu igin daha diisik derisim
araligr kullanildi. Yag ekstrakti i¢cin mg’a esdeger olarak pL ekstrakt kullanildi.
Otuz dakika sonunda 517 nm’deki absorbanslari okundu. Yiizde inhibisyon
(DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi) asagidaki formiilden hesaplandi:
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% Inhibisyon = (Ak-Ag)/Ax X 100
Ax: Kontroliin absorbansi
Ap: Ornegin absorbansi

Her bir 6rnek igin absorbansa karsilik gelen derisim grafikleri ¢izildi. y = ax+b
denkleminde DPPH derisimini yariya diisiiren 6rnek miktar1 (ICsp) png/mL olarak
bulundu.

3.3.4. Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini, Singleton vd. (1999)’a goére yapildi. On mg
etil alkol ekstraktt 10 mL etil alkolde; 10 mg metil alkol ekstraktt 10 mL metil
alkolde; 10 mg su ekstrakti 10 mL distile suda ¢O6ziilerek ekstraktlarin stok
cozeltileri hazirlanmis oldu. 45,9 mL distile su i¢in stok ¢ozeltilerden 300’er pL.
ilave edildi. 45,5 mL distile su i¢ine ise hazirlanan stok ¢ozeltilerden 500’er puL
ilave edildi. Iki farkli derisimdeki stok ¢ozeltilerine (300 uL ve 500 uL), 1’er mL
Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) satin alindig1 sekilde ilave edildi ve 3 dakika oda
sicakliginda bekledikten sonra 3’er mL sodyum karbonat (% 2’lik) ilavesinden
sonra karigimin 2 saat karistirilmasi sonucu olusan rengin 760 nm’de absorbansi
okundu. Yag ekstraktindan direkt olarak 300 ve 500 pL alinarak ayni yontem
uygulandi. Bu tayin i¢in iyi bilinen bir fenolik bilesik olan gallik asit standart
olarak kullanildi. Orneklerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit esdegeri

olarak hesaplandi.

3.3.5. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid tayini Quettier-Deleu (2000)’e gore yapildi. 0,3; 0,025; 0, 5;
0,8; 2; 3; 4 ve 5 mg/mL rutinin etanoldeki ¢6zeltisinden 1 mL ve 1 mL % 2’lik
aliminyum trikloriir metanoldeki ¢ozeltisinden ilave edildi ve oda sicakliginda 15
dakika inkiibasyona birakildi. Onbes dakikanin sonunda 430 nm’de absorbansi
okunarak rutin kalibrasyon egrisi olusturuldu. Ayn1 yontem bugday ruseym un
ekstraktlari i¢in uygulandi. On mg etanol ekstraktt 10 mL etanolde; 10 mg metanol
ekstrakti 10 mL metanolde; 10 mg su ekstrakti 10 mL distile suda ¢o6ziilerek
ekstraktlarin stok ¢ozeltileri hazirlanmis oldu. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden
I’er mL 15 mL’lik cam tiiplere alindi. Uzerlerine % 2’lik AlCl; ¢ozeltisinden 1
mL ilave edildi ve vorteks ile galkalandiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika
inklibasyona birakildi. Onbes dakika sonunda 430 nm’de absorbans degerleri
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okundu. Yag ekstraktindan direkt 1 mL alinarak ayni yontem uygulandi. Rutin
standard1 ile ¢izilen standart grafik yardimi ile 6rneklerdeki toplam flavonoid
miktari rutin esdegeri (RE) olarak hesaplandi.

3.3.6. Toplam Flavonol Tayini

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’a gore yapildi. 0,0166; 0,025; 0,05;
0,1; 0,166 ve 0,2 mg/mL rutinin etanoldeki ¢ozeltisinden 2 mL, 2 mL (20g/L)
aliminyum trikloriir ve 6 mL (50g/L) sodyum asetat ilavesinden sonra 20 °C’de 2
saat inkiibasyona birakild:. ki saat sonunda 440 nm’de absorbansi okunarak rutin
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Ayni yontem bugday ruseym un ekstraktlari igin
uygulandi. On mg etanol ekstrakti 10 mL etanolde; 10 mg metanol ekstrakti 10
mL metanolde; 10 mg su ekstrakt: 10 mL distile suda ¢oziilerek ekstraktlarin stok
¢ozeltileri hazirlanmis oldu. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden 2°ser mL 15 mL’lik
cam tiiplere alindi. Uzerlerine 20 g/L’lik aliiminyum trikloriir ¢dzeltisinden 2 mL
ve 50 g/L sodyum asetat ¢ozeltisinden 6 mL ilave edilerek vorteks ile siddetle
calkalandiktan sonra 20 °C’de 2.5 saat inkiibasyona birakildi. Iki bucuk saat
sonunda 440 nm’de absorbans degerleri okundu. Bugday ruseym yag metanol
ekstrakti hazirlandiktan sonra direkt 2 mL alinarak ayni yontem uygulandi. Rutin
standardi ile c¢izilen standart grafik yardimi ile orneklerdeki toplam flavonol
miktar1 rutin esdegeri (RE) olarak hesaplandi.

3.3.7. Kuprik Iyon indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Bakir(IT) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Giiglii vd. (2006)’a gore yapildi.
10 M CuCl,, 7,5x10"® M neokuproin ¢ozeltileri ve amonyum asetat tamponundan
(pH 7,0) I’er ml alind1. Uzerine son hacim 4.1 mL olacak sekilde, x mL ekstrakt
¢ozeltisi ve (1-X) mL ekstrakt ¢ozgeninden ilave edilip iyice ¢alkalandi. Tiipler
oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika inkiibasyona birakildi. Otuz dakika
sonunda 450 nm’de absorbanslart okundu. Standart antioksidanlar olarak BHT,
Trolox, askorbik asit ve vitamin E kullanildi.

Trolox esdegeri toplam antioksidan kapasitesi asagidaki gibi hesaplandi:
Kapasite (umolTR/g) = (A¢/ er) (Vi / Vs) r (V;/m) x 10°

Ay. Okunan absorbans
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err: 1,67 x 10* Lmol™ cm™ (CUPRAC metodu igin)
Vs Son hacim

V,: Ornek hacmi

1: Seyrelme faktorii

Vi: Baglangi¢ hacmi

m: Baslangi¢ 6rnek kiitlesi

3.3.8. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)

Oksijen radikal absorbans kapasite tayini Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’e gore
yapildi. 10 mM AAPH [2,2’-Az0-bis(2-amidinopropan)dihidroklorid]” m 75mM
(pH: 7,4) fosfat tamponundaki ¢o6zeltisinden 500 pL, 2 mg/mL ekstrakt
¢ozeltisinden x uL, 75 mM (pH 7.4) fosfat tamponundan (450-x) uL ve 5 uM
PGR’in 75mM (pH 7,4) fosfat tamponundaki ¢ozeltisinden 5 pL ilave edilip
calkaland1 ve 540 nm’de 0., 5., 10., 15. dakikalardaki absorbans diisiisii okundu.
Standart antioksidanlar olarak BHT, askorbik asit, vitamin E ve Troloks kullanild:.
Okunan absorbans degerleri, (A/A) / Zaman'a kars1 grafige gegirilerek bozunma
kinetigi egrisi elde edildi ve egrinin altinda kalan alanin degisimi ile oksijen
radikal absorbans kapasitesi hesaplandi.

3.3.9. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Hidroksil radikali stipiiriicii aktivite tayini Halliwell vd. (1987)’e gore yapildi.
KH,PO,-KOH (pH 7.5) tamponundan 0.4 mL, farkli derisimlerdeki ornek
¢ozeltisinden 0.2 mL ve 1 mM EDTA, 10 mM H,0O,, 60 mM Deoksi-D-riboz, 2
mM sodyum-L-askorbat, 1 mM FeCl;’iin KH,PO,-KOH tamponundaki (pH 7.5)
cozeltilerinden 0.1 mL reaksiyon tiipiine ilave edildi. Reaksiyon karigimi 37 °C’de
1 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra reaksiyon tiipiine % 20’lik TCA
¢ozeltisinden 1 mL ve % 1’lik TBA’in 1 M’lik NaOH’teki ¢dzeltisinden 1 mL
ilave edildi. Reaksiyon karigimi 100 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. On
bes dakika sonunda reaksiyon tiipleri buz banyosunda sogutuldu ve 532 nm’de
kore karsi absorbansi okundu. Standart antioksidanlar olarak BHT, Troloks ve
vitamin E kullanildi. % inhibisyon asagidaki formiilden hesaplandi:

% Inhibisyon = (Ak-Ags)/Ax X 100

Ax: Kontroliin absorbansi



42

Ap: Ornegin absorbansi

Her bir 6rnek icin absorbansa karsilik gelen derisim grafikleri cizildi. y = ax+b
denkleminden OH radikali derisimini yariya diisiiren 6rnek miktar1 (ICsp) pg/mL
olarak hesaplandi.

3.3.10. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

Stiperoksit anyonu siipliriicii  aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin biraz
modifikasyonu ile Giilgin vd. (2003)’e gore yapildi. Bu yontemde, siiperoksit
radikalleri 1 mL (50 uM) NBT ¢o6zeltisi, 1 mL (78 uM) NADH ¢ozeltisi ve ImL
(100pg/mL) 6rnek ¢ozeltisi igeren 3 mL (16mM, pH 8.0) Tris-HCI tamponunda
iiretildi. Karisima 1 mL (10 uM) PMS ¢ozeltisi ilavesi ile reaksiyon baslatildi.
Reaksiyon karisimi 25 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi ve daha sonra 560

nm’de absorbansi okundu.
3.3.11. indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu (1986)’a gore yapildi. Etil alkol ekstrakti etil
alkolde, metil alkol ekstrakt: metil alkolde ve su ekstrakti distile suda olmak tizere
250 pg/mL derisiminde stok ¢6zeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 100 pL
ve 500 pL alinarak 15 mL’lik cam tiiplere kondu. Uzerlerine toplam hacim 1 mL
olacak sekilde distile su eklendi. Daha sonra tiiplere 2,5 mL pH 6,6 fosfat tamponu
ve 2,5 mL potasyum ferrisiyaniir (% 1°lik) ilave edildi ve 50 °C’de 20 dakika
bekletildi. Yirmi dakika sonunda tiiplere % 10’luk trikloroasetik asit ilave edildi.
Buradan alinan 2,5 mL’lik 6rneklere 2,5 mL distile su ve 0,5 mL % 1’lik demir
(III) kloriir ilave edildi ve 700 nm’de absorbans degerleri okundu. Boylece iki
farkli derisimdeki Orneklerin indirgeme giicii tayini yapildi. Standart
antioksidanlar olarak BHT, Troloks, askorbik asit ve vitamin E kullanildi. Ayn
derisimdeki 6rneklerin indirgeme giicii degerleri, ayn1 derisimdeki askorbik asidin
indirgeme giicii yiizdesi (% askorbik asit) olarak hesaplandi.
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4, BULGULAR
4.1. Total Antioksidan Aktivite Tayini Sonug¢lar:

Total antioksidan aktivitesi FTC yontemi Ol¢iilen tiim antioksidan bilegiklerin
zamana bagli absorbans Ol¢iimleri ve hesaplanan linoleik asit peroksidasyonunun
inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.1. ve 4.2.”de gosterilmistir.

2,500
=4=B.R. un-su
=f=B.R. un-metanol
2,000
=== B.R. un-etanol
€ 1,500 —<B.R. yag-metanol
o
o
n
e —f=BHT
T
£
2
2 1,000 =0~ Troloks
Askorbik Asit
0,500
Vitamin A
Kontrol
0,000 =
0 20 40 60 80 100 120
Zaman (Saat)

Sekil 4.1. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin neden
oldugu linoleik asit peroksidasyonu inhibisyonunun zamana bagl
degisimi.

Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ve standartlar i¢in hesaplanan % inhibisyon
degerleri Cizelge 4.1.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlar ile standartlarin FTC yontemi
ile hesaplanan total antioksidan aktiviteleri.

Antioksidan Antioksidan aktivite + SD (%)

= BHT 100.62 + 0.52
£ Troloks 99.79 + 0,14
°

S Askorbik asit 36.39 + 3.62
® vitamin E 93.31+0,35
. Bugday ruseym un su

£ ekstrakt 13.57+3.20
g Bugday ruseym un

z 36.20+4.19
g metanol ekstrakti

> Bugday ruseym un

=

S, etanol ekstrakti 90.77%1.48
= ~ -~

@ Bugday ruseym yag 17.37 £ 8.89

metanol ekstrakt

Ferrik tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan aktivite tayini (FTC) bir
antioksidanin lipid peroksidasyonunu ne derecede engelledigini 6l¢cen ET esasli bir
yontemdir. Calismamizda kullanilan standart antioksidanlar ortamdaki lipidlerin
peroksidasyonunu yiiksek oranda inhibe ederken, bugday ruseym ekstraktlarindan
ozellikle bugday ruseym un-etanol ekstrakti en fazla oranda hatta standart
antioksidanlarla kiyaslanabilir diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir. Bugday
ruseym un-etanol ekstraktt BHT, Troloks ve vitamin E kadar yiiksek antioksidan
aktivite gosterirken bugday ruseym un-metanol ekstrakti askorbik asit ile aym

diizeyde antioksidan aktivite gostermektedir.
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120
W B.R. Un-su
100 M B.R. Un-metanol
20 - M B.R. Un-etanol

M B.R. Yag-metanol

% inhibisyon
o
5]
|

W BHT

40 M Troloks

20 -  Askorbik Asit
B VitaminE

O .

Ekstraktlar

Sekil 4.2. Bugday ruseymi un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin
FTC yontemi ile hesaplanan % inhibisyon degerlerinin

karsilastirilmast.

4.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH) Sonuglari

DPPH’ kararl1 bir serbest radikaldir. Kararl bir diamanyetik molekiil olusturmak
i¢in bir elektron veya hidrojen radikalini biinyesine kabul eder. DPPH" ile bitki ve
standart ekstraktlarindan olusturulan reaksiyon karigimimnin gosterdigi absorbans ne
kadar diisiik olursa serbest radikal giderme aktivitesi o kadar yiiksek oluyor
demektir.

DPPH’ radikalinin ortamdaki miktarinin azalmasi ile 517 nm’deki 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 bugday ruseym ekstraktlari ve standart antioksidanlar igin
elde edilen DPPH radikali siipiirme aktivitelerinin % inhibisyon cinsinden
grafikleri Sekil 4.3.’te goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Bugday ruseym un ekstraktlarinin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri.
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Sekil 4.4. Bugday ruseym yag-metanol ekstraktinin DPPH radikali siipiiriicii
aktivitesi.
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Sekil 4.5. Standart antioksidanlarin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri.

Sekil 4.5.”den goriildiigi tizere, standart antioksidanlar olan BHT, Trolox, Vitamin
C ve Vitamin E’nin DPPH’ radikali stipiiriicti aktiviteleri ¢ok yiiksektir. Bugday
ruseym un ve yag ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ise diisiiktiir.
Grafiklerden lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICs, degerleri Cizelge 4.2. ve
Sekil 4.6.-7.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlar1 ile standart antioksidanlarin

1Cso degerleri.

Bugday ruseym yag
metanol ekstrakti

Antioksidan 1Cs = SD (%)
= BHT 17.96+1.89
£ Troloks 2.76 +0.14
©
S Askorbik asit 1.96 +0.49
" Vitamin E 3.85 +0.15

Bugday ruseym un su 205.46 + 6.07
é ekstrakti ' '

S Bugday ruseym un 239.16 + 38.15
é’ metanol ekstrakti ) '
= Bugd

g Ny eI 474.78 + 17.57
e etanol ekstrakt

2

147.81 + 3.52
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Cizelge 4.2.°deki degerlerden de goriilecegi lizere DPPH radikalini siipiirme
kapasitesi askorbik asit > Troloks > vitamin E > BHT > yag-metanol ekstrakti
> un-su ekstrakti > un-metanol ekstrakti > un-etanol ekstrakti sirasini izlemektedir.

600
BEB.R. Un-su
500 -
400 -
M B.R. Un-metanol
!”’ 300 -
M B.R. Un-etanol
200 -
100
M B.R. Yag-metanal
0 A
Ekstraktlar

Sekil 4.6. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin lineer regresyon analizi ile
hesaplanan 1Cs degerleri.

25
W BHT
20
15 - W Troloks
o
10 m Askorbik Asit
5 -
W VitaminE
0 _
Ekstraktlar

Sekil 4.7. Standart antioksidanlrin lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICs
degerleri.
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4.3. Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC) Sonuglari

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak toplam fenolik bilesik tayininde en sik
kullanilan standart gallik asittir. Gallik asit standardi kullanilarak elde edilen
standart calisma grafigi Sekil 4.8.”de gortilmektedir.

0,07 -

0,06 -

0,05 -

o
o
5

Absorbans {760 nm)
=}
o
w

o
(=]
o=}

y=0,0002x+ 0,0008

R2=0,9992
0,01 |

0,00 T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350
Gallik asit (jug/mL)

Sekil 4.8. Toplam Fenolik Bilesik Tayini i¢in hazirlanan gallik asit standart
calisma grafigi.

Gallik asit standart ¢alisma grafiginden elde edilen dogru denklemi:
Absorbans= 0,0002 x Toplam fenolik bilesik (GAE) — 0,0008

kullanilarak bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin 300 uL ve 500 pL’lik
orneklerindeki GAE degerleri hesaplandi. Stok o6rnek c¢ozeltilerin derigimi 10
mg/10 mL oldugu i¢in 300 uL ve 500 pL’lik 6rnek ¢ozeltilerinde 300 pug ve 500
ug ornek bulunmaktadir. Cizelge 4.3.”de yukaridaki esitlik kullanilarak hesaplanan
toplam fenolik bilesik miktar1 degerleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin toplam fenolik bilesik

miktarlari.

Ornek 300 ng/mL’ 500 ug/mL’
zgsélAEE’jZBk” 162.17 +22.83 221.00 + 23.56
z;f‘ézf%i fkstmk” 113.50 + 6.50 203.33 + 32.92
z;gj'g; g‘“mk” 129.83 + 26.63 216.17+17.10
(Y;’gg‘GMAeé‘/‘r’;"Ll)Ekmak” 45.50 £ 2.50 64.83 + 9.67

8: 300uL ekstrakt ilavesindeki konsantrasyon degerleri (300 ug ekstrakt)
b. 500uL ekstrakt ilavesindeki konsantrasyon degerleri (500 ug ekstrakt)

Cizelge 4.3.’deki degerlerden goriilecegi lizere bugday ruseym su ekstraktinin
fenolik bilesik icerigi her iki derisim i¢in de daha yiiksektir. 300 ve 500 pg/mL
ekstrakt derigsimleri karsilastirildiginda hem su, metanol, etanol ve yag ekstrakti
icin derigim artig1 ile fenolik bilesik miktar1 artis1 arasinda bir korelasyon yoktur.
Kullanilan total fenolik bilesik tayini yontemi renk reaksiyonuna dayali bir
yontemdir. Bu yontemin kullanilabilir oldugu dogrusal aralik yapilan ¢alismalarda
genellikle tespit edilmemektedir. Yiiksek derisimlerde dogrusalliktan Sapma
gozlenebilen bir durumdur (Singleton vd. 1999). Derisimdeki artisin fenolik
bilesik miktarinda aymi oranda artisa neden olmamasi bu sapmadan
kaynaklanabilir.

Cizelge 4.3.’te goriilen sonuglara gére bugday ruseym ekstrelerinin fenolik bilesik
icerikleri sirastyla un-su ekstrakti > un-etanol ekstrakti > un-metanol ekstrakti >

yag-metanol ekstrakti seklindedir.
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Sekil 4.9. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin 300 pL’lik 6rneklerinde

toplam fenolik bilesik miktarlari.
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Sekil 4.10. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin 500 pL’lik 6rneklerinde

toplam fenolik bilesik miktarlari.
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4.4. Toplam Flavonoid Tayini Sonuglari

Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin toplam flavonoid tayini aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemine gore belirlenmistir. Standart antioksidan olarak iyi
bir flavonoid oldugu bilinen rutin bilesigi kullanilmigtir. Flavonoid miktar1 rutinin
alkoldeki ¢ozeltisinin standart kalibrasyon egrisi kullanilarak gram 6rnek basina

Mg rutin esdegeri (RE) olacak sekilde verilmistir.

0,09 -
0,08
0,07 -
0,06
0,05 -
0,04 -

| (2
0,03 y=0,0169x+0,0012
002 R?=0,9972

Absorbans (430 nm)

0,01 -
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Sekil 4.11. Toplam Flavonoid Tayini i¢in hazirlanan rutin standart ¢alisma grafigi.

Rutin standard: ile ¢izilen grafik (Sekil 4.11.) yardimu ile orneklerdeki toplam
flavonoid miktar1 rutin esdegeri (RE) olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarmin toplam flavonoid (RE)

miktarlar1.

Antioksidan Flavonoid RE (mg/g ekstrakt) + SD (%)

Bugday ruseym un su 2.95 +0.06
é ekstrakti . .
Q Bugday ruseym un 3.54 +£0.37
é metanol ekstrakt . .
z Bugday ruseym un
3 gaay rusey 4.15+0.22
o0 etanol ekstrakti
m o -

Bugday ruseym yag 0.77 £0.12

metanol ekstrakt
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Ekstraktlar

Sekil 4.12. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin mg flavonoid (RE) igerigi.

Cizelge 4.4. ve Seckil 4.12.°de gorildigii gibi bugday ruseym un-etanol
ekstraktinin flavonoid igerigi en fazladir. Bunu sirasiyla bugday ruseym un-
metanol, un-su ve bugday ruseym yag-metanol ekstrakti takip etmektedir.



54
4.5. Toplam Flavonol Tayini Sonuclar:

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’a gore yapilmistir. Standart
antioksidan olarak rutin kullamilmustir. Flavonol miktar1 rutinin alkoldeki
cOzeltisinin standart kalibrasyon egrisi kullanilarak gram 6rnek basina mg rutin
esdegeri (RE) olacak sekilde hesaplanmustir.

12 -
10 |
B
< 03 -
[=]
<
2
2 06
(]
=
2 04
2 y=5,4732x+0,0091
2.
02 R?=0,996
0,0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Rutin (pg/mL)

Sekil 4.13. Toplam Flavonol Tayini i¢in hazirlanan rutin standart ¢calisma grafigi.

Rutin standardi ile ¢izilen standart grafik (Sekil 4.13.) yardimu ile 6rneklerdeki
toplam flavonol miktari rutine esdeger (RE) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.5. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin igerdigi toplam flavonol

(RE) miktarlari.

Antioksidan Flavonol RE (mg/g ekstrakt) + SD (%)

Bugday ruseym un su 002 = 0.00
E ekstrakti ‘ '
> .
Y Bugday ruseym un 0374001
é metanol ekstrakti ’ '
= Bugday ruseym un
)Eﬂ etanol ekstrakti 0.69+0.00
=] v o

Bugday ruseym yag 0.74 £0.03

metanol ekstrakt
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0,80 1 MB.R. Un-su

o
=2}
(=)

M B.R. Un-metanol

o
wu
o

0,40
W B.R. Un-etanol

mg flavonol (RE)/mL

o
(78]
(=)

0,20 4

0,10 W B.R. Yag-metanol

0,00 -

Ekstraktlar

Sekil 4. 14. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin mg flavonol (RE) icerigi.

Cizelge 4.5. ve Sekil 4.14’ten de goriildiigii gibi bugday ruseym ekstraktlarinin
flavonol igerigi sirasiyla bugday ruseym yag-metanol ekstrakti > bugday ruseym
un-etanol ekstrakti > bugday ruseym un-metanol ekstraktt > bugday ruseym un-su
ekstrakt1 seklindedir.
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4.6. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
Sonuclari

CUPRAC yontemi ile calisilan 6rnek ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin
derisime kars1 absorbans grafikleri gizilerek grafiklerin egimleri oranlanmistir. Bu
calismada Troloks icin elde edilen grafik Sekil 4.15.te gosterilmistir.

2,0 -

18 | # Troloks-Su

16 1 4 M Troloks-Metanol
g 1,4
o Trolaoks-Etanol
wn 1,2
< L 4
2 1,0 n y=0,0086x+0,0236
(1] 2 o
£08 R?=0,9605
o
206 y=0,0077x+0,0402
< RZ=0,9613

0,4

= y=0,0076x+0,0266
0.2 RZ=0,9551
0,0 r T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Trolox (ng/mL)

Sekil 4. 15. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in farkli Troloks
derisimlerine kars1 elde edilen absorbans dogrulari.

3,0 4

P
o

4B.R. Un-Su

N
o

M B.R. Un-Metanol

A B.R. Un-Etanal

Absorbans {450 nm)
—
wn

S BHT
1,0
| Askorbik Asit
0,5
@ VitaminE
0,0 )
0 50 100 150 200 250
{ng/mL)

Sekil 4. 16. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in 6rneklerin farkli

derigsimlerine karsi elde edilen absorbans dogrulari.
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Sekil 4.17. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in farkli bugday
ruseym yag-metanol ekstrakt miktarina karsi elde edilen absorbans

grafigi.
Cizelge 4.6. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standartlarin TEACcuprac
degerleri.

Antioksidan TEACcuprac £ SD (%)
= BHT 157 £0.02
e
§ Askorbik asit 0.55 +0.05
I
9 Vitamin E 0.91+0,00
. Bugday rugseym un su
E ekstrakti 0.03+0.01
z Bugday ruseym un
z 0.04 +£0.00
& metanol ekstrakt
> Bugday rugeym un
:§n etanol ekstrakti 0.05+0.01
: - ~
& Bugday ruseym yag 0.09 £ 0.02

metanol ekstrakt
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Apak vd. (2004) gelistirdigi bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin-Nc)’in  Cu(I) ile olusturdugu bakir(I)-neokuproin kompleksinin
(Cu(I1)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-
Nc] selatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasitesi
hesaplanmustir.

CUPRAC yonteminde elde edilen bulgular standart antioksidanlar arasinda BHT >
vitamin E > askorbik asit seklinde bir siralama oldugunu gostermektedir. Bugday
ruseym ekstraktlarindan ise bugday ruseym yag-metanol > bugday ruseym un-
etanol > bugday ruseym un-metanol > bugday ruseym un-su oldugu Cizelge
4.6.”dan goriilmektedir.

4.7. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Sonuglar:

ORAC yontemi ile pirogallol red kullanilarak yapilan spektrofotometrik
antioksidan kapasite tayininde antioksidan maddenin hedef molekiiliin (pirogallol
red) bir serbest radikal varliinda (ABTS) tiiketilmesini engelleme yetenegi
Ol¢iiliir. Bunun igin sabit serbest radikal derisiminde farkli antioksidan derisimleri
ile elde edilen reaksiyon Kinetikleri incelenir. Bu c¢alismada da Troloks, BHT,
askorbik asit, vitamin E, bugday ruseymi un-su, bugday ruseymi un-metanol,
bugday ruseymi un-etanol ve bugday ruseymi yag-metanol ekstraktlari kinetik
olarak incelenmistir. Antioksidanin bulunmadigi deney kor olarak kabul edilmis
ve absorbanst A, olarak alinmistir. Antioksidanin varliginda elde edilen
absorbanslar ise A olarak okunmustur. Zamana kars1 A/A, degerleri kullanilarak
elde edilen grafiklere bir 6rnek olarak Troloks standardina ait grafik Sekil 4.18.’de

gosterilmistir.
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1,2
1,0 =4=Troloks (10 ug/mL)
08 ==Troloks (20 ug/mL)
° ==Troloks (30 ug/mL)
L6
q
==Troloks (40 ug/mL)
0,4
—#=Troloks (50 ug/mL)
0,2
=®=Kontrol
0,0
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)
L2 y=-0,0331x+ 0,9918
R?=0,9972
1,0 y=-0,0219x + 0,997
R?=0,9991
0,8 - y=-0,0175x+0,9979
R?=0,9989
< i y=-0,0149x + 0,9985
3 R?=0,9995
o y=-0,0146x+0,9994
04 R?=0,9994
y=-0,0815x+0,9469
0,2 - ® R?=0,9526
0,0 : : : |
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)

Sekil 4.18. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli Troloks
derigimlerinde pirogallol red tiiketiminin kinetikleri.

Sekil 4.18.”de goriilen farkli derisimler i¢in elde edilen egrilerin lineer bdlgelerinin
egimleri (R) ile antioksidansiz pirogallol red tiiketimine ait egrinin egimi (R°)
oranlanarak derisime karsi elde edilen bu oran (R%R) grafige gecirilmistir (Sekil
4.19.).
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7 —
6 |
ry ¢
5 -
L)
e 4
o
[+4 3 -
y=0,0799x+ 1,9821
21 R?=0,9355
1 |
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Troloks (pg/mL)

Sekil 4.19. ORAC Yéntemi ile Troloks i¢in elde edilen derisime karsi1 RY/R
grafigi.

1,2
1,0 —4=BHT (10 ug/mL)
08 ~B—BHT (20 ug/mL)
- —&—BHT (30 ug/mL)
<os ;
< —=BHT (40 ug/mL)
04
== BHT (50 ug/mL)
0.2 =0=Kontrol
0,0
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)

Sekil 4.20. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli BHT
derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin kinetikleri.



1,2

1,0

0,8

AfAg
(o]
=

04

0,2

0,0

10
Zaman (dakika)

20

== Askorhik Asit
(10 ug/mL)

== Askorhik Asit
(20 ug/mL)

=== Askorhik Asit
(30 ug/mL)

== Askorhik Asit
(40 ug/mL)

==t Ackorhik Asit
(50 ug/mL)

=@=Kontrol
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Sekil 4.21. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli Vitamin C
derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin kinetikleri.

A/A,

—f=—\/itamin E
(10ug/mL)

== VitaminE
(20 ug/mL)

=de=\/itamin E
(30 ug/mL)

= \fitamin E
(40ug/mL)

=fe=\/itamin E
(50 ug/mL)

=@—Kontrol

10

Zaman (dakika)

20

Sekil 4.22. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli Vitamin E
derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin kinetikleri.
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1.2
—4— B.R. Un-Su (10
ug/mt)
1,0
—— B.R. Un-5u (20
ug/mL)
08
=fe=B.R. Un-Su (30
° ug/mL)
L o6 ;
< —<—=BR. Un-Su (40
ug/mL)
0,4
== B.R. Un-5u (50
ug/mt)
0,2
=@ Kontrol
0,0
0 5 10 15 20
Zaman {dakika)

Sekil 4.23. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde bugday ruseym un-su
ekstraktinin farkli derisimlerinde pirogallol red tiikketiminin Kinetikleri.

1,2
=4 B.R. Un-Metanol
(10 ug/mL)
1,0
=f—B.R. Un-Metanol
(20 ug/mL)
0,8
=e=B.R. Un-Metanol
° (30 ug/mL)
L6
< == B R. Un-Metanol
(40 ug/mL)
0,4
=—t=B.R. Un-Metanol
(50 ug/mL)
0,2
=@~ Kontrol
0,0
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)

Sekil 4.24. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde bugday ruseym un-
metanol ekstraktinin farkli derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin
Kinetikleri.
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12 =—¢= B.R. Un-Etanol
(10ug/mL)
1,0
—— B.R. Un-Etanol
(20 ug/mL)
0,8
—#—B.R. Un-Etanol
& (30ug/mL)
< 0,6
< ===B.R. Un-Etanol
(40 ug/mL)
0,4
==B.R. Un-Etanol
(50ug/mL)
0,2 &
=@=[Kontrol
0,0
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)

Sekil 4.25. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde bugday ruseym un-
etanol ekstraktinin farkli derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin

Kinetikleri.
1,2
=—4=—B.R. Yag-metanol
1,0 (10uL/mL)
== B.R. Yag-metanol
0,8 (20 uL/mL)
£ == B.R. Yag-metanol
3 06 (30 uL/mL)
=== B.R. Yag-metanol
0.4 {40uL/ml)
=== B.R. Yag-metanol
0.2 (50 ulL/mL)
0,0 =0 Kontrol
0 5 10 15 20
Zaman (dakika)

Sekil 4.26. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde bugday ruseym yag-
metanol ekstraktinin farkli derisimlerinde pirogallol red tiiketiminin
kinetikleri.
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Sekil 4.19.°da Troloks i¢in elde edilen derisime karsi R%/R grafigi goriilmektedir.
Diger tiim standart antioksidan ve drnekler icin de benzer islem ve hesaplamalar
yapilmig ve standart antioksidan ve ornekler igin elde edilen dogrularin egimleri
Troloks i¢in elde edilen egime oranlanarak TEACorac degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.7.). Bu hesaplamalar Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’e gore yapilmistir.

Cizelge 4.7. Orneklerin ve standart antioksidanlarin TEACogac degerleri.

Antioksidan TEACorac = SD
= BHT 1.39+0.26
% Askorbik Asit 0.42 +0.04
e
I
& Vitamin E 1.05 +0.98
Bugday ruseym un su
— ekstrakt 0.07+0.01
S Bugd
g Bugday ruseym un
é metanol ekstrakt 0.04+0.01
>
< Bugday ruseym un
;%o etanol ekstrakti 0.05%0.01
Bugday ruseym yag 0.06 - 0.04

metanol ekstrakti
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4.8. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuc¢lar

Hidroksil radikali siipiiriicii aktivite tayini deoksiriboz oksidasyon ydntemi
kullanilarak yapilmistir. Sekil 4.27.’de farkli derisimlerdeki bugday ruseym un ve
yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin hidroksil radikali siipiiriicii aktiviteleri

gorlilmektedir.
100
90 =4BHT
80 —l—Troloks
70
c .
S 60 =ge=Vitamin E
B
2 50 ===B.R. Un-su
£
.E 40
¥ ===B.R. Un-Metanol
30
=@-B.R. Un-Etanol
20
10 B.R. Yag-Metanol
0
0 50 100 150
Son Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.27. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin
hidroksil radikali stipiiriicii aktiviteleri.

Grafiklerden lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICsy degerleri Cizelge 4.8.’de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.8. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlan ile standart antioksidanlarin

ICsq degerleri.
Antioksidan ICs = SD (%)
E BHT 2.97+0.24
8 Troloks 2.95 +1.07
c
©
» Vitamin E 3.77+0.15
Bugday ruseym un su 120,02 5.46
S ekstrakt ' '
4: Bugday ruseym un 6.23 +0.35
é metanol ekstrakt ' ’
= Bugday ruseym un
’Eﬂ etanol ekstrakti 3.04+£1.00
Bugday ruseym yag 597+ 0.40

metanol ekstrakti

140,0
WE.R. Un-su
120,0 -
M B.R. Un-metanol
100,0 -
M B.R. Un-etanol
80,0 -
2
o HB.R. Yag-metanol
60,0 -
WEBHT
40,0 -
M Troloks
20,0 -
VitaminE
0,0 - |
Ekstraktlar

Sekil 4.28. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin
lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICs, degerleri.

Cizelge 4.8. ve Sekil 4.28.’de goriildiigii gibi bugday ruseym un metanol ve etanol
ekstraktlan ile bugday ruseym yag ekstraktinin OH radikali siipliriicii aktivitesi
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hemen hemen standartlar kadar yiiksektir. Bugday ruseym un-su ekstraktinin OH
radikali siipiiriicii aktivitesi ise digerlerine gore diisiiktlir.

4.9. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuclari

Siiperoksit anyonu siipliriicii  aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin biraz
modifikasyonu ile Giilgin vd. (2003)’e gore yapilmistir. Siiperoksit radikalleri
NADH’in oksidasyonu ve NBT’un indirgenmesi ile PMS-NADH sisteminde
olusturulmustur. Orneklerin 560 nm’deki absorbanslarindaki diisiis reaksiyon
karigimindaki  siiperoksit anyon tiiketimini gostermektedir. Sekil 4.30°da
goriildigl lizere bugday ruseym un-su ekstrakti en yiiksek aktiviteye sahiptir.
Bunu bugday ruseym un-metanol ekstrakti > Troloks > BHT > bugday ruseym un-
etanol ekstrakti > askorbik asit > bugday ruseym yag-metanol ekstrakti > vitamin
E takip etmektedir. Vitamin E en diisiik aktiviteye sahiptir.

0,25
mVitaminE
0,2 A W BHT
E m Troloks
2 0,15 - Lo
S W Askorbik Asit
2
o W B.R. Un-su
g 01
(%]
e.‘f M B.R. Un-metanol
0,05 1 B.R. Un-etanol
B.R. Yag-metanol
0 i
Ekstraktlar

Sekil 4.29. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin ve standart antioksidanlarin
stiperoksit anyonu stipiiriicti aktivite tayininin 560 nm’deki absorbans
degerleri.
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Cizelge 4.9. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlan ile standart antioksidanlarin
560 nm’deki absorbans degerleri.

Antioksidan Absorbans Degerleri (560 nm)
BHT 0,09 +0,00
e
<
cEc; Troloks 0,07 +£0,00
e,
& Askorbik Asit 0.11+0.00
n
Vitamin E 0,16 + 0,03
_ Bugday ruseym un su 0,02 + 0,00
= ekstrakti
z Bugday ruseym un
z 0,05+0,01
& metanol ekstrakt
= Bugday ruseym un
’Eﬂ etanol ekstrakt 0,1040,00
4]

Bugday ruseym yag
metanol ekstrakt 0,12+0,01

4.10. indirgeme Giicii Tayini Sonuclar

2+,

indirgeme giicii Oyaizu (1986)’ya gore yapilmistir. Bu yontem Fe*"’tin Fe®* ye
indirgenerek; Fe?*’
almaktadir. Indirgeme giicii yiiksek olan askorbik asit standart olarak
kullanilmustir. Farkli derisimlerdeki askorbik asitin 700 nm’deki absorbansa karsi

nin 700 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesini temel

derisim grafigi ¢izilmistir. Diger standart ve bugday ruseym un ve yag
ekstraktlarinin indirgeme giicii ayn1 derisimdeki askorbik asit ile karsilastirilarak

% askorbik asit cinsinden verilmistir.
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e o =2 = -
S = S
| | | | |

Absorbans {700nm)
L 4

o
I~
I

y=0,0502x+0,0312
R?=0,9939
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o
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[an]
w

Sekil 4.30. Farkl1 derisimlerdeki askorbik asitin 700 nm’deki absorbans grafigi.

Cizelge 4.10. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin %
askorbik asit cinsinden indirgeme giicii degerleri.

Antioksidan % Askorbik Asit + SD (%)
= BHT 57.82 +£0.15
8 Troloks 45.78 + 0.56
C
I
&% Vitamin E 26.47 +0.57

Bugday ruseym un su 117 £0.20
é ekstrakti
; Bugday rugseym un 1.35 4 0.32
é‘ metanol ekstrakt ' )

z Bugday rugseym un
Eﬁ etanol ekstrakti 0.55+0.01
=]

Bugday ruseym yag
Metanol ekstrakt 14.17+0.15

Cizelge 4.10.’da goriildiigii lizere aynmi derisimlerdeki standart antioksidanlarin ve
bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin % askorbik asit cinsinden indirgeme
giicleri karsilagtirilldiginda BHT > Troloks > vitamin E > bugday ruseym yag-
metanol > bugday ruseym un-metanol > bugday ruseym un-su > bugday ruseym
un-etanol ekstraktidir.
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120
BEB.R. Un-Su
2100 -
2 100 H B.R. Un-Metanol
=
-g 80 M B.R. Un-Etanol
~
[}
g HB.R. Yag-Metanol
?5- 60 -
3 mBHT
0]
] i
£ 10 m Troloks
1]
=g
‘E 20 - 1 Askorbik Asit
mVitaminE
0 |
Ekstraktlar

Sekil 4.31. Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin
indirgeme giicli degerlerinin karsilastirilmasi.

5. TARTISMA VE SONUC

Bugday ruseym un ve yag ekstraktlari ile standart antioksidanlarin g¢aligilan
antioksidan aktivite tayin yontemleri ile Olgiilen antioksidan aktiviteleri Cizelge
5.1.’de verilmistir.



Cizelge 5.1. Bugday ruseym un ve yag eksraktlari ile standart antioksidanlarin ¢alisilan antioksidan aktivite tayin yontemleri ile
Olciilen antioksidan aktiviteleri

Bugday

Bugday Ruseym

Bugday Ruseym

Bugday Ruseym

Askorbik

Olgillen Parametreler Ruseym Un-su Un-metanol Un-etanol Yag-metanol BHT Troloks Asit Vitamin E
Total antioksidan
e_iktivite (FTC) (% 13.57+5.20 36.20+4.19 90.77 +1.48 17.37 + 8.89 100.62 £0.52 99.79 +£0,14 36.39 +3.62 93.31+0,35
Inhibisyon)
DPPH (ICsp) (ng/mL) 205.46 £ 6.07 239.16 +£38.15 47478 £17.57 147.81 £3.52 17.96 = 1.89 276 £0.14 1.96 £0.49 3.85+0.15
Toplam fenolik bilesik
(300ul i¢in) (ug GAE /g 162.17 +22.83 113.50 + 6.50 129.83 +26.63 45.50 +2.50 - - - -
ekstrakt)
Flavonoid (mg RE /g 2.95+0.06 3.54+037 4154022 0.77+0.12 - - - -
ekstrakt)
Flavonol (mg RE /g 0.02 = 0.00 037+0.01 0.69 % 0.00 0.74+0.03 - - - -
ekstrakt)
TEACcuprrac 0,03 +0.01 0.04 £0.00 0.05+0.01 0.09 £0.02 1.57 £0.02 - 0.55+0,05 0,91 +0.00
TEACORAC

0.07 £0.01 0.04 +0.01 0.05+0.01 0.06 £0.04 1.39+£0.26 - 042 +£0.04 1.05+£0.98

Hidroksil radikal
siipiiriicii aktivite tayini 120.02 + 5.46 6.23 £0.35 3.04 +1.00 5.97+£0.40 297+0.24 2.95+1.07 - 3.77+0.15
(1Cs0) (ng/mL)
Siiperoksit anyonu 0011 +
siipiiriicii aktivite tayini 0.02+0.00 0.05+0.01 0.10+0.00 0.12+£0.011 0.09 £0.00 0.07 £0.00 O 001 0.16 £0.03
(560 nm) .
Indirgeme giicii 1.17£0.20 135+0.32 0.55+0.01 14.17+0.15 57.82£0.15  45.78+0.56 100 26.47+0.57

(YoAskorbik asit)
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Cizelge 5.1.’de verilen total antioksidan aktivite tayini sonuglarina bakildiginda
BHT, Troloks, Vitamin E ve Bugday ruseym un-metanol ekstraktinin lipid
peroksidasyonunu yiiksek oranda engelledigi ancak bugday ruseym yag-metanol
ve bugday ruseym un-su ve bugday ruseym un-ctanol ekstraktlarinin lipid
peroksidasyonunu engellemede ¢ok yiiksek aktivite gostermedigi bulunmustur.
Total Antioksidan Aktivite Tayininde metod yag asidinin peroksidasyonunun
antioksidan tarafindan ne kadar engellendiginin oOlgiilmesi prensibine dayanir.
Lipid peroksidasyonu besin kalitesini ve dayanikliligini etkileyen onemli bir
problemdir. Sentetik antioksidanlarmm (BHT ve BHA’ da dahil) kanserojenik
ozellikleri dikkate alindiginda dogal antioksidanlarin lipid peroksidasyonunu
engellemek i¢in kullanilmasi tercih sebebidir. Canli sistemlerde de 6zellikle
membran lipidlerinin peroksidasyona karsi korunmasinda antioksidanlarin etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan antioksidan 6zelligi tasiyan her madde lipid
peroksidasyonunu ayni dl¢iide engellemeyebilir. Bu ¢alismada da goriildiigii iizere
askorbik asit ¢ok iyi bilinen ve diger antioksidan Glglim yontemleri ile yiiksek
aktivite gosteren bir antioksidan olmasina ragmen lipid peroksidasyonunu
engelleme isleminde diisiik antioksidan aktivite gostermistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda bugday ruseym un-etanol ekstraktinin askorbik asite gore yaklasik 2.5
kat daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ifade edilebilir. Bugday ruseym
yag-metanol ekstrakti ve bugday ruseym un-su ekstraktlar1 daha diisiik lipid
peroksidasyonu engelleme kapasitesine sahiptir. Sert kis bugday1 ekstraktlarinda
yapilan bir c¢alismada ii¢ c¢esit sert kishik bugday ekstraktlarinda lipid
peroksidasyonunu engelleme 6zellikleri incelenmis ve bu ¢esitlerden bir tanesinde
etanol ekstraktinin a-tokoferole gore 2.5 kat kadar daha kuvvetli antioksidan
ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Yu vd., 2002a).

Serbest radikal zincir reaksiyonu lipid peroksidasyonunun genel kabul gormiis bir
mekanizmasidir. Radikal sénlimleyici ajanlar bu zincir reaksiyonunu sonlandirmak
iizere peroksit radikalleri ile tepkimeye girebilirler. Kararli DPPH radikali
antioksidanlarin radikal soniimleme kapasitelerini dlgmek iizere kullanilmaktadir
(Brand-Williams vd., 1995; Chen and Ho, 1997). Bu ¢alismada da bugday ruseym
un ve yag ekstraktlart DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri a¢isindan test edilmistir.
Sonuclar deney kosullarindaki DPPH derisiminin yartya diistiriilmesi i¢in gerekli
antioksidan miktar1 (ICsp) cinsinden hesaplanmistir. ICsy degerleri ne kadar diisiik
ise radikal siipiirme aktivitesi o kadar yiiksek olarak kabul edilir. Incelenen tiim
ekstraktlarin 1Csy degerleri standart antioksidanlarinkinden ¢ok daha yiiksek



73

bulunmustur. Bu agidan bakildiginda bugday ruseym un ve yag ekstraktlarinin
DPPH radikalini siipiirme aktivitelerinin diisiik oldugu soylenebilir. Ozellikle
bugday ruseym un-etanol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu engellemede
standart antioksidanlarla mukayese edilebilir yiikseklikte etki gdsterdigi
diisiiniildiigiinde ve bu sonuglarin tersi olarak DPPH radikalini siipiirme etkisinin
en diisiik oldugu dikkate alindiginda radikal zincir reaksiyonunun baglamasini
baskilayan bir antioksidanin radikal zincir reaksiyonunun ilerlemesi sirasinda
olusan radikalleri ortadan kaldirma aktivitesinin olmayabilecegi diisiiniilebilir.
Benzer bir sonug yiiksek lipid peroksidasyonunu engelleme aktivitesi gosteren bir
cesit bugday ekstraktinin diisik DPPH ICsy degeri gdstermesiyle ortaya
konmustur(Yu vd., 2002a). Bir baska calismada da (Yu vd., 2002b) ¢alisilan ii¢
cesit bugday etanol ekstraktlarindan bir ¢esidin Vitamin C ile kiyaslanabilir oranda
DPPH radikali siipiiriicii aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Yine bir baska
calismada (Sedej vd., 2011) baz1 bugday ¢esitlerinin ekstraktlarinin DPPH radikal
siipiirme aktivitelerinin, BHT ye kiyasla yaklagik 60 kat daha diisiik oldugu rapor
edilmistir.

DPPH radikali sentetik bir antioksidan olup dogal sistemlerde bulunmaz. Bu
nedenle dogal canli sistemlerde oksidasyon islemleri sirasinda ortaya c¢ikan
hidroksil radikali ve stiperoksit anyonu siipiiriicii aktivite tayinleri antioksidanlarin
dogal ortamlardaki davranislari konusunda daha fazla bilgi verebilir. Bu nedenle
caligmanin kapsamina hidroksil radikal siipiiriici aktivite tayini ve siiperoksit
anyonu slpiiriicti aktivite tayini de alinmustir. Cizelge 5.1.”deki hidroksil radikal
siipiiriicli aktivite tayini sonuglarina bakildiginda bugday ruseym un-su ekstrakti
hari¢ diger tiim ekstraktlar BHT, Troloks ve Vitamin E ile kiyaslanabilir 6lgiide
yiiksek antioksidan aktivite gostermektedirler. Ote yandan siiperoksit anyonu
siipiiriicli aktivite tayini sonuglarina gore bugday ruseym un-su ekstrakti standart

antioksidanlardan da yiiksek siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivite gostermektedir.

Toplam fenolik bilesik igerigi agisindan incelendiginde drneklerde bugday ruseym
un-su estrakti en yiiksek fenolik bilesik icerigine sahiptir. Bugday ruseym yag-
metanol ekstrakti ise en diisiik fenolik bilesik igermektedir. Bugday ruseyminin
biitlinii diislintildiglinde genel olarak suda ¢oziinen ya da kismi polar ¢dzgenlerde
coziinen fenolik bilesikler agisindan daha zengin oldugu goriilmektedir.

Flavonoid ve flavonol igerikleri agisindan bakildiginda bugday ruseym un
ekstraktlarinda flavonol oraninin diisiik, yag ekstraktinda ise mevcut flavonoidin
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hemen hemen tlimiiniin flavonol formda oldugu goriilmektedir. Flavonoid/flavonol
orani en yiiksek olan bugday ruseym un-su ekstraktinin hidroksil radikal siipiiriicii
aktivitesi en diisiik, siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi ise en yiiksektir. Bu
ekstraktin toplam fenolik bilesik miktarinin da en yiiksek oldugu diisiiniildiigiinde
su ekstraktinin yiiksek siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesinin fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi ancak bu bilesiklerin muhtemelen flavonol karakterde
olmadigi izlenimini vermektedir. Ote yandan bugday ruseym yag ekstraktiin
fenolik bilesik icerigi un ekstraktlarindan 3-4 kat daha diisiiktiir. Bugday ruseym
yag-metanol ekstraktindaki fenolik bilesiklerin icinde flavonoid ve flavonol
karakterlerinin orami son derece disliktir. Bugday ruseym yag-metanol
ekstraktinin hem hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi hem siiperoksit anyonu
siipiiriicii ~ aktivitesi yiiksektir. Bugday ruseym yag-metanol ekstraktinin
antioksidan karakteri fenolik bilesiklerden ziyade vitamin karakterli (Vitamin E
gibi) bilesiklerden kaynaklanabilir.

CUPRAC yontemi ¢aligilan yontemler iginde en son gelistirilmis olan yontem olup
bakir (II) neokupreinin kromojenik oksidan olarak kullanildigi bir yontemdir. Bu
yontemde bakir (II) (kuprik) iyonu indirgeme kabiliyeti oOlciiliir. Bu nedenle
yontem  bakir  indirgeyici  antioksidan  kapasite (CUPRAC) olarak
adlandirilmaktadir. Bu yontem son yillarda diger antioksidan aktivite tayin
yontemlerine gore tercih edilen bir yontem olma yolunda ilerlemektedir. Ciinkii
yontemin optimum pH’s1 fizyolojik pH’a ¢ok yakindir ve fizyolojik pH’da
yapilacak olan 6l¢iimler (insan igin) gercege en yakin degeri verecektir (Apak vd.,
2005). Baslangicta insan serumunun antioksidan kapasitesini Ol¢mek igin
geligtirilen bu yontem daha sonralar1 ¢esitli antioksidan bilesiklerin in vitro
antioksidan kapasitesini O6lgmek icin de basarili bir sekilde kullanilmigtir
(Bektasoglu vd., 2006; Apak vd., 2004). Bu yontemle test edilen bugday ruseym
un ekstraktlari ile yag ekstrakti test edilen standart antioksidanlara gore ¢ok diisiik
TEACcuprac aktivitesi gostermistir. TEACcuprac aktivitesi ¢ok yeni bir yontem
olmas1 nedeniyle literatiirde bu yontemin kullanildig1 az sayida c¢alisma vardir.
Buna ragmen g¢esitli standart antioksidan bilesiklerin TEACcyuprac aktivitelerinin
olgiildiigiic (Celik vd., 2007) ve yine bu yontem kullanilarak c¢esitli bitki
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin 6l¢iildiigii calismalar mevcuttur (Apak
vd., 2005). Standart antioksidanlarin TEACcyuprac aktivitelerinin olgtildiigii
calismada Troloks aktivitesil.00 olarak alindiginda Vitamin E 0.90 TEACcuprac
degeri ile en diigiik aktiviteyi gosterirken, quersetinin 5.16 TEACcuprac degeri ile
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en yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu caligmada standart
antioksidanlarin (Askorbik asit, Vitamin E ve BHT) TEACcuprac degerleri 0.55
ile 1.57 arasinda bulunmustur. Apak vd. (2005) tarafindan ¢esitli bitki ¢caylarinda
yapilan calismada CUPRAC degerleri 0.05 ile 4.41 arasinda bir dagilim
gosterirken bu calismadaki orneklerde 0.03 ile 0.09 arasinda sonuglar elde
edilmistir. Bu yontem agisindan incelendiginde kuprik iyon indirgeme
kapasitelerinin caligilan tiim bugday oOrneklerinde ¢ok yiiksek olmadig
gorlilmektedir.

ORAC yontemi, pirogallol red kullanilarak yapilan spektrofotometrik antioksidan
kapasite tayininde antioksidan maddenin, hedef molekiilin (pirogallol red) bir
serbest radikal varliginda (ABTS) tiiketilmesini engelleme yetenegini 6lger. Hedef
molekiiliin reaktivitesi ve konsantrasyonunda meydana gelen artis indiiksiyon
zamaninda diislise neden olur. Bu durumda reaktif antioksidanlarin hedef molekiil
tilketimlerini 6lgmek 6nemlidir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2005). Folch-Cnao vd.
(2010) ORAC aktivitesini Olgtiikleri calismada bazi standart antioksidanlarin
zaman-absorbans grafiginden elde edilen egrinin altinda kalan alandan Troloks
esdegeri olarak hesaplanan TEACorac degerlerini 0.45 ile 13.32 arasinda
bulmusglardir. Beretta vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢aligmada farkli tiirdeki bal
cesitlerinde TEACorac degerlerini 1.40 ile 21.07 arasinda bulmuslardir. Alarcon
vd. (2008)’de yaptiklar1 bir ¢alismada bazi bitki ve cay orneklerinde gallik asit
esdegeri olarak hesapladiklart ORAC degerlerini 9 ile 325 arasinda bulmuslardir.
Bu calismada da standart antioksidanlarin (Askorbik asit, Vitamin E ve BHT)
TEACorac degerleri 0.42 ile 1.39 arasinda deger gosterirken bugday ruseym un ve
yag ekstraktlarinda 0.04 ile 0.07 arasinda sonuglar elde edilmistir.

indirgeme giicii 6lgtimlerinde antioksidan bilesiklerin Fe**’ii Fe?’ye indirgeme

kapasiteleri ol¢lilmektedir. Bu kapasite askorbik asit standart (100) kabul edilerek
% askorbik asit cinsinden bir birimle ifade edilir. Askorbik asit ile kiyaslandiginda
standart antioksidanlardan BHT askorbik asitin yaklasik % 58’1 kadar, Troloks %
46’s1 kadar ve Vitamin E %2 6’s1 kadar indirgeme giicli gostermekteyken bugday
ruseym yag-metanol ekstraktt % 14°(i kadar aktivite gostermektedir. Bugday
ruseym un ekstraktlarinin hig biri kayda deger aktivite gostermemektedir.

Lif ve fitokimyasallar agisindan son derece zengin besinler olan tahillar canlilarm
tilkketebilecegi en saglikli yiyeceklerdir. Bugday ve bugday unu da bu yiyeceklerin
icinde Onemli bir bileseni teskil eder. Tahillarin antioksidan kapasiteleri
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incelenmis olup (Adom ve Liu, 2002) farkl tahillarin farkli yapida fitokimyasallar
icermeleri nedeni ile farkli besin 6gelerine sahip olduklar1 bilinmektedir. Tahillar
meyve ve sebzelerle birlikte tiiketildiklerinde tamamlayici olan essiz
fitokimyasallar igerir. Ornegin tahillardaki cesitli fenolik bilesik smiflar1 benzoik
ve sinnamik asit tiirevlerini, antosiyanidinleri, kinonlar1, flavonolleri, kalkonlart,
flavonlari, flavanonlar1 ve amino fenolik bilesiklerini igerir. Tahillar ayn1 zamanda
tokoferolleri de bulundurur. Bu fitokimyasallarin bazilari mesela ferulik asit
sadece tahillarda bulunur ve meyve ve sebzelerde kayda deger miktarlarda
bulunmazlar. Bu nedenle insan beslenmesinde tarim ve tahil tirlinlerinin daima yer
aldig1 goriiliir. Bugday ruseym unu ve ruseym yagi bugday unu eldesi sirasinda bir
yan iiriin olarak ortaya ¢ikan bugday ruseyminden elde edilir. Bu iki iiriin besin
endiistrisinde ve farmokolojide katki maddesi olarak kullanilmaktadirlar. Son
yillarda besin endiistrisinde gelistirilen yeni yaklasim olan “fonksiyonel gida
iiretimi” prensiplerine gore gida endiistrisinde kullanilan katki maddelerinin kivam
verici veya kalip olusturucu gibi 6zelliklerinin yaninda antioksidan 6zelliklerinin
de olmasi arzu edilir. Bu nedenle bu ¢alismada incelenen bugday ruseym unu ve
bugday ruseym yaginin antioksidan aktivite parametreleri incelenmis ve bazi
parametrelerin  standart antioksidanlarla  kiyaslanabilir  diizeyde oldugu
saptannugstir. incelenen iki tiir 6rnekten dzellikle bugday ruseym yaginin oksidatif
stresi indirgeme potansiyeli oldugu farelerde yapilan deneylerle de gosterilmistir
(Karabacak vd., 2011). Bu etkinin bugday ruseym yaginin i¢inde bulunan organik
bilesiklerden kaynaklandigi ifade edilmistir. Antioksidan aktiviteye katkida
bulunan bu bilesiklerin basta tokoferoller olmak iizere vitaminlerden ve kismen de
fenolik bilesiklerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
bugday ruseym yaginin oksidatif strese karsi koruyucu bir besin katki maddesi
olarak kullanilabilecegi onerilebilir. Yiiksek besin degeri nedeni ile “insanin dogal
besin hazinesi ve hayat kaynagi” olarak tanimlanan bugday ruseymi (Ge vd.,
2000) sahip oldugu antioksidan 6zellikler nedeniyle besin endiistrisinde degerli bir
katki maddesi olarak kullanilabilir. Ote yandan hem bugday ruseym unu hem de
bugday ruseym yagi ile in vivo galismalarin sonuglarina da ihtiyag vardir.
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