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Bu ¢alisma kapsaminda, mensei Arjantin olan ve iilkemizde ticari olarak degeri
olan Salvia hispanica L. (chia) siyah ve beyaz tohumunun tasidigi sabit yaglar hem
konvansiyonel hem de modern teknikler kullanilarak elde edilmis olup kimyasal profilleri
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, konvansiyonel tekniklerden,
soguk sikim, Folch ve devamli ¢oziicii ekstraksiyonu teknikleriyle ve modern
tekniklerden, hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonu
teknikleriyle tohumlardan sabit yaglar elde edilmistir. Elde edilen tiim sabit yaglarin
kimyasal profilleri hem Gaz Kromatografisi-Alev Iyonlastirici Dedektor/Kiitle
Spektroskopisi (GC-FID/MS) yontemi hem de ilk defa Yiiksek Performansh Birlesim

Kromatografisi (UPC?) yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Salvia hispanica L. tohumundan elde edilen metanollii ekstrede toplam fenol
miktar1 gallik aside esdeger olarak Folin—Ciocalteu reaktifi yontemiyle tespit edilmistir.
Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktar1 ise rutin ve Kersetine esdeger olarak AlCl3 reaktifi
ile tayin edilmistir. Chia tohumunun farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen
ekstrelerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢cin DPPH, TEAC ve ORAC

yontemleri uygulanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Ekstraksiyon, UPC? chia, antioksidan, yag asitleri



ABSTRACT
INVESTIGATION OF CHEMICAL PROFILES (UPC? AND GC/FID-MS) AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE OILS OF CHIA SEED

Yasin DARI
Department of Chemistry, Anadolu University, Institutes of Graduates Programs,
Jan 2020
Supervisor: Prof. Dr. Ulkii Dilek UYSAL
Co-Supervisor: Prof. Dr. Temel OZEK

In this study, black and white seed of Salvia hispanica L., known as chia, which
is of Argentina origin and has commercial value in our country, was used. The fixed oils
in chia seeds were obtained by using both conventional and modern techniques and their
chemical profiles were evaluated comparatively. In this respect, conventional techniques;
cold pressing, Folch and continuous solvent extraction techniques were used. Modern
techniques; fixed oils were obtained using accelerated solvent extraction and supercritical
fluid extraction techniques. The chemical profiles of all fixed oils obtained were
determined by both Gas Chromatography-Flame lonisation Detector/Mass Spectroscopy
(GC/FID-MS) method and ultra performance convergence chromatography (UPC?)

method for the first time.

Total phenol content of methanol extract obtained from Salvia hispanica L. seeds
was determined by using Folin-Ciocalteu reagent equivalent to gallic acid. The total
amount of flavonoids in the extracts was determined by using AICIs reagent equivalent
to routine and quercetin. DPPH, TEAC and ORAC assay were used to determine the

antiooxidant capacity of chia seed extracts obtained by different extraction methods.

Keywords: Extraction, UPC?, chia, antioxidant, fatty acids.
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1. GIRIS

Bu ¢alismada Salvia hispanica L. tohumunun farkli ekstraksiyon metotlariyla elde
edilen ekstrelerinin yag asitleri bakimindan incelenmesi, kimyasal ve biyolojik
profillerinin ortaya konmasi, metotlar arasindaki verim farklarinin ve farkli kompozisyon
profillerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir.

Chia tohumu iizerinde yapilan 6nceki ¢alismalardan farkli olarak bu ¢alismada,
ilk defa Yiiksek Performansl Birlesim Kromatografisi (UPC?) yontemi kullanilmis olup
yag asitlerinin kompozisyonlar agisindan Onceki caligsmalarla kiyaslanmasi
hedeflenmistir.

UPC? teknigi, sivi ve gaz kromatografisi yontemlerinin olumlu 6zelliklerini
biinyesinde barindiran hibrit ve modern bir tekniktir. Su harig biitiin ¢oziiciilerin hareketli
faz olarak kullanilabilmesi bu teknigin avantajlarindandir. Ayrica bu teknigin 6ne ¢ikan
baslica ozellikleri, ¢oziicii olarak siiperkritik CO2 kullanilmasi sebebiyle hem maliyet
acisindan hem de ¢oziiciiniin toksik olmamasindan dolay1 cevre dostu bir teknik
olmasidir.

Bu calisma kapsaminda chia tohumunun biyolojik aktivite profillerinin DPPH,
TEAC ve ORAC yéntemiyle ortaya konmasi hedeflenmistir. Ozellikle ORAC testi, yagl
numunelerde iyi sonuglar vermesi nedeniyle tercih edilmistir.

Chia tohumu ile yapilan 6nceki ¢alismalara bakildiginda kapsamli olarak farkli
ekstraksyion metotlarindan elde edilen ekstrelerin yag asidi kompozisyonlari
aydinlatilmamustir.

Ekstraksiyon, kati ya da sivi fazda bulunan bir ya da birden ¢ok bilesigin farkli
cozlnlirliik o6zellikleri kullanilarak diger bir faza alinmasi islemidir. Bitkisel
materyallerden bilesiklerin izole edilmesinde temel bir yontemdir. Ayrica, karisimdaki
istenmeyen bilesenlerin uzaklastirilmasinda da kullanilir.

Ekstraksiyonu etkileyen faktorler kabaca ii¢ ana grupta toplanir; ¢6ziicii madde
temas ylizeyi, ¢ozlicli se¢imi ve sicaklik.

Kati bir madde kirma, ogiitme, kiiciik parcalara ayirma gibi islemlerden
gegirilerek ¢oziicii ile temas yiizeyi arttirilir. Bu durumlarda ¢oziicii ile temas yiizeyi

artmis olan maddenin ekstraksiyon verimi de artmis olur.

Ekstraksiyon isleminde etkili rol oynayan bir diger nokta ise dogru c¢oziicli

secimidir. Secilen ¢oziicii ayirmak istedigimiz maddeyi iyi ¢6zebilmelidir. Ekstraksiyon



islemine tabi tuttugumuz madde apolar ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniiyorsa organik bir
¢oziiclide, polar bilesiklerde iyi ¢Oziinliyorsa su veya metanol gibi polar ¢oziiciilerde
¢oziilmelidir. Islem sonunda hem organik faz hem de sulu fazda ¢dziinen bilesikler ayirma
hunisi yardimiyla birbirinden ayrilir.

Ekstraksiyon verimine etki eden son parametre, sicakliktir. Sicaklik artirildikga
¢ozlinen maddenin ¢oziicliye gegme hizi artacagi igin genellikle ekstraksiyon verimi artar.
Fakat yiiksek sicakliklarda maddenin yapisinda bazi bozunmalar olusabilir ve istenmeyen
bilesikler de ¢oziinebilir.

Ekstraksiyon islemi uzun yillardan beri bilinen ve sik¢a kullanilan bir yontemdir.
Geleneksel yontemler gerek zaman agisindan gerekse organik ¢oziicii sarfiyati
bakimindan yerini hizla yeni metotlara birakmaya baslamigtir. Soxhlet, soguk sikim ve
maserasyon gibi konvansiyonel yontemlerin yami sira ilerleyen teknolojiyle beraber
giiniimiizde bir¢ok yeni metot gelistirilmistir. Bu ¢alismada Soxhlet, maserasyon ve
soguk sikim gibi konvansiyonel ekstraksiyon metotlarinin yaninda geligsmis ekstraksiyon
tekniklerinden hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu ve siiper kritik akiskan ekstraksiyonu
metotlar1 kullanilmistir.

Salvia hispanica L. olarak da bilinen chia; siyah, beyaz ve kahverengi tonlarda
tohumlardan olusur. Chia tohumunun su ile etkilesimi neticesinde sigsmesi (miisilaj)
sebebiyle tiiketildiginde tokluk hissi verir. Bu 6zelligi nedeniyle chia tohumu gliniimiizde
pek ¢ok diyet listesinde yer alan popiiler bir gida maddesidir. Chia tohumu, kolesterol ve
kanin pihtilagsmasini engelleme, kan sekeri diizenleme gibi fonksiyonlarin yani sira stresi
ve epilepsiyi de dnleyebilir [1]. Daha 6nceki ¢alismalarda chia tohumunun igerdigi zengin
omega-3 yag asitleri ile Alzheimer’in spesifik semptomlarinin azalmasi arasinda énemli
bir baglanti bulunmamasina ragmen, Mazza, Pomponi, Janiiri ve ark. omega-3 yag
asitlerinin sinir sistemi, biligsel gelisim, hafiza ile ilgili 6grenme ve beyin sinapslarinin

gelisiminde ¢ok dnemli bir rol oynadigini bulmuslardir [2].



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1 Salvia Cinsi Morfolojik Ozellikleri

Salvia, Lamiaceac familyasinda yer alan bir cinstir. Lamiaceae familyasinin
morfolojik 6zellikleri incelendiginde ¢ogunlukla bir veya gok yillik otsu bitkiler olup hos
kokuludurlar. 4 koseli dallara ve govdeye sahiptir. Degisik irklardan olusan familya,
yaklasik 200 cins ve 3000 tiir igerir. Bunlarin 45 cins ve 546’dan fazla tiirli iilkemizde
yetistirilir. Bu familyada yer alan tiirler ugucu yag igermelerinden oOtiirli parfiimeri
sanayiinde kullanilir ve fitoterap6tik neme sahiptir. Ayrica, bazi gidalarda sos ve baharat
olarak kullanim1 da mevcuttur [3].

Salvia tiirleri, ¢ok yillik otsular ve ¢alilardan olusabildigi gibi nadiren de olsa bir
veya iki y1llik otsulardan da olusabilir. Genelde yogun aromatik bitkilerdir. Gévdeleri dik
ya da yatik salgi tiiylii, salgi tiiysiiz ya da tiiysiiz olabilirler. Yapraklar tamdir. Cigeklenme
varyasyon gosterir. Korollalar pembe, sar1, mor ve mavi olabilir [4].

Yeryiiziinde kabul edilen takson sayis1 1037°dir. Salvia cinsi iilkemizde simdiye
kadar 114 tiir ile temsil edilmistir. Bunlardan 58 tanesi endemiktir (http-1). Bu tiirlerin

bazilar1 giinlimiizde adagay1 olarak da kullanilmaktadir.

2.2 Salvia hispanica L. Morfolojik Ozellikleri

Salvia hispanica L. (Chia), Lamiaceae familyasina ait bir tiirdiir. Chia; tropik ve
subtropik ortamlarda dogal olarak yetisir [5]. Genellikle Orta ve Giiney Amerika bu
gerekli iklimi tagidigindan chianin dogal olarak yetistirildigi bolgelerdir. Bunun yan1 sira
Akdeniz ve Glineydogu Afrika’da da yetistirilebilmektedir [6]. Chia tohumu, giiniimiizde
Meksika, Arjantin, Bolivya, Ekvador ve Guatemala’da ticari amagla yetistirilir [7]. Bitki
giin 15181ma duyarhdir ve 6lgiileri 2.0 mm x 1.5 mm olan oval siyah ve beyaz tohumlar
tiretir [8]. Tim gelisim evrelerinde donmaya karsi toleranssiz olup yetistirilmesi igin

gerekli optimum sicaklik aralig1 16-26°C’ dir [9].



Sekil 1.1. Diinya iizerinde chia yetistirilen yerler [10]

Salvia hispanica L., 1,75 metre yiikseklige ulasabilen yillik otsu bir bitkidir.
Yapraklar 4 ila 8 cm uzunlugunda ve 3 ila 5 cm genisligindedir. Cigekler mor veya beyaz
olabilir. Tohumlar kii¢iik ve basik, 2 ila 2,5 mm uzunlugunda, 1,2 ila 1,5 mm genisliginde
ve 0,8 ila 1 mm kalinligindadir. Genellikle siyah ve beyaz renkte olan tohumlar nadiren

de olsa kahverengi ve gri renkte olabilir.



Sekil 1.2. Salvia hispanica L. govde, yaprak ve ¢igegi [11]

Sekil 1.3. Salvia hispanica L. tohumu



2.3 Chia Tohumuna Ait Fitokimyasal Bilgiler

Fitokimyasal O6zellikleri incelendiginde salvia hispanica L. tohumu lipidler,
fenolik bilesikler, vitaminler ve proteinler ihtiva eder. igerdigi yag asitlerine bakildiginda
ana bilesenler; a-linolenik asit, linoleik asit, stearik asit, oleik asit ve palmitik asit olarak
tespit edilmistir.

Chia tohumu; Klorojenik asit, kafeik asit, kaempferol ve kersetin gibi fenolik
bilesikler icerir [12]. Yapilan bir diger ¢alismada 0,115 — 0,212 mg/g mirisetin, 0,006 —
0,007 mg/g kersetin, 0,024 — 0,025 mg/g kemferol gibi fenolik bilesikler tespit edilmistir
[13].

Chia tohumu yapisinda pek ¢ok vitamin bulundurur. Yapilan bir arastirmada A, E
(o-tokoferol), By, B2, Bz ve C vitaminleri teshis edilmistir [14]. Bir diger ¢alismada, 100 g
chia tohumunda 8.2 mg E vitamini, 7,95 mg Bz vitamini (Niasin), 1.82 mg C vitamini,
0,65 mg B: vitamini (Tiamin), 0,28 mg B vitamini (Riboflavin) tespit edilmistir [15].

Salvia hispanica L. tohumunun protein igerigi mercimek ve nohut gibi yagh
tohumlardan daha yiiksek oranda oldugu belirtilmistir. Ayrica chia tohumundaki
proteinlerin % 52’ si globulin, % 17,3’ {i albumin, % 14,5 1 glutelin, %12,7’ si prolamin
olarak tespit edilmistir [16].

Arastirma konusu olan chia tohumunun igerdigi aminoasitlerin miktar tayinleri
yapilmistir. Yapilan ¢alismada 100 g tohumda; 3,5 g glutamik asit, 2,143 g arjinin, 1,689
g aspartik asit, 1,371 g 16sin, 1,049 g serina, 1,044 g alanin, 1,016 g fenilalanin, 0,97 g
lizin, 0,95 g valin, 0,943 g glisin, 0,801 g izolosin, 0,776 g prolin, 0,709 g trenonin, 0,588
g metiyonin, 0,563 g tirozin, 0531 g histidin, 0,436 g triptofan ve 0,407 g sistein tayin
edilmistir [17].

Chia tohumunda yer alan bazi minerallerin miktar tayini yapilan bir ¢aligmayla
aydinlatilmistir. Bu ¢alismaya gore 100 g tohumda; 640 mg fosfor, 620 mg potasyum,
480 mg kalsiyum, 350 mg magnezyum, 13,2 mg sodyum, 9,39 mg demir, 4,05 mg
manganez, 3,65 mg ¢inko, 1,32 mg molibden, 1,32 mg bakir ve 200 pg selenyum tayin
edilmistir [15].

Chia tohumunun yagi oksidasyona karst hassastir ve depolama sirasinda
korunmasi gereklidir. Ayrica chia yaginin oksidatif stabilitesi 1siktan da etkilenir ve 151k

gormeyecek sekilde uygun kaplarda saklanmalidir. Dogal antioksidanlar chia yagi



oksidasyonunu onleyebilir. Palmitoleik asit ve tokoferol kombinasyonunun etkisi,
sentetik antioksidan / tert biitil hidrokinon ile elde edilenden daha biiyiktiir [18].

2.4 Salvia hispanica L. Biyolojik Aktivite Profili

Salvia hispanica L. tohumu, chia olarak da bilinen yagli bir tohumdur. Kolomb
Oncesi kiiltiirlerden bu yana Aztekler tarafindan yetistirilmistir. Biitiin olarak ya da
ogitiilmiis halde gida olarak kullanilmistir. Presleme sonucu elde edilen yag, yiiz ve viicut
resimlerinde baz olarak kullanilmigtir [19].

Sakkaroz bakimindan zengin bir diyetle beslenen Wistar siganlarinda a-Linolenik
asit ve lif bakimindan zengin olan chia tohumunun dislipidemi ve insiilin direncine
faydalar1 arastirilmistir. Sonuglar, chia tohumunun, SRD ile beslenen sicanlarda
dislipidemi (kanda lipit seviyesinin artmasi) ve insiilin direncini onledigini gostermistir
[20]. Cesitli chia tohumlart siiper oksi dismutaz (SOD) aktivitesinde farklilik gostermis
ve 2,2-Azino-bis (3-etilbenziltiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’ye karst yiiksek
antiradikal aktivite sergilemistir. Sonuglar, chia tohumunun ¢6lyak hastalarinin glutensiz
diyetlerinde ve saglik gidalarinda antioksidan igerik olarak kullanim i¢in uygun oldugunu
gostermektedir [21].

Tek kor capraz caligmada, tip 2 diyabetli kisilerde iyi glisemik ve lipit kontroliinii
korurken Salba ile uzun siireli takviyenin biiyiik bir kardiyovaskiiler risk faktoriinii (SBP)
ve ortaya ¢ikan diger faktorleri (js-CRP (C-reaktif protein) ve vVWF(von Willebrand
faktor)) zayiflattigini gostermistir [22].

Igerdigi yag bakimindan zengin bir tahil olan Salvia hispanica L. nin postprandial
glisemiyi azaltma ve bir karbonhidrat yemegine eklendiginde istah1 azaltma yetenegi
gbzlenmistir. Sonuglar, zemin ve biitliin formlarin, postprandial glisemiyi ve hafifce
bastirilmig istah1 olumlu yonde etkiledigini gostermistir [23].

Chia ve keten tohumunun onbes saglikli katilimci {izerindeki etkisinin
karsilastirildigi bir c¢alismada; besin bilesimlerindeki benzerliklere ragmen, chia
tohumunun glikozu yavas salinan bir karbonhidrata doniistiirme kabiliyetine sahip oldugu
ve yiiksek lif viskozitesinden otiirii toklugu keten tohumundan daha biiyiik olgiide
etkileme kabiliyetine sahip oldugu gézlemlenmistir [24].

Tip 2 diyabetli agir1 kilolu veya obezite hastasi olan yetmis yedi kisilik iki paralel
grubun c¢ift kor, rastgele, kontrollii bir denemesi, 1yi glisemik kontrolii korurken, chia

tohumlarmin kilo kaybini ve obezite ile iliskili risk faktorlerinin gelisimini arttirmada



yararli roliinii destekledigi tespit edilmistir. Chia ilavesi, seker hastaliinda obezite
tedavisinde geleneksel tedaviye yararli bir diyet ilavesi olabilecegi anlagilmigtir [25].
Chia bitkisinin tohumlarinin ve metanollii ekstresinin antioksidan ve kantitatif
fitokimyasal igeriginin degerlendirildigi ¢alismada, antioksidan kapasitenin kahve veya
yesil ¢ay i¢in bildirilenden daha diisiik oldugu belirlenmistir. Artemia salina L.
hiicrelerinde yapilan toksisite caligsmalarinin sonucunda tohumlarin toksik etkisinin diisiik
oldugu goriilmistiir. Su kontrol grubuna gore yapilan ¢alismada ise tokluk {izerine

anlamli bir etki gostermemistir [26].

2.5. Lipitler

Lipitler, insan ve hayvan viicudunda bulunan, su ve su gibi polar ¢dziiciilerde
¢oziinmeyen fakat kloroform ve eter gibi organik ¢dziiciilerde eriyen ve yapilarinda C, H
ve O bulunduran maddelerdir. Kimyasal olarak yag asitleri denilen bir degerlikli alifatik

asitlerin alkolle olusturduklart esterlerlerdir [27].
R1-OH + R-COOH —»R1-COO-R2 + H20
(Alkol) + (Yag Asidi) Ester (Lipit) + Su

2.5.1. Yag asitleri

Yag asitleri, R-COOH formiiliiyle gosterilen alifatik monokarboksilik asitlerdir.
Biinyesinde bir veya birden fazla sayida C-C ¢ift bag1 barindiran yag asitleri doymamis
yag asitleri olarak adlandirilirken zincirinde C-C ¢ift bagi bulundurmayanlar doymus yag
asitleri olarak adlandirilir. Doymus yag asitlerinin genel formiilleri CnH2nO> *dir. Bitki
ve hayvan lipidlerinde bulunan yag asitleri genellikle ¢ift sayida karbon atomu igerip
zincir uzunluklar: ise 14-22 karbon arasinda yer alir. Zincirde yer alan ¢ift bag sayist
arttikca ve zincir kisaldik¢a yag asidinin erime noktas1 azalir.

Uzun zincirli yag asitleri suda ¢oziinmedikleri igin sabunlastirilarak Na* ve K*
tuzlariin su i¢inde hidrofobik etkilesimler yapmalar1 saglanir.

Doymamis yag asitleri, Hz ile bombardiman edilerek ¢ift baglarin tek baglara
doniismesi saglanir. Boylece doymus yag asitleri elde edilir.

Memelilerde, yag asidi zincirindeki 9 nolu karbon atomundan sonraki ¢ift baglari
olusturacak enzimler yer almadigi i¢in doymus yag asitlerinden linoleat (18:2, cis-

A% A2 AT®) ve linolenat (18:3, cis-A% A% A%) gibi yag asitleri sentezlenemez. Bu yag



asitlerine esansiyal yag asitleri denir. Esansiyel yag asitleri viicutta sentezlenemedigi i¢in

disaridan gida ve diyet takviyesiyle alinmalidir [28].
2.5.1.1. Doymus yag asitleri

Biinyesinde yer alan radikal gruplarin tamaminda ¢ (sigma) bagi bulunan yag
asitleridir. Satiire yag asidi olarak da adlandirilir. Kimyasal formiilleri CyH2,O2 “dir.
Dogal olarak bulunan yag asitlerinde ‘n’ sayisi ¢ifttir. Yapilar1 zincir seklindedir ve
dallanma yoktur. En kisa zincirli doymus yag asidi 4 tane C atomuna sahip biitiirik asit
iken en uzun zincirli doymus yag asidi ise 24 C atomu igeren lignoserik asittir. 8 ve daha
fazla C atomuna sahip olan doymus yag asitleri oda sicakliginda kati halde bulunur.
Molekiil agirliklar arttik¢ca yogunluklari diiser fakat viskoziteleri ve kirilma indisleri artar

[27].
Stearik asit:

Oktadekanoik asit olarak da bilinen stearik asit, en yaygin yag asitlerinden biridir.
Cogu hayvansal ve bitkisel yaglarda gliserol esteri olarak bulunur [29]. Hayvansal
yaglarda kakao yagi ve shea yagi hari¢ diger bitkisel yaglardan daha fazla miktarda
bulunur [30].

Stearik asit, dogal hayvansal ve bitkisel yaglarda kombine halde bulunan en
yaygin uzun zincirli yag asitlerinden biridir. Ticari olarak temin edilen stearik asit,
yaklasik esit miktarda stearik ve palmitik asidin yani sira az miktarda oleik asit
karigimidir. Mum, kozmetik {iriinler, tras sabunu, kayganlastirici ve ilag liretiminde
kullanilir. Dogada stearik asit esasen karigik bir trigliserit veya yag olarak, diger uzun
zincirli asitlerle ve yagh bir alkoliin esteri olarak meydana gelir. Hayvansal yaglarda
bitkisel yaglardan ¢ok daha fazla bulunur. Domuz yagi ve don yagi genellikle % 30’a
kadar stearik asit igerir. Yaglarin alkali hidrolizi veya sabunlastirilmasi, yag asitlerinin
sodyum veya potasyum tuzlari olan sabunlar verir. Saf stearik asit, kristalizasyon,

vakumla damitma veya asitlerin ya da tlirevlerinin kromatografisi yoluyla elde edilebilir.

H3CW\/VW\M(OH

0
Sekil 2.1. Stearik asit



Palmitik asit:

Palmitik asit, insan viicudunda bulunan en yaygin doymus yag asididir. Disaridan
diyetle aliabilir veya diger yag asitlerinden, karbonhidratlardan ve amino asitlerden
endojen olarak sentezlenebilir. Adindan da anlasilacagi gibi palm yaginin énemli bir
bilesenidir (toplam yaglarin % 44’i). Ancak et ve siit iiriinlerinde (% 50 — 60), kakao
yaginda (% 26) ve zeytinyaginda (% 8 - 20) 6nemli miktarlarda bulunabilir. Anne siitiinde

toplam yaglarin % 20’sini olusturur [31].

@)

WOH

Sekil 2.2. Palmitik asit

2.5.1.2 Doymamug yag asitleri

Doymamis yag asitleri, yapilarinda karboksil grubu haricinde bir ya da daha fazla
sayida cift bag iceren yag asitleridir. Bir diger ismi ansatiire yag asididir. Bir adet ¢ift bag
iceren yag asitlerine monoansatiire birden fazla ¢ift bag igerenlere ise poliansatiire yag
asidi denir. Genel formiilleri ChH2(n-2)O2 ’dir. Buradaki ‘@’ sayisi ¢ift bag sayisini gosterir
[27].

Coklu doymamis yag asitlerinin genel olarak insanlarda koroner kalp
hastaliklarinin, aterosklerozun, diyabetin ve kanserin Onlenmesinde etkili oldugu
belirtilmistir [32].

Cocuklarin zeka gelisiminde 6nemli rol oynadig1 saptanan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ayn1 zamanda hamilelik doneminde de alinmasi erken dogum riskini azalttig1
gibi, yeterli miktarda ¢coklu doymamis yag asidi alan annelerin ¢ocuklarinin da beyin
hiicrelerinin ve gorme becerilerinin diger c¢ocuklara oranla daha fazla gelistigi
gozlemlenmistir [33].

Lipitler, insanlarin beslenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugundan tiiketiciler ve
gida endiistrisi i¢in de biiyiik neme sahiptir. Tohumlardan elde edilen yaglar; yag asitleri,
tokoferoller ve fitosteroller gibi dnemli temel besin kaynaklari oldugu ic¢in diyetlerin

onemli bir boliimiinii olusturur. Saglik bilincine sahip tiiketiciler, -3 yag asitleri,
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tokoferoller ve steroller gibi faydali bilesikler bakimindan zengin yag tohumlarina ilgi
gosteriyor [34].

Chia tohumlari, dogal lipit antioksidan kaynagi olarak incelenmistir. Yagsiz chia
tohumlariin metanollii ve sulu ¢ozeltileri giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir. Chia
tohumlarinin yaglari, yiiksek konsantrasyonda ¢oklu doymamis yag asitlerine sahiptir
[35].

Chia tohumu biinyesinde a-linolenik asit, linoleik asit, stearik asit, oleik asit ve
palmitik asit gibi yag asitleri barindirir.

a-linolenik asit:

a-linolenik asit, yapisinda 3 adet ¢ift bag bulundurur. a-linolenik asit, diyet
yoluyla elde edilmesi gereken bitki kaynakli esansiyel ®-3 g¢oklu doymamis yag
asitleridir. Cok sayida epidemiyolojik calismanin isaret ettigi -3 alimindaki ciddi
eksikligin, belirli kardiyo ve ndropatolojilerinin gelisiminde ve bozulmasinda dnemli bir
risk faktoriinii temsil eden beynin kirilganlhigini artirabilecegini kismen aciklayabilir. a-
linolenik asidin norolojik bozukluklardaki rolii, 6zellikle 6liimiin 6nde gelen nedeni olan

inme durumunda belirsizligini koruyor.

Ceviz, keten tohumu, kanola, soya yag1 gibi bitkisel yaglarin yani sira kirmizi et
ve siit iriinlerinde de bulunur. Baliklar ve deniz iiriinleri de bol miktarda a-linolenik asit
igerir. Marul, lahana, brokoli gibi yesil sebzelerle beslenen hayvanlarin siitlerindeki
yagda da bulundugu tespit edilmistir [27].
a-linolenik asit, kalp ve damar hastaliklarini 6nlemek ve tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilir. Kalp krizlerini 6nlemek, yiliksek tansiyonu diisiirmek, kolesterol dengesini
saglamak ve aterosklerozu tersine g¢evirmek ic¢in kullanilir. Ayrica romatoid artrit,
multiple skleroz, lupus, diyabet, bobrek hastaligi, iilseratif kolit ve Crohn hastaliginin
tedavisinde de etkilidir. KOAH, migren, cilt kanseri, depresyon, sedef hastaligi ve

egzema gibi alerjik ve enflamatuar durumlarin tedavisinde de bagvurulabilir.
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Sekil 2.3. a-linolenik asit

Linoleik asit:

Linoleik asit, insan diyetinde bulunan en fazla tiiketilen ¢oklu doymamis yag
asididir. Tim yag asitleri gibi enerji kaynagi olarak kullanilir. Fosfolipitler,
triacilgliseroller ve kolesterol esterler gibi nétr ve polar lipitler olusturmak igin
esterlestirilebilir. Linoleik asit, karbonil i¢eren fonksiyonel gruptan 9. ve 12. karbonlarda
iki adet ¢ifte bag iceren bir bilesiktir. Seramidlerin temel bir bileseni olan linoleik asit,
epidermisin transdermal su bariyerinin korunmasinda rol oynar [36]. Linoleik asit i¢in
diyet referans degerleri, 19 ile 50 yas arasindaki kadin ve erkekler i¢in yeterli alimlar
sirastyla 12 g/giin ve 17 g/glindiir. Bu miktarlar, 51 ve 70 yas arasindaki kadin ve
erkeklerde sirasiyla 11 g / giin ve 14 g / giin olarak belirlenmistir [37]. Baslica linoleik
asit kaynaklari, bitkisel yaglar, findiklar, tohumlar, etler ve yumurtalardir [38]. Cigit ve
soya yaglarinda yiiksek yiizdede linoleik asit bulunur [27].

CHj

HO

Sekil 2.4. Linoleik asit
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Oleik asit:

Oleik asit, zeytin, palmiye, yerfistig1 ve ay¢icegi gibi yaglarda sabunlastirma ile elde
edilen baslica asittir. Uzun zincirli bir karboksilik asittir ve molekiild, cis konfigiirasyonuna sahip
C9 ve C10 arasinda bir ¢ift bag igerir.

Oleik asidin oksidasyona kars1 oldukca kararli oldugu diisiiniiliir. Ayrica antioksidanlarin
ve antipolimerizasyon ajanlarinin aktivitesini artirabilir. Tokoferoller gibi antioksidanlar ile
birlikte oksidasyonu 6nlemek igin diger yaglarla karistirilabilir [39]. Oleik asit ve tokoferol
karisimlariin yalmzca a-tokoferolden daha iyi koruyucu etkileri oldugu gozlenmistir [40].
Ayrica doymus yag asitlerinden enerjinin yaklasik % 5’inin oleik asit ile izokalorik olarak
degistirilmesinin, koroner kalp hasstaligi riskini, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol
indirgemesi yoluyla %20 — 40 oraninda azalttig1 farkedilmistir [41].

Sekil 2.5. Oleik asit
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2.5.1.3. Esansiyel yag asitleri

Insan viicudu, yag asidi zinciri {izerinde karboksil grubundan metil grubuna dogru
gidildiginde ilk 9 C atomu arasina ¢ift bag olusturamaz. Bu sebepten Otiirlii insan
viicudunda yalnizca bir adet ¢ift bag sentezlenebilir. Insan viicudunda sentezlenemeyen

ancak diyet yoluyla digsaridan alinabilen yag asitlerine esansiyel yag asitleri denir.

2.6. Lipitler I¢in Uygulanan Ekstraksiyon Yéntemleri

Lipitlerin eldesi i¢in uygulanan bir¢ok ekstraksiyon metodu vardir. Bu yontemler
yag asidinin tiiriine, ortam kosullarina, ¢ozlicii cinsi ve miktarina bagli olarak
ekstraksiyon verimini etkiler. Lipitler i¢in uygulanan karbon zincirinde ekstraksiyon
yontemleri genel olarak bakildiginda sikma yontemi ve ¢oziicii ekstraksiyonu olarak iki

ana baslik altinda toplanir.

2.6.1. Sikma yontemi

Sikma yontemi, yag elde etmek istedigimiz numuneye soguk ortam kosullarinda
ya da oda sicakliginda pres uygulama prensibine dayanir. Bu yontemde soguk ortam
kosullar1 ya da oda sicakliginda galismak yagin yapisini bozmayarak yagin icerdigi

antioksidan ve fenolik bilesikler i¢in de 6nem arz etmektedir [42].

OTOMATIK SIKISTIRICI

SUZGEC

ATIK/POSA

YAG

Sekil 2.6. Soguk sikim apareyinin ¢alisma prensibinin sematik gésterimi
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2.6.2. Coziicii ile ekstraksiyon

Lipitlerin eldesi ic¢in uygulanan bir diger ekstraksiyon yontemi de ¢oziicl
ekstraksiyonudur. En yaygin kullanilan ¢6ziicii ekstraksiyonu yontemleri maserasyon
(Folch), devamli ¢oziicii ekstraksiyonu (Soxhlet), hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu

(ASE) ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) dur.

2.6.2.1. Maserasyon (Folch) yontemi

Folch metodunda bitki numunesi havanda doviilerek uygun boyutlara getirilir. 24
saat boyunca kloroform:metanol (2:1, h/h) karisimi ile maserasyona tabi tutulur.
Maserasyon isleminden sonra ¢Oziiciiniin yaris1 uzaklastirilarilir. Kirliliklerden
arindirilmak i¢in CaClz ¢ozeltisiyle yikanir. CaClz ¢ozeltisi kloroform ve sulu faz
arasindaki emiilsiyon olusumunu minimuma indirir. Daha sonra rotavapor yardimiyla
kloroform uzaklastirilarak kuru ekstre elde edilir. Kuru ekstreye saponifikasyon islemi
uygulanarak sabit yag asitlerinin tuzlar1 elde edilir. Ekstre, 2 saat boyunca KOH - H20 -
MeOH karisimiyla geri dontisiimlii olarak kaynatilir. Saponifike olmayan bilesikler
hekzan yardimiyla uzaklagtirilir. Sulu faz HCl yardimiyla pH:2-3 olacak sekilde ayarlanir
ve elde edilen yag asitleri dietil eter ile 3 kere ekstre edilir. Rotavapor yardimiyla dietil

eter uzaklastirilir ve kuru bitkinin bakiyesi not edilerek verim hesaplanir [43].

2.6.2.2. Devaml ¢oziicii ekstraksiyonu (Soxhlet)

Devamli ¢oziicii ekstraksiyon metodunun (Soxhlet) calisma prensibi devamli
olarak numuneye ¢oziicli tatbik edilmesine dayanir. Yag asidini elde etmek istedigimiz
numune havanda doviilerek uygun boyutlara getirilir. Hazirlanan kartus soxhlet apareyine
yerlestirilir. Soxhlet apareyinin alt kismindaki cam balona ¢oziicli olarak hekzan konur.
Solvent, 1sitic1 yardimiyla kaynama noktasinin iizerinde bir sicaklikta 1sitilir. Buharlasan
¢oziicli, geri sogutucudan gegirilerek tekrar sivi hale gelmesi saglanir. Sivi hale gelen
hekzan, 6rnegin {izerine damlayarak ornegi islatir. Coziicti seviyesi sifonun tepesine
ulastiginda, ¢oziicli tim bdlmeyi cam balona geri bosaltir. Bdylece sicak ¢oziicli 6rnek
igerisine birden fazla sirkiile olur. Ekstrakte olan analitler ¢oziicii sisesinde kalir ve her
defasinda temiz solvent buharlasarak bu islem tekrarlanir. Genel olarak ekstraksiyon
siiresi 6 saat ile 24 saat arasinda degisir. Ornegin siirekli olarak taze solvent ile temasta
olmasi, ¢Oziicii kullaniminda tasarruf saglamasi, diisiik maliyet ve basit ekipman
kulllanilmasi bu yontemi avantajli kilar. Cok miktarda solvent tiiketimi ve iglemin uzun

zaman almasi ise Soxhlet yonteminin dezavantajlari arasinda yer alir [44].
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Sekil 2.7. Soxhlet apareyinin sematik gosterimi

2.6.2.3. Hizlandinlmus ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE)

Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyon metodunun c¢alisma prensibi 6rnegi yiiksek
basing altinda tutup ¢oziicliler i¢in daha yiiksek sicakliklar kullanimina izin vermesidir.
Yiiksek basing altinda ¢oziiciiler daha yiiksek sicakliklarda da sivi halde bulunur. Yiiksek
sicaklik, hidrojen bagi, dipol etkilesim ve van der Waals kuvvetleri gibi analit-6rnek
matriksi etkilesimlerini bozarak ekstraksiyon veriminin artmasina yardimei olur [45].
Yiiksek sicaklik, ¢Oziiciinlin, ¢oziinenin ve matriksin yiizey gerilimini disiiriir ve
numunenin ¢ozlciiyle etkilesimini artirir. Bu sebepten numune daha kolay islanir.
Coziiciinlin yiizey geriliminde meydana gelen disiis ¢oziicii kavitesinin kolaylikla
olusmasini ve analitlerin daha hizli ¢6ziinmesini saglar [46]. Coziiciiler yiiksek sicaklik
ve basing altinda matrikse daha iyi ve hizli niifuz eder. Ayrica analitlerin ¢ozlniirliigii de

sicaklikla beraber artar. Bu yontemin en 6nemli avantaji, kaynama noktasinin iistiine
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cikilsa dahi, solvent yiikksek basinca maruz birakildigi i¢in hala sivi halde
bulunabilmesidir. Ekstraksiyonun etkinliginin yani sira analiz siiresinin de kisa olmasi bu
metodu kullanisli ve avantajli kilan bir diger ozelliktir. Yiiksek sicaklik ve basincin
kullanilmas1 her zaman ekstraksiyon verimini artirmayabilir. Numunenin yiiksek sicaklik
ve basing altinda yapisinin bozunmasi, ekstraksiyon verimini olumsuz ydnde
etkileyebilir. Isil kararliligi olmayan numuneler i¢in hizlandirilmig solvent ekstraksiyonu

uygun bir metot olmayabilir.
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Sekil 2.8. ASE apareyinin sematik gosterimi
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2.6.2.4 Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu (SFE)

Lipitlerin elde edilmesinde uygulanan yontemlerden biri de siiperkritik akigkan
ekstraksiyon metodudur. Siiperkritik akigskan, faz diyagrami goz oniine alindiginda bir
maddenin kritik sicaklik ve kritik basing degerlerinin iistiine ¢ikildigi zaman ortaya ¢ikan
yeni bir fazdir. Stiperkritik akiskan maddeler, diffiizivite olarak gazlara benzerken ¢oziicii
giicii olarak da sivilara benzemektedir. Sivi maddelerin ¢6zme giicii ve yliksek
yogunlugunu gaz maddelerin diisiik viskozite, sifir yilizey gerilimi ve difiizyon hizina
sahip olan stiperkritik akiskan madddeler, bu 6zelligi nedeniyle gaz ve sivi1 kromatografi
tekniklerinin iistiin 6zelliklerinin hibriti olarak diisiiniilebilir. Sivi maddelerin aksine
stiperkritik akigkan maddeler sikistirilabilir. Bu maddelerin sikigtirilmasinin sonucu
olarak da yogunluklar1 da genis bir aralikta degistirilebilir. Yogunlugun artirilmasi
stiperkritik akigskanin siviya daha ¢ok benzemesi anlamina gelir ve bu durumda ¢ézme
kabiliyeti artar. Yogunlugun azaltilmasi durumunda ise siiperkritik akigkan maddeler
daha ¢ok gaza benzer, diisiik viskozite ve yiiksek difiizyon hizi nedeniyle kat1 gézenekli
numunelere etkisi artar. Bu yoOntemde yaygin olarak siiperkritik akiskan olarak
karbondioksit kullanilir. Karbondioksit, diisiik kritik sicaklik ve basinca sahip
oldugundan ve toksik olmadigindan dolay1 tercih sebebidir. Ayrica daha az solvent
kullanimi, daha diisiik maliyet, analiz siiresinin kisa olmasi ve kullanilan karbondioksitin
geri doniisiimii olmas1 nedeniyle diger yontemlere kiyasla ¢evre dostu olmasi bu yontemi
avantajli kilar. Stiperkritik karbondioksit, apolar oldugundan dolay1 polar analitlerin
ekstraksiyonunu artirmak amaciyla metanol ve diklorometan gibi modiye ediciler

kullanilabilir.
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Sekil 2.9. SFE sisteminin sematik gosterimi
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Stiperkritik akiskan ekstraksiyon yonteminin konvansiyonel ekstraksiyon
yontemlerine gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Yontemin diisiik sicaklikta calismaya
elverisli olmasi sicaklikla bozunan maddelerin ekstraksiyonunda kullanilmas: igin ideal
bir ortam yaratir. Ayrica geleneksel ekstraksiyon metotlarina oranla ¢ok daha az miktarda
ornek ekstraksiyon i¢in yeterli olmaktadir.

Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu yonteminde sivinin ¢dzme giicli, basing
degistirilerek manipiile edilebilir. Bu nedenle oldukga yiiksek bir segicilik saglayabilir
[47].

2.7. Lipit Tayin Yontemleri

2.7.1 Gaz kromatografisi / alev iyonizasyon dedektorii - kiitle spektrometresi
teknigi (GC/FID-MS)

Lipitlerin tayini i¢in kullanilan en yaygin analiz tekniklerinden biri GC/FID-MS
teknigidir. Bu yontemde lipit analizi yapilacak numune, eger yapisinda yiiksek miktarda
nem barindiriyorsa kurutma islemine tabi tutulur. Kurutulmus 6rnek, ¢éziiciiniin homojen
olarak ve daha kolay etki edebilmesi i¢in havanda doviilerek uygun boyutlara getirilir.
Daha sonra saponifikasyon islemi yapilarak sabit yag asitlerinin tuzlari elde edilir.
Saponifike olmayan bilesikler organik ¢oziicii yardimiyla uzaklastirilir. HCI ilavesiyle
pH:2-3 yapilarak serbest yag asitleri elde edilir. Serbest yag asitleri ugucu olmadigi i¢in
boron trifloriir reaktifi ile metillenir. Metilleme isleminden sonra olusan metil esterleri

GC/FID-MS cihaz ile analiz edilir.

2.7.2 Ultra performans birlesim kromatografisi (UPC?)

Her madde i¢in Oyle bir sicaklik vardir ki, basing ne kadar artirilirsa artirilsin,
madde o sicakligin istiinde sivilastirilamaz. Bu noktadaki sicakliga kritik sicaklik,
maddenin kritik sicakliktaki buhar basincina da kritik basing denir. Hem sicakligi hem de
basinci kritik noktanin iizerinde olan maddeler siiperkritik akigskan olarak adlandirilir.
Stiperkritik akiskan maddeler fiziksel ozellikleri bakimindan sivi ve gaz hallerindeki
ozelliklerinin arasinda yer alir.

Hareketli fazin stiperkritik bir akiskan oldugu kromatografik teknige siiperkritik
akiskan kromatografisi adi verilir. Siiperkritik akiskan kromatografi yontemi gaz
kromatografi yontemi ve sivi kromatografi yonteminin bir hibridi olup her iki yontemin

iistlinliiklerini birlestirerek biinyesinde barindirir [48].
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Birincil mobil faz olarak ucuz ve toksik olmayan sikistirilmig sivi CO2 kullanan
UPC? sistemi, arastirmacilara mobil faz kuvveti, basing ve sicaklig1 tam olarak degistirme
yetenegi verir. Basing ve sicakligi degistirme yetenegi sayesinde sistemin ¢ézme giicii ve
seciciligi de ayarlanarak karigimlar1 ayirmak, tespit etmek ve 6l¢mek i¢in sistem iizerinde

daha iyi kontrol saglanabilir.
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Sekil 2.10. UPC?cihazinin sematik gésterimi
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2.8. Antioksidan Aktivite

Reaktif Oksijen Tiirleri tanimi: Oksijen, yasam i¢in en 6nemli bilesenlerden
biri olsa da, ayn1 zamanda iki ucu keskin bir kilictir. Genellikle ‘serbest radikaller’
olarak adlandirilan potansiyel olarak zarar veren molekiillerin bir pargasi haline
gelebilen yiiksek derecede reaktif bir atomdur. Reaktif oksijen tiirleri, yiikksek oranda
reaktif oksijen ve serbest radikalleri de i¢eren bir terimdir. Reaktif oksijen tiirleri
arasinda OH’, H20>, Oy, NO’, 10,, HOCI' ve cesitli lipit peroksitleri bulunur. Bunlar,
membran lipidleri, niikleik asitler, proteinler, enzimler ve diger kiigciik molekiillerle
reaksiyona girebilir. Serbest radikaller, hiicreler tarafindan iiretilen atik maddelerdir.
Viicut serbest radikalleri etkin bir sekilde isleyemez ve ¢ikaramazsa oksidatif stres
ortaya cikabilir. Bu durumda hiicreler ve viicut fonksiyonlar1 zarar gorebilir. Serbest
radikaller, reaktif oksijen tiirleri olarak da bilinir [49].

Viicuttaki serbest radikalleri artiran faktorler, igsel ve digsal nedenlere baghdir.
Ornegin; viicuttaki iltihaplanma neticesinde serbest radikallerin artmasi igsel neden iken
kirlilik, sigara dumani veya Ultraviyole-goriiniir bolge spektrometresi (UV-Gor)
maruziyeti gibi faktorler digsal nedenlerdir. Oksidatif stres; kalp hastaligi, kanser, artrit,
inme, solunum hastaliklari, immiin yetmezlik, amfizem, Parkinson ve diger enflamatuar
veya iskemik kosullarla iliskilendirilmistir [50].

Serbest radikaller viicudun saglikli hiicrelerine saldirabilir. Bu saldiri, hasara ve
agir hastaliklara neden olabilir. Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasari,
yaslanmaya ve benzeri hastaliklara sebebiyet verebilir. Genel olarak serbest radikaller
en az elli hastaligin patogenezinde rol oynamistir. Serbest radikaller eslenmemis bir
elektron igerdiginden kararsizdirlar ve kendilerini noétralize etmek icin diger
maddelerden elektron yakalarlar. Bu baslangicta serbest radikalleri stabilize eder ancak
proseste bir tane daha iiretir. Yakinda bir zincirleme reaksiyon baslar ve birincil
reaksiyonda birka¢ saniye icinde binlerce serbest radikal iyonu olusabilir. Pro-
oksidanlar ve antioksidan mekanizmalar arasinda olusan dengesizlik oksidatif stresi
meydana getirir. Bu stres kirletici maddelere maruz kalma, alkol, ilaglar, enfeksiyonlar,
zay1f beslenme, toksinler, radyasyon gibi ¢evresel faktdrlerden kaynaklaniyor olabilir.

DNA, proteinler ve diger makromolekiillerin oksidatif hasari, en basta kalp

hastalig1 ve kanser olmak {izere ¢ok ¢esitli hastaliklara neden olabilir.
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Normal sartlarda serbest radikal olusumu, antioksidan olarak bilinen ¢esitli
faydali bilesikler tarafindan dogal olarak kontrol edilir. Bu antioksidanlarin eksikligi
neticesinde serbest radikallere bagli hasar birikebilir ve zayiflatici olabilir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri hiicrelere saldirmadan 6nce dengeleyebilir veya
devre dis1 birakabilir. Diyet disinda, viicudun kendisini reaktif oksijen tiirlerinin
hasarindan koruyabilecek birka¢ antioksidan mekanizmasi da vardir. Glutatyon
peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) antioksidan enzimlere 6rnek olarak
verilebilir. Aktiviteleri i¢in selenyum, demir, bakir, ¢inko ve mangan gibi mikrobesin
kofaktorlerine ihtiyag duyarlar [49].

Antioksidan tanimi: Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu, hiicrelere
viicudun ¢evresel ve diger etkilere reaksiyon olarak {iirettigi dengesiz molekiillerdeki
hasar1 6nleyen veya yavaslatan maddelerdir. Bazen ‘serbest radikal siipiiriiciiler’ olarak
da adlandirilabilir.

Antioksidanlarin kaynaklart dogal veya yapay olabilir. Baz1 bitkisel gidalarin
antioksidanlar agisindan zengin oldugu diistiniilmektedir. Viicutta iiretilen antioksidanlar
endojen antioksidan olarak adlandirilirken viicut disindan alinan antioksidanlara ise
ekzojen antioksidan denir. Her hiicrede tamponlama sistemini olusturan siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, tioredoksin tiyolleri ve disiilfiirlerin
baglanmasi gibi dogal antioksidan enzimler vardir. a-tokoferoller; insan viicudundaki
tiim hiicre zarlarinda serbest radikal reaksiyonunun ilerlemesini dnleyen zincir kirict bir
antioksidandir.

Antioksidan olarak islev gorebilecek yiizlerce madde oldugu diistiniilmektedir.
Her birinin kendi rolii vardir ve viicudun etkili bir sekilde ¢alismasina yardimci olmak
icin digerleriyle etkilesime girebilir. Viicut digindan alinan bazi antioksidanlar (ekzojen
antioksidanlar):

- Vitamin A
- Vitamin C
- Vitamin E
- PB-karoten

- Likopen

- Lutein

- Selenyum
- Mangan

Polifenoller, flavonoitler, katesinler ve fitoostrojenler bitkisel gidalarda bulunur ve

antioksidan 6zellik gosterirler. Polifenolik bilesikler, E ve C vitaminleri ve karotenoidleri
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iceren diyet antioksidanlarmin oksidatif stresle iliskili hastaliklarin 6nlenmesinde etkili
oldugu rapor edilmistir [51, 52].

Fenolik bilesikler, hem yenilebilir hem de yenilemeyen bitkilerde yaygin olarak
bulunur ve antioksidan aktivite de dahil olmak {izere birgok biyolojik etkiye sahiptir.
Meyvelerin, bitkilerin, sebzelerin, tahillarin ve fenolik yonden zengin diger bitkisel
materyallerin ham ekstreleri, lipidlerin oksidatif bozunmasini1 geciktirdikleri i¢in
gidalarin kalitesini ve besin degerini artirdig1 diisiiniilerek gida endiistrisinde artan bir ilgi
gormektedir [53]. Alkolsiiz kirmiz1 saraptan elde edilen fenolik bir bilesik karisiminin
tiiketilmesi, insan plazmasinin antioksidan durumunu iyilestirdigi gézlenmistir [54, 55].

Antioksidan aktivite tespit etme yontemleri kabaca hidrojen atomu transferi
(HAT) ve elektron transferi (ET) olarak ikiye ayrilir. HAT bazli analizlerin c¢ogu,
antioksidan ve substratin, azo bilesiklerinin ayrismasi yoluyla termal olarak iiretilen
peroksil radikalleri igin yarismaci bir reaksiyon semasi uygular [56].

TEAC nedir?

Troloksa ekivalent antioksidan kapasite (TEAC) testi ilk olarak 1993’te Miller ve
Rice-Evans tarafindan ortaya konmustur [57] ve daha sonra gelistirilmistir [58].
Gelistirilmis versiyonda, oksidan ABTS™, (2,2-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit)) persiilfat oksidasyonu ile tiretilmistir. Spesifik olarak, 7 mmol ABTS amonyum
suda ¢ozildii ve 2,45 mmol potasyum persiilfat ile karistirilmistir. Karisim daha sonra
koyu mavi bir ¢ozelti verecek sekilde 12-16 saat oda sicakliginda karanlikta
bekletilmistir. Cozelti, etanol veya tamponla (pH, 7,4) 734 nm dalga boyunda 0,7
absorbans verinceye kadar seyreltilmistir. Karisimin 30C’de 1,4 ve 6 dakika sonunda
absorbanslar1 dlglilmiistiir. Absorbans degerleri arasindaki fark, lineer bir dgru verecek
sekilde antioksidan konsantrasyonlarina kars1 ¢izilmistir. Absorbans degisimindeki ayni
yilizdeyi veren antioksidanlarin konsantrasyonu, 1mM Troloks ile aynt TEAC degeri
olarak kabul edilmistir.

Rice-Evans ve arkadaglar1 Troloksa ekivalent antioksidan kapasite testini (TEAC)

(Sekil 2.11) gida 6rneklerinde genis ¢apta uygulamstir [58].
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Sekil 2.11. ABTS radikalinin antioksidan mekanizmast

2,2-Di(4-tert-oktilfenil)-1-pikrilhidrazil (DPPH), ticari olarak temin edilebilen
organik azot radikallerinden biridir ve UV-Gor. Bolge spektrometresinde 515 nm dalga
boyunda absorbans verir. Indirgendigi zaman, ¢6zelti rengi kaybolur. Bu sayede
reaksiyonun ilerlemesi bir spektrofotometre yardimiyla rahatga izlenebilir.

DPPH testi, teknik olarak basit bir yontem olmakla birlikte baz1 dezavantajlar
barindirir. Normalde antioksidanlar ve peroksil radikalleri arasinda meydana gelen
Hidrojen atomu transferi reaksiyonundan kaynaklanan mekanik farkin yani sira, DPPH,
lipid peroksiasyonunda yer alan yiiksek oranda reaktif ve gecici peroksil radikallerine
hicbir benzerlik tasimayan uzun omiirlii bir azot radikalidir. Peroksil radikalleri ile hizli
reaksiyona giren birgok antioksidan yavas reaksiyona girebilir veya DPPH’a karsi etkisiz
kalabilir. DPPH testinin hidrojen atomu transferi reaksiyonu igerdigine inaniliyordu
ancak son ¢alismalarda bu durumun tersi tespit edildi. Foti ve arkadaslari, fenoller ve
DPPH arasindaki reaksiyonun kinetik analizine dayanarak reaksiyonun aslinda elektron
transferi reaksiyonu gibi davrandigini 6ne siirdiiler [59]. DPPH ile nétr antioksidandan
Hidrojen atomu soyutlanmasi 6zel bir reaksiyon yolu haline gelir ¢iinkii metanol ve etanol
gibi giiclii hidrojen bagi igeren c¢oziiciilerde ¢ok yavas meydana gelir. Ek olarak
aragtirmaci, ¢oziicli igindeki asit veya bazlarin fenollerin iyonlagsma dengesini biiyiik
Olctlide etkileyebilecegini ve sirasiyla olgiilen hiz sabitlerinin azalmasina veya artmasina
neden olabilecegini bulmustur.

Sanchez-Moreno makalesinde, 2,2-di (4-tertoktilfenil)-1-pikrilhidrazil (DPPH)
(Sekil 2.12) deneyinin, meyve ve sebze sularinin veya ekstrelerinin antioksidan
kapasitesinin 6l¢iilmesinde kolay, dogru ve uygulanabilir bir yontem oldugunu gosterdi
[60]. Botanik numunelerin ve biyolojik numunelerin antioksidan kapasitelerinin
Ol¢iilmesi i¢in oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) (Sekil 2.13) yontemi genis
ve kullanigh bir yontem olarak ortaya konmustur [61], [62].
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Sekil 2.12. DPPH radikalinin antioksidan mekanizmasi

Cutler ve Cao tarafindan gelistirilen ORAC testinin ilk versiyonunda floresans
prob olarak B-fikoeritin kullanilmistir [63]. Floresansin azalmasi, peroksil radikali ile
reaksiyonundan kaynaklanan bir etkinin gostergesidir. Ancak b-fikoeritinin bazi
dezavantajlari tespit edilmistir [64];

1) Porphyridium cruentum’ dan izole edilen bir protein olan B-fikoeritin, stabil
degildir.

2) B-fikoeritin, plaka okuyucuda 1siktan etkilenir.

3) B-fikoeritin, spesifik olmayan protein baglanmasi nedeniyle polifenollerle
etkilesime girer ve ilave bir radikal olusturmasa bile floresansi azalir.

Yukarida bahsedilen problemler nedeniyle B-fikoeritin yerine fluoresein
kullanilmigtir [65]. Fluoresein, protein olmayan sentetik bir probdur ve B-fikoeritinin
sinirlamalarinin istesinden gelir. Ayrica, fluoreseinin peroksil radikaliyle reaksiyonu
sonucunda ortaya ¢ikan iiriinler karakterize edilebilir ve iiriin profili klasik bir hidrojen
atom transferi reaksiyon mekanizmasiyla tutarli sonuglar vermistir [66].

Huang ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bir metotta, standart madde olarak
troloks kullanilmistir. Troloksun 4 veya 5 farkli konsantrasyonu ile kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Numune, kontroller ve standart ile floresan ¢ozeltisi karisitirilir ve
reaksiyonu baslatmak i¢in 2,2’- Azobis (2-metilpropiyonamidin) dihidrokloriir (AAPH)
¢ozeltisi eklenmeden 6nce sabit sicaklikta (37°C) inkiibe edilmistir. Floresans 6l¢timii 35
dk boyunca her dakikada olgiilecek sekilde belirtilen ortam kosullarinda yapilmistir (pH
7.4,37°C, 485 nm (ex), 525 nm (em)). Reaksiyon ilerledikge floresans azalir ve fluoresein
yogunlugu gittik¢e diiser. Antioksidanlarin varliginda fluoresein azalmasi inhibe edilir

[67].
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Floresans bozulma egrisi, antioksidanlarin varliginda veya yoklugunda izlenir ve
floresans bozulma egrisinin altindaki alan (AUC) hesaplanir. Koriin AUC’ sinden

numunenin AUC’sini ¢ikararak net AUC hesaplanir.

CH, CH, CHs
HN | | NH HN |
C—N:N—C% _— 2 >—-—co
| o |
NH 2 CH
HN CHs CHs 3
® CH; CHs
" | HN> |
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YC—O—OG + FH ——— }C—O—O—H +E
H,N | HN |
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FO® + Antioksidan —— > FH + Antioksidan ©

Sekil 2.13. ORAC yontemi antioksidan mekanizmast

Bircok bitki hiicresi, tekli oksijen, siliperoksit, peroksil, radikal ve hidroksi
radikalleri gibi serbest bir radikal olan reaktif oksijen tiirlerinin dejeneratif etkilerine kars1
koruyan antioksidan bilesikler igerir [68, 69]. Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirleri ile
antioksidan savunmalar1 arasindaki dengenin kaybolmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve

astrit, astim, karsinojez gibi hastaliklara yol agan bir olaydir [70].
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3. MATERYAL - METOT
3.1. Bitkisel Materyal

Arastirma konusu olarak kullanilan bitkisel materyal Salvia hispanica L. tohumu

ticari olarak satig1 yapilan yerel bir marketten satin alinmstir.

3.2. Kimyasallar
AAPH — 2,2°- Azobis (2-metilpropiyonamidin) dihidrokloriir (Sigma Aldrich, ABD,
440914)

ABTS - 2,2-Azino-bis (3-etilbenziltiyazolin-6-siilfonik asit) (Sigma-Aldrich, ABD,
A1888)

Alkan serisi Cg-C20 — (Supelco, Almanya)

AICl3 — Aliiminyum kloriir (Merck, Almanya, 801081)
Asetik asit (Sigma-Aldrich, ABD, A6283)

BFs— Borontrifloriir (Merck, Almanya)

CaCl — Kalsiyum kloriir (Fluka, Almanya)

Dietil eter (J.T. Baker, Hollanda)

DPPH - 2,2-Di(4-tert-oktilfenil)-1-pikrilhidrazil, serbest radikal (Sigma Aldrich, ABD,
257621)

Etanol (Sigma-Aldrich, Almanya)

Fluoresein — (Sigma Aldrich, ABD, F6377)
FCR-Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma-Aldrich, ABD, F9252)
Gallik asit (Sigma-Aldrich, Cin)

HCI — Hidroklorik asit (Sigma-Aldrich, Almanya)
n-Hekzan (Merck, Almanya)

K2S20g — Potasyum persiilfat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Kersetin (Sigma-Aldrich, Almanya)
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Kloroform (Sigma-Aldrich, Fransa)

Metanol (Sigma-Aldrich, Polonya)

NaHPO4— Disodyum hidrojen fosfat

NaH2PO4 — Sodyum dihidrojen fosfat

NaOH - Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)
Na>,COz — Sodyum karbonat (Merck, Almanya)
NaSO4 — Sodyum siilfat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Troloks - (+)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetramethilkroman-2-karboksilik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya)

Tip 1 ultra saf su
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3.3. Alet ve Ekipmanlar

Bu ¢aligmada kullanilan alet ve ekipmanlar Tablo 3.1.” de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan alet ve ekipmanlar

Cihaz Ad1 Markasi

GC/FID: Gaz Kromatografisi / Alev lyonlasma Dedektdrii (Agilent, 7890B)
GC-MS: Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi (Agilent, 5977B)

UPC?: Ultra Performans Birlesim Kromatografisi (Waters, Acquity)
Soxhlet apareyi

Ultrasonik banyo (Isolab)

ASE: Hizlandirllmis Coziicii Ekstraksiyon Sistemi (Dionex, 300)

SFE: Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyon Sistemi (Waters, MV-10 ASFE)
Soguk sikim apareyi (Sel-ni, SLN-04)

Elisa plak okuyucu (Biotek, Synergy HTX AFL)
Rotary evaporator: Doner Buharlastirici (Biichi, R-200)
Calkalayic (GFL)

pH metre (Mettler Toledo)
UV-Gor. Bolge Spektrometresi (Shimadzu, UV-1601)
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3.4. Yontem

3.4.1. Sabit yag ekstraksiyonu
Salvia hispanica L. tohumundan sabit yag: elde etmek i¢in bes farkli ektraksiyon
metodu kullanildi. Bu metotlar hem siyah tohum i¢in hem de beyaz tohum igin esit

kosullarda uygulanip verim hesaplari yapilarak karsilastirildi.

3.4.1.1. Folch yontemi

Bitkisel materyalden lipitlerin ekstraksiyonu Folsch yontemi ile gergeklestirildi
[71-73]. Siyah ve beyaz chia tohumlar1 sirastyla 20,25 g ve 20,2 g tartilarak havanda
doviilmiistir. Uygun boyutlara getirilen tohumlar 24 saat siireyle 600 mL
kloroform:metanol (2:1, v/v) karisimi ile calkalayiciya konularak maserasyona tabi
tutulmustur (oda sicakliginda). Siire sonunda sivi ekstre filtre edilmistir. Sivi ekstreden
¢oziicli metanoliin tamam1 uzaklasincaya kadar diisiik basing altinda rotavapor yardimiyla
uzaklastirilmistir. Elde edilen kloroformlu ekstre ayirma hunisinde hacimce %0,4’liik
CaCl; ile yikanarak kirliliklerden arindirilmigtir. Yikama yapilirken ayirma hunisine
aldigimiz ekstreyi CaClzile yikayip altta kalan kloroformlu kismi kullanildi. Bu islem 3
defa tekrar edilmistir. CaClz ile yikanan ekstreden kloroform rotavapor yardimiyla

uzaklastirilmistir ve susuz Na>SOs den gegirilerek kuru ekstre elde edilmistir.

Sekil 3.1. Calkalayici
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3.4.1.2. Devamh ¢oziicii ekstraksiyonu (Soxhlet) yontemi

Bitkisel materyalden devamli ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile lipitlerin eldesi
icin Soxhlet apareyi kullanilmistir [74, 75]. Bu amagla, siyah ve beyaz chia tohumlari
sirastyla 20,03 g ve 20,12 g tartilarak havanda déviilmistiir. Uygun boyutlara getirilen
tohumlar kagit kartusa doldurularak Soxhlet apareyi igine yerlestirilmistir. Ekstraksiyon
islemi n-hekzan yardimiyla gerceklestirilmistir (6 saat). Siire sonunda sivi ekstre filtre
edildi ve ¢oziicii diisiik basing altinda rotavapor yardimiyla uzaklastirilmistir. Kuru

bitkinin bakiyesi not edilerek verim hesab1 yapilmastir.

Sekil 3.2. Soxhlet apareyi
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3.4.1.3. Hizlandirdmus ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE) yontemi

Bitkisel materyalden hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu yontemi ile lipitlerin
eldesi i¢in ASE apareyi (Dionex 300) kullanilmustir [76]. Hizlandirilmis ¢oziicii
ekstraksiyonu yontemiyle lipitlerini elde etmek i¢in siyah ve beyaz chia tohumlari
sirastyla 20,02 g ve 20,11 g tartilarak havanda doviilmek suretiyle uygun boyutlara
getirilmistir. Hazirlanmis tohumlar ASE hiicrelerine doldurulmustur. Coziicii olarak n-
hekzan kullanilmistir. Ekstraksiyon sartlari: basing 1500 psi ve 100°C sicaklik altinda 20
dakika boyunca ekstre edilmistir ve fraksiyon toplama kabinda toplanmistir. Siire
sonunda s1v1 ekstre filtre edildi ve ¢oziicli diisiik basing altinda rotavapor yardimiyla

uzaklastirilmistir. Kuru ekstrenin tartimi yapilarak verim hesabi yapilmustir.

Sekil 3.3 Hizlandirilmis Ekstraksiyon Cihazi (ASE)
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3.4.1.4. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) yontemi

Bitkisel materyalden stiperkritik akigkan ekstraksiyonu yontemi ile lipitlerin eldesi
icin SFE sistemi (Waters, MV-10 ASFE) kullanilmigtir [77]. Siiperkritik akigskan
ekstraksiyonu yontemine tabi tutulacak siyah ve beyaz chia tohumlari sirasiyla 6,9 g ve

5,5 g tartilarak havanda doviillmiistiir. Ekstraksiyon sartlari:

1. yontem: siire 60 dk., basing 200 bar ve sicaklik 40°C.
2. yontem: siire 210 dk., basing 200 bar ve sicaklik 40°C

Fraksiyon ¢oziiciisii olarak hekzan kullanilmistir. Fraksiyon toplama sisesinde
toplanan sivi1 ekstre diisiik basing altinda rotavapor yardimiyla kurutulmustur. Kuru ekstre
tartilip verim hesab1 yapilmustir. Ikinci yéntem igin siyah tohum 7,0 g, beyaz tohum 7,23
g tartilarak havanda doviilmiistiir. Sadece zaman parametresi degistirilen iki deneyin

verimleri birbirleriyle kiyaslanmistir.

Sekil 3.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Cihazi (SFE)
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3.4.15. Soguk sitkim (Cold pressing) yontemi
Siyah ve beyaz chia tohumu 20’ ser g tartilarak soguk sikim cihazinda (Sel-ni,
SLN-04) preslenmistir [77]. Preslenen sabit yag numuneleri tartilip verim hesaplar

yapilmastir.

Sekil 3.5. Soguk sikim apareyi

3.4.2. Sabunlasma islemi

Kuru ekstreden sabit yag asitlerini elde etmek i¢in sabunlagma iglemi yapilmistir.
Bu amagla, ekstre KOH - H20 - MeOH karigimi (1:1:8, v/v) (10 g, 10 mL, 80 mL) geri
sogutucu altinda kaynatilmistir (2 saat). Sabunlagsmayan bilesikler n-hekzan yardimiyla
apolar faza alinarak uzaklastirllmigtir. Sulu faza hacimce % 15’lik HCI ilave edilerek
pH:2-3 araligina getirilmistir. Asitli ortamda serbest hale gelen yag asitleri dietil eterle
stvi-sivi  ekstraksiyon yontemiyle ekstre edilmistir. (3 x50 mL). Eterli ekstreler
birlestirilip susuz NaxSOs’ten gecirilerek ve diisiik basing altinda kurutulmustur. Kuru

bitkinin bakiyesi not edilerek verim hesab1 yapilmigtir [78].
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3.4.3. Serbest yag asitlerinin metillenmesi

0,15-0,2 g yag tartilip 250 mL’lik dibi yuvarlak balona alinarak tizerine 5 mL 0,5
N metanollii NaOH ilave edilmistir. Balon (igerisine kaynama tas1 atilarak) 10 dk
boyunca geri sogutucu altinda 1sitilmistir. Siire sonunda balondaki ¢6zeltiye 5 mL BF3/
MeOH karisimi eklenerek kaynama islemi 2 dakika daha devam ettirilmistir. Boron
trifloriir ve yag asitlerinin arasinda gerceklesen tepkimenin sonunda sabit yag asitleri,
ucucu metil esterleri formuna doniismektedir (Sekil 3.6). Daha sonra balon sogutularak
karisim iizerine 4 mL n-hekzan eklenerek calkalanmistir. Balon icindeki karisim 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak {izerine doymus NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ekleme
islemi tamamlandiktan sonra balon jojenin agzi kapatilip ters diiz edilerek iyice
karistirilmustir [79]. Islem sonunda faz ayrimmin gergeklesmesi beklenerek iist faz (n-
hekzanli) alinarak viale aktarilmistir. Viale aktarilan ¢ozelti, analiz edilmek {izere

GC/FID-MS sistemine enjekte edilmistir.

F = =
F F
S
F——B: CHy0e '-:,l— R—ﬁ{ EE— H—Ci H,}' HOH 57 JFB
l = oy F
BF3:MeOH Kompleksi Yag asich Metil ester

Sekil 3.6. Serbest yag asitlerinin metillenme reaksiyonu

3.4.4. Gaz kromatografisi / alev iyonlagsma dedektorii - Kiitle spektrometresi
teknigi (GC/FID-MS)

Saponifikasyon isleminden sonra elde edilen sabit yaglarin analizi i¢in GC / FID
- MS teknigi kullanilmistir [80]. Yag asitlerinin analizi i¢in asagidaki kromatografi

sartlart kullanilmastir:

Kolon firmimin sicakligi ilk 10 dakikada 60°C’de kalip daha sonra dakikada 4°C
artarak 220°'C’ye ¢ikarilmistir. 220°C’de 10 dakika sabit kalan sicaklik dakikada 1°C
artirllmak suretiyle 240°C’ye ¢ikarilmaya programlanmstir. Toplam analiz siiresi 100

dakikadir.
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Sekil 3.7. GC/FID-MS Sistemi

Gaz kromatografisi (GC) analiz sartlart

Sistem: Agilent 7890B GC

Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap X 0,25 pum film kalmlig1)
Dedektor: Alev Iyonlasma Dedektorii (FID)

Enjeksiyon Sicakligi: 250°C

Dedektor Sicakligi: 250°C

Tagstyict Gaz: Helyum

Akis Hizi: (0.7 mLdk.)

Gaz kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC / MS) analiz sartlart

Sistem: Agilent 7890B GC 5977B Mass Selective Dedector

Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m x 0.25 mm i¢ ¢ap X 0.25 um film kalinlig1)
Enjeksiyon Sicaklhigi: 250°C

Iyon Kaynagi Sicakligi: 230°C

Iyonizasyon Modu: EI

Elektron Enerjisi: 70 eV

Kiitle Araligi: 35-450 m/z
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3.4.5. Ultra performans birlesim kromatografisi teknigi (UPC?)

Elde edilen sabit yaglarin kimyasal kompozisyonlarini incelemek tizere Ultra
Performans Birlesim Kromatografisi (UPC?) teknigi kullanilmistir. UPC?’ de sabit yag
analizi i¢in On tlrevlendirme islemine gerek kalmaksizin numune dogrudan analiz

edilebilmektedir [81].

Yag numunesi 2-propanolde (IPA) ¢oziilerek 10 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir. Standart yag asitleri numuneleri benzer sekilde hazirlanmistir. Sabit yag
asitlerinin kompozisyonlarinin aydinlatilmasi i¢in asagidaki kromatografik analiz sartlari

uygulanmistir:

Dedektor: QDA

fyonlasma modu: Negatif

Kiitle Araligi: 90-370 Da

Koni Voltaji: 20 V

Kapiler Voltaji: 0.8 kV

SIR: 255-277-279-281-309 m/z
Kolon: C18 1.9 u (150 x 3.3 mm)
Kolon Sicakligi: 60°C

Geri Basing: 1700 psi

Numune Sicakhigr: 10°C

Hareketli Faz: IPA ig¢inde % 0,1 Formik Asit (modifiye edici)
Akis Hizi: 0,3 mL/dak.

Eliisyon gradienti:

Tablo 3.2. UPC? kromatografisinde kullanilan eliisyon gradienti

Zaman (dk) % CO- % IPA
1 0-3.00 98 2
2 3.01-38.00 98 2
3 8.01-8.50 96 4
4 8.51-9.50 80 20
5 9.51-13.50 98 2
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AcauityTurc:

Acouityfupc

Sekil 3.8. UPC%kromatografi cihazi
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3.5. Antioksidan Aktivite Calismalari
3.5.1. DPPH radikali siipiirme potansiyeli testi

Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerin radikal siipiiriicti
potansiyelleri DPPH radikali ile test edilmistir [82]. Deneyde, 96-kuyucuklu plaga
ekstreler (10 mg/mL) ve standart madde (0.1 mg/mL) metanol ile 8 kez 8-kanalli otomatik
pipetor (Eppendorf Xplorer) yardimiyla seyreltilerek (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,31; 0,16;
0,08 mg/mL) yiiklenmistir. Kuyucugun i¢ine 100 pL numune ve 100 uL. DPPH (0,08
mg/mL) ilave edilip 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.
Siire sonunda absorbans degerleri plak okuyucu spektrofotometre yardimiyla 517 nm
dalga boyunda olgiilerek kaydedilmistir. Kor olarak metanol kullanilmistir. Gallik asit
¢ozeltisi (0,1 mg/mL) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar 33 tekrar tizerinden
denklem (3.1)’ e gére hesaplanmustir:

: Abs —Abs
% Inh il kontrol numune % 100, (31)
AbSgontrol

Burada; AbSkontrol : Kontrol kuyucugunun absorbans degeri, Absnumune : NUMUNE

kuyucugunun absorbans degeridir.

Reatktiflerin hazirlanigi:

1) DPPH: 2,2-Di(4-tert-oktilfenil)-1-pikrilhidrazil reaktifi 4,0 mg tartilir ve 50 mL
metanolde ¢oziilmiistiir. Cozelti gilinliik taze olarak hazirlanip reaktif amber sise
igerisinde muhafaza edilmistir.

2) Gallik asit ¢ozeltisi: Gallik asit 1,0 mg tartilir ve 1.0 mL metanolde ¢6ziilerek stok
¢ozelti hazirlanmistir. Deney Oncesi ¢ozeltiden alikuot alinarak metanol ile 0,1
mg/mL’ ye kadar seyreltilmistir.

3) Numune ¢ozeltisi: Numuneler 10,0 mg tartilip 1,0 mL metanolde ¢oziilmiistiir.
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3.5.2. Troloksa esdeger antioksidan kapasite (TEAC) testi

Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerin, ABTS radikalini
stiptirme etkisi TEAC testi ile belirlenmistir [83]. ABTS katyon radikalini elde etmek
amaciyla K2S20g sulu ¢ozeltisi (2,5 mM) iginde ve ABTS ¢ozeltisi (7 mM) hazirlanmastir.
Cozelti, karanlik ortamda 16 saat siireyle reaktif aktif olana dek bekletilmistir.
Hazirlanmis olan stok ¢dzeltiden yaklagik 3 mL alinarak UV spektrofotometrede 734 nm
dalga boyunda 0,700-0,800 arasinda absorbans verene kadar absolii etanol ile
seyreltilmistir. Troloksun bes farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri (3,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,1
mM) kullanilarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir. 96-derin kuyucuklu plagin iizerine
10 pL numune ve 990 pL. ABTS™ konularak 30 dakika siireyle oda sicakliginda ve
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Kor olarak numune yerine 10 pl metanol
konulmustur. Inkiibasyon sonrasinda karisimdan 8-kanalli otomatik pipetdr yardimiyla
300 pL almarak mikro plak kuyucuklarina aktarilmistir. Absorbans Sl¢timleri plak
okuyucu spektrofotometre yardimiyla 734 nm dalga boyunda yapilmistir. Troloksun
kalibrasyon egrisi kullanilarak troloksa esdeger antioksidan kapasite degerleri

saptanmustir [84].
Reatktiflerin hazirlanisi:

1) ABTS: 2,2"-Azino-bis(3-etillbenzotiazolin-6-siilfonik asit) 36 mg tartilmustir.

2) K2S20s: Potasyum persiilfat, 6,6 mg tartilmigtir.

3) Tartilan ABTS ve K2S,0g birlestirilerek 10 mL suda ¢6ziilmiistiir. Boylece 7
mM ABTS ve 2,5 mM K3S,0g karisim1 hazirlanmustir.

4) Troloks: 7,5 mg troloks tartilip 1 mL suda ¢6ziinmiistiir. 3 mM olan ¢6zeltiden
alikuotlar alinarak 2, 1, 0,5 ve 0,1 mM Kkonsantrasyonda c¢o6zeltileri
hazirlanmstir.

5) Numune ¢ozeltisi: Numuneler 10’ ar mg tartitlip 1’ er mL metanolde

¢ozilmistiir (10 mg/mL).
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3.5.3. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testi

Farkl1 ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen ekstrelerin oksijen radikali siipiirme
etkisi ORAC yontemiyle incelenmistir. AAPH tarafindan iiretilen peroksil radikallerinin
temizlenmesi prensibine dayanan bir yontemle tayin edilmistir [85]. 96-kuyucuklu
plakalara 25 uL numune ve 150 pL 4 nM fluorosein konulup 30 dakika boyunca 37°C ve
1s1ksiz ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda 25 plL 225 mM AAPH radikali ilave
edilip plakalardaki ¢6zelti 10 saniye boyunca ¢alkalanmistir. Daha sonra numuneler 180
dakika boyunca 485 nm dalga boyunda uyarilip 535 nm dalga boyunda yayilim yapacak
sekilde plak okuyucu spektrofotometreye birakilarak dakika basi Ol¢iimler
kaydedilmistir. Deneyde bes farkli konsantrasyonda hazirlanan troloks ¢o6zeltisi
kullanilmistir (50; 25; 12,5; 6,25; 0 uM). Sonuglar troloksa esdeger olarak egri altinda

kalan alan hesab1 yapilarak hesaplanmistir.

Reatktiflerin hazirlanigi:

1) NazHPO4-NaH2PO, tamponu : 10,82 g Disodyum hidrojen fosfat ve 3,33 g
sodyum dihirojen fosfat taritilip 800 mL ultra saf suda ¢ozlinmiistiir. HC1 ve
NaOH ¢ozeltileriyle pH 7,4 olacak sekilde ayarlanmigtir. Daha sonra ¢ozelti saf
su ilavesi ile 1 L’ ye tamamlanmustir. (0,075 M, pH:7,4)

2) AAPH radikali: 203,4 mg 2,2’-Azobis (2-amidinopropan) dihidroklortir tartilip
333 mL fosfat tamponunda ¢6ziilmiistiir. (225 mM)

3) Fluoresein: 15 mg fluoresein tartilip 10 mL tampon ¢dzeltisinde ¢oziinerek stok
cozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti 4°C° de muhafaza edilmistir. Stok
¢ozeltiden alinan 50 pL fluoresein 49,95 mL tampon ile 1000 kat seyreltilmistir
(4 nM). Stok ¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanan ¢ozelti giinliik taze olarak
kullanilmustir.

4) Numune c¢ozeltisi: Her bir ekstre 10 mg tartilip 1 mL tampon c¢ozeltide
¢Oziinerek 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Daha sonra numune
cozeltisi seyreltilerek 5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda da

hazirlanmustir.
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3.6. Toplam Fenol Miktar Tayini

Siyah ve beyaz chia tohumundan elde edilen ekstrelerin toplam fenol miktar tayini
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir
[85]. Bu amagla 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0.1 mg/mL konsantrasyonlarda gallik asit
cozeltileri hazirlanarak FCR ile tepkime sonuglart {izerinden kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Deneyde, 96-kuyucuklu plak igine 20 pL numune, 1,56 mL saf su ve 100 uL
FCR ilave edilmistir.Yaklasik 8 dakika beklendikten sonra kuyucuklara 250 uL Na,COs
(%20 sulu ¢ozelti) eklenip 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire
sonunda tepkime sonuglar1 plak okuyucu yardimi ile spektrofotometrik olarak 760 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olgiilerek tespit edilmistir. Sonuglar 3x3 tekrar

tizerinden alinarak gallik asite esdeger olarak belirlenmistir [73, 86, 87].
Reatktiflerin hazirlanigi:

1) Gallik asit: 2 mg gallik asit tartilarak 2 mL metanolde ¢6ziilmiistiir (1 mg/mL).
Daha sonra alikuotlar alinarak 0,8; 0,6; 04; 0,2 ve 0,1 mg/mL
konsantrasyonlara metanol ile seyreltilmistir.

2) Na2COa: 10 g sodyum karbonat tartilarak 50 mL suda ¢oziilmiistiir.

3) Numune c¢ozeltisi: Her bir numune 10’ar mg tartilarak 1 mL metanolde

¢Ozunmustlr.

3.7.  Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Siyah ve beyaz chia tohumlarinin toplam flavonoit miktar tayini rutin ve kersetine
ekivalent olarak AICIz reaktifi kullanilarak hesaplandi. 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0,1
mg/mL konsantrasyonlarda rutin ve kersetin hazirlandi. 80 pL numune {izerine 80 puL
AICI3 (29/100 mL) reaktifi ve 1,85 mL absolii etanol ilave edildi. Blank olarak AlCl3
reaktifi yerine 1 damla asetik asit kullanildi. 40 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilan numunelerin daha sonra spektrofotometre yardimiyla 415 nm dalga boyundaki
absorbanslar1 olgiildii. Rutin ve kersetinin kalibrasyon egrisi c¢izilerek ekstreler ile
karsilastirilip numunelerdeki toplam flavonoit miktarlari tayin edildi. Deney 3x3 tekrar
yapildi [73, 87, 88].
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Reatktiflerin hazirlanigi:

1) AICIs: 2 g aliiminyum kloriir tartilip 100 mL suda ¢ozilmiistiir.

2) Rutin: Maddenin 1 mg/mL konsantrasyonda ¢6zeltisi hazirlanip 0,8; 0,6; 0,4;
0,2 ve 0,1 mg/mL’ lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.

3) Kersetin: Maddenin 1 mg/mL konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip 0,8; 0,6;
0,4; 0,2 ve 0,1 mg/mL’ lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sabit Yaglarin Ekstraksiyon Verimleri

Tez kapsaminda siyah ve beyaz chia tohumu 6rneklerinden bes farkli yontemle
lipitler ekstre edilerek verimleri hesaplanmistir. Verim sonuglari yiizde olarak Tablo

4.1.°de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerin ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon Yontemleri Siyah Chia Tohumu (% Verim)  Beyaz Chia Tohumu (% Verim)
Folch 10,82 11,61
Soxhlet 16,59 14,91
Soguk Sikim 12,95 15,05
ASE 9,09 12,92
Siiperkritik Akigkan (60 dk) 5,90 3,99
Stiperkritik Akiskan (210 dk) 7,33 9,33

4.2. Sabit Yag Asidi Kompozisyonlar:
Siyah ve beyaz chia tohumlarinin sabit yag asidi kompozisiyonlart GC / FID - MS

ve UPC? teknikleriyle ayr1 ayr1 belrlenmis olup karsilastirmali analizi yapilmistir.

4.2.1. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi yontemiyle sabit yag asidi
kompozisyonlarinin aydinlatilmasi
Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen siyah ve beyaz chia tohumu
ekstrelerinin GC/FID-MS teknikleri ile sabit yag asidi kompozisyonlari aydinlatiimistir.
Gaz kromatografik analiz sonuglar1 siyah ve beyaz chia tohumu igin Tablo 4.2 ve Tablo

4.3’ te gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen siyah chia tohumu ekstrelerinin yag asidi kompozisyonu

SOG.
Sira Bilesik Adi FOLCH | SOXHLET | ASE SFE
SIKIM
1 Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit); (16:0) 6,5 7,3 7,5 7,1 7.3
2 Heptadekanoik asit (=Margarik asit); (17:0) 0,1 Eser Eser 0,2 0.2
3 Oktadekanoik asit (= Stearik asit); (18:0) 2,3 3,0 3,2 3,2 35
4 (2)-9-Oktadekanoik asit (=Oleik asit); (18:1) 51 5,8 5,8 5,7 6.0
5 (E)-9-Oktadekanoik asit (=Elaidik asit); 18:1) 0,7 0,7 0,8 0,8 0.9
(Z,2)-9,12-Oktadekadienoik asit (=Linoleik
6 ) 20,0 19,8 19,7 19,5 19.6
asit); (18:2)
(E,E,E)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit
7 o o 0,2 Eser Eser Eser Eser
(=Elaidolinoleik asit); (18:3)
(Z,2,2)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit (=a-
8 ) o 64,7 63,0 62,3 62,6 61.1
Linolenik asit); (18:3)
9 Eikosanoik asit (=A4rasidik asit); (20:0) 0,2 0,3 0,3 0,3 0.3
Toplam 99.8 99,9 99,6 99,4 98,9
Toplam ®-3 64.9 63,0 62,3 62,6 61,1
Toplam ®-6 20.0 19,8 19,7 19,5 19,6
Toplam ®-9 5.8 6,5 6,6 6,5 6,9
Toplam doymams yag asidi 90.7 89,3 88,6 88,6 87,6
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Tablo 4.3. Farkli ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen beyaz chia tohumu ekstrelerinin yag asidi kompozisyonu

SOG.
Sira Bilesik Adi FOLCH | SOXHLET | ASE SFE
SIKIM
1 Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit); (16:0) 3,0 7,8 8,0 7,7 74
2 Heptadekanoik asit (=Margarik asit); (17:0) Eser Eser Eser Eser 0,2
3 Oktadekanoik asit (= Stearik asit); (18:0) 0,7 3,7 4,2 4,2 3,9
4 | (2)-9-Oktadekanoik asit (=Oleik asit); (18:1) 3,6 7,5 7,5 7,4 7,1
5 | (E)-9-Oktadekanoik asit (=Elaidik asit); (18:1) 0,3 0,4 0,7 0,9 0,8
(Z,2)-9,12-Oktadekadienoik asit (=Linoleik
6 ) 22,2 21,9 22,0 22,0 21,1
asit); (18:2)
(E,E,E)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit
7 o o Eser Eser Eser Eser Eser
(=Elaidolinoleik asit); (18:3)
(Z,2,2)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit (=a-
8 ) o 69,9 58,1 57,0 56,7 58,3
Linolenik asit); (18:3)
9 Eikosanoik asit (=Arasidik asit); (20:0) Eser 0,4 0,4 0,9 0,3
Toplam 99,7 99,8 99,8 99,8 99,1
Toplam ®-3 69,9 58,1 57,0 56,7 58,3
Toplam ©-6 22,2 21,9 22,0 22,0 21,1
Toplam ®-9 3,9 7,9 8,2 8,3 79
Toplam doymamus yag asidi 96 87,9 87,2 87,0 87,3
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4.2.2. Ultra performans birlesim kromatografisi yontemiyle sabit yag asidi
kompozisyonlarimin aydinlatiimasi

Farkli ekstraksiyon metotlariyla elde edilen ekstrelerin Ultra Performans Birlesim
Kromatografisi (UPC?) yontemi sonucunda ortaya ¢ikan kromatogramlar asagida

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Maserasyon metoduyla elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogram:
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Sekil 4.2. Maserasyon metoduyla elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogrami
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Sekil 4.3. Soxhlet metoduyla elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogram:
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Sekil 4.4. Soxhlet metoduyla elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogrami
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Sekil 4.5. ASE metoduyla elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogram:
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Sekil 4.6. ASE metoduyla elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin UPC? kromatogram:
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Sekil 4.7. Standartlarin UPC? kromatogrami

Farkh ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerin Ultra Performans Birlesim

Kromatografisi ile Miktar Tayinleri

Yogunluk

Sekil 4.8. 0,1 mg/mL linoleik asit standardimn UPC? kromatogram:
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Sekil 4.9. Linoleik asidin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.10. Folch metoduyla elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktar:
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Sekil 4.11. Folch metoduyla elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linoleik asit miktar:
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Sekil 4.12. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktar
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Sekil 4.13. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktar
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Sekil 4.14. Soxhlet metoduyla elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktart
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Sekil 4.15. Soxhlet metoduyla elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linoleik asit miktar
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Sekil 4.16. SFE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktart
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Sekil 4.17. SFE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linoleik asit miktar
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Sekil 4.18. Soguk sitkim teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktari
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Sekil 4.19. Soguk sikim teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linoleik asit miktari
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Sekil 4.20. Standart kontrol linoleik asit (0,05 mg/mL)
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Sekil 4.21. 0,1 mg/mL standart linolenik asidin UPC? kromatogram
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Sekil 4.22. Linolenik asidin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.23. Folch teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktar:
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Sekil 4.24. Folch teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktart
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Sekil 4.25. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktari
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Sekil 4.26. ASE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linolenik asit miktar
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Sekil 4.27. Soxhlet teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktar
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Sekil 4.28. Soxhlet teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linolenik asit miktar
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Sekil 4.29. SFE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktar

i5

Yogunluk

®
.

50d04]

| ——

i A B R R R i ST T R e

Zaman (dk)

Sekil 4.30. SFE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linolenik asit miktari
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Sekil 4.31. Soguk sikim teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki linolenik asit miktari
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Sekil 4.32. Soguk sitkim teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki linolenik asit miktar
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Sekil 4.33. Standart kontrol linolenik asit (0,05 mg/mL)
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Sekil 4.34. 0,1 mg/mL standart oleik asidin UPC? kromatogram

Calibration Plot
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Sekil 4.35. Oleik asidin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.36. Folch teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.37. Folch teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.38. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.39. ASE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki oleik asit miktari
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Sekil 4.40. Soxhlet teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.41. Soxhlet teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki oleik asit miktar:
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Sekil 4.42. SFE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki oleik asit miktart
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Sekil 4.43. SFE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki oleik asit miktar

Yogunluk

EEEECEE S

a;
Ok ASit——= 815128424
o

oo 20 0 4o e s o O 1200
Zaman (dk)

Sekil 4.44. Soguk sikim teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.45. Soguk sikim teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki oleik asit miktar
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Sekil 4.46. 0,05 mg/mL standart kontrol oleik asit
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Sekil 4.47. 0,1 mg/mL standart palmitik asit
Calibration Plot
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Sekil 4.48. Standart palmitik asitin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.49. Folch teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki palmitik asit miktar
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Sekil 4.50. Folch teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki palmitik asit miktar
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Sekil 4.51. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki palmitik asit miktar
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Sekil 4.52. ASE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki palmitik asit miktari
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Sekil 4.53. Soxhlet teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki palmitik asit miktar
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Sekil 4.54. Soxhlet teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki palmitik asit miktar:
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Sekil 4.55. SFE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki palmitik asit miktar:
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Sekil 4.56. SFE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki palmitik asit miktar
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Sekil 4.57. Soguk stkum teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki palmitik asit miktart
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Sekil 4.58. Soguk sikim teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki palmitik asit miktari
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Sekil 4.59. 0,05 mg/mL standart kontrol palmitik asit
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Sekil 4.62. Folch teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Sekil 4.61. Standart stearik asitin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.63. Folch teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Sekil 4.64. ASE teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki stearik asit miktar:
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Sekil 4.65. ASE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki stearik asit miktari
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Sekil 4.66. Soxhlet teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki stearik asit miktart
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Sekil 4.67. Soxhlet teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Sekil 4.68. SFEteknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Sekil 4.69. SFE teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Soguk sitkim teknigiyle elde edilen siyah tohum ekstresindeki stearik asit miktar
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Sekil 4.71. Soguk sitkim teknigiyle elde edilen beyaz tohum ekstresindeki stearik asit miktari
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Sekil 4.72. 0,05 mg/mL standart kontrol stearik asit
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Tablo 4.4. Siyah chia tohumu ekstrelerinin UPC? yontemiyle elde edilen miktar tayinleri (mg/mL)

FOLCH ASE SOXHLET SFE SOG. SIKIM
0,158 Eser Eser 0,145 0,045
Linoleik asit 0,161 Eser Eser 0,145 0,042
0,160 Eser Eser 0,142 0,045
Ortalama 0,160 0,144 0,044
Standart sapma 0,001 0,001 0,001
0,619 0,010 Eser 0,576 0,176
Linolenik asit 0,629 0,011 0,001 0,575 0,162
0,625 0,011 0,001 0,567 0,173
Ortalama 0,624 0,011 0,001 0,573 0,170
Standart sapma 0,004 0,000 0,000 0,004 0,006
0,019 Eser Eser 0,020 0,010
Stearik asit 0,021 Eser Eser 0,021 0,010
0,022 Eser Eser 0,020 0,010
Ortalama 0,021 0,020 0,010
Standart sapma 0,001 0,000 0,000
0,071 Eser Eser 0,069 0,022
Palmitik asit 0,075 Eser Eser 0,069 0,021
0,074 Eser Eser 0,067 0,023
Ortalama 0,073 0,068 0,022
Standart sapma 0,002 0,001 0,001
0,047 Eser Eser 0,046 0,012
Oleik asit 0,050 Eser Eser 0,046 0,011
0,049 Eser Eser 0,045 0,012
Ortalama 0,049 0,046 0,012
Standart sapma 0,001 0,000 0,000
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Tablo 4.5. Beyaz chia tohumu ekstrelerinin UPC? yéntemiyle elde edilen miktar tayinleri (mg/mL)

FOLCH ASE SOXHLET SFE SOG. SIKIM
0,078 Eser Eser 0,021 0,007
Linoleik asit 0,078 Eser Eser 0,016 0,006
0,078 Eser Eser 0,020 0,008
Ortalama 0,078 0,019 0,007
Standart sapma 0,000 0,002 0,001
0,252 0,024 0,021 0,081 0,028
Linolenik asit 0,251 0,023 0,015 0,067 0,025
0,251 0,022 0,009 0,076 0,032
Ortalama 0,251 0,023 0,015 0,075 0,028
Standart sapma 0,000 0,001 0,005 0,006 0,003
0,009 Eser Eser Eser 0,005
Stearik asit 0,009 Eser Eser Eser 0,005
0,009 Eser Eser Eser 0,005
Ortalama 0,009 0,005
Standart sapma 0,000 0,000
0,036 Eser Eser 0,009 0,011
Palmitik asit 0,036 Eser Eser 0,006 0,009
0,036 Eser Eser 0,010 0,010
Ortalama 0,036 0,008 0,010
Standart sapma 0,000 0,002 0,001
0,017 Eser Eser Eser 0,001
Oleik asit 0,017 Eser Eser Eser Eser
0,017 Eser Eser Eser 0,002
Ortalama 0,017 0,001
Standart sapma 0,000 0,001
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4.3. Antioksidan Aktivite Sonuglar
4.3.1. DPPH serbest radikali siipiirme degerleri
Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen siyah ve beyaz chia tohumu

ekstrelerinin DPPH radikali siipiirme etkileri yiizde inhibisyon olarak hesaplanmis olup
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’ de gosterilmistir.

Tablo 4.6. Siyah chia tohumu ekstrelerinin DPPH radikali siipiirme etkisi

SOXHLET FOLCH SFE SOG. ASE

SIKIM
Inhibisyon (%)* 9,33 19,65 8,24 15,70 15,41
Std sap. 1,44 1,95 0,55 2,59 0,02

Tablo 4.7. Beyaz chia tohumu ekstrelerinin DPPH radikali stipiirme etkisi

SOXHLET FOLCH  SFE SOG. ASE

SIKIM
inhibisyon (%)* 8,61 1001 1966 20,76 19,08
Std sap. 2,35 1,68 1,76 080 075

4.3.2. Troloksa ekivalent antioksidan kapasite degerleri

Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen siyah ve beyaz chia tohumu
ekstrelerinin antioksidan kapasitesi ABTS radikalinin siipiirilme etkisine gore tespit
edilmis olup numunelerin troloksa esdeger antioksidan kapasite degerleri Tablo 4.8 ve
Tablo 4.9°da gosterilmistir. Standart antioksidan bilesigin (Troloks) kalibrasyon egrisi,
denklem ve R? degeri Sekil 4.73’te gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Siyah chia tohumu ekstrelerinin ABTS radikali stipiirme etkisi(mM TE/Qekstre)

SOXHLET FOLCH SFE S.S. ASE
TEAC* 7,22 5,98 7,20 10,17 7,56
Std sap. 1,51 0,85 0,82 1,14 0,64

Tablo 4.9. Beyaz chia tohumu ekstrelerinin ABTS radikali stipiirme etkisi(mM TE/Qekstre)

SOXHLET FOLCH SFE S.S.  ASE
TEAC* 7,30 9,11 6,05 10,06 5,15
Std. Sap. 2,13 1,47 1,19 094 0,85

90
80
70
60
50
40
30
20
10 -

y=27,777x-1,2259 P
R2=0,9997

Inhibisyon

0 05 1 15 2 2,5 3 35
Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 4.73. Troloksun kalibrasyon egrisi

4.3.3 Oksijen radikali antioksidan kapasitesi testi sonuclar:

Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen siyah ve beyaz chia tohumu
ekstrelerinin oksijen radikali absorbans kapasitesi troloksa esdeger olarak tespit edilmis
olup sonuglar Tablo 4.10 ve Tablo 4.11°de verilmistir. Fluoresein bilesiginin liiminesans
degerlerinin chia tohumu ekstrelerinin etkileriyle zamana kars1 degisimi Sekil 4.74 ve

Sekil 4.75’te gosterilmistir.
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Sekil 4.74. Fluoreseinin liminesans degerlerinin siyah chia tohumu ekstrelerinin etkisi altinda

zamana karsi degisimi (ORAC testi)
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Sekil 4.75. Fluoreseinin liiminesans degerlerinin beyaz chia tohumu ekstrelerinin etkisi altinda

zamana karsi degisimi (ORAC testi)
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Tablo 4.10. Siyah chia tohumu ekstrelerinin ORAC testi sonuglart (mmol TE/gekstre)

SOXHLET SFE FOLCH SOG. SIKIM ASE

ORAC* 0,052 0,032 0,056 0,049 0,081

Std Sap. 3,437E-06 0,001 0,001 0,004 0,005
Tablo 4.11. Beyaz chia tohumu ekstrelerinin ORAC testi sonuglart (mmol TE/gekstre)

SOXHLET SFE FOLCH SOG. SIKIM ASE

ORAC* 0,015 0,036 0,107 0,015 0,022

Std Sap. 9,86E-05 0,001 0,002 0,001 0,001
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4.4. Toplam Fenol Miktarlar:

Siyah ve beyaz chia tohumlarindan elde edilen metanollii ekstrelerin fenol miktar
tayinleri FCR reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Toplam fenol miktarlar1 gallik aside
esdeger olarak hesaplanmis olup Tablo 4.12” de verilmistir. Gallik asidin kalibrasyon

egrisi (0 — 1.0 mg/mL) Sekil 4.76°da gosterilmistir.

Tablo 4.12. Metanollii chia tohumu ekstrelerinin toplam fenol miktarlar: ( mg GAE/Qekstre)™

Siyah chia tohumu Beyaz chia tohumu

Toplam Fenol Miktari 9,86 12,69
Std sap. 0,78 1,73
*GAE: Gallik aside esdeger

0,9
0.8 y= 0,7573)( + 0,0077
0‘7 R2=0,9995 -®

v 0,6 - &
c
05 :

2 04

0,2

0,1 Pt
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 4.76. Gallik asidin kalibrasyon egrisi

4.5. Toplam Flavonoit Miktarlari

Siyah ve beyaz chia tohumlarinin metanollii ekstrelerinin flavonoit miktar tayini
rutin ve kersetine esdeger olarak AlCIs reaktifi ile tayin edilmistir. Sonuglar Tablo 4.13
ve Tablo 4.14’ te verilmistir. Rutin (0 — 1,0 mg/mL) ve kersetin (0 — 1,0 mg/mL)’in
kalibrasyon egrileri, denklemleri ve R? degerleri Sekil 4.77 ve Sekil 4.78°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.13. Metanollii chia tohumu ekstrelerinin toplam flavonoit miktar tayini (mg RE/mL)

Siyah chia tohumu

Beyaz chia tohumu

Toplam flavonoit miktar1

Std Sap.

0,098
0,002

0,099
0,004

Tablo 4.14. Metanollii chia tohumu ekstrelerinin toplam flavonoit miktar tayini (mg QE/mL)

Siyah chia tohumu

Beyaz chia tohumu

Toplam flavonoit miktari 0,034 0,038
Std Sap. 0,001 0,001
0,6
y =0,53x - 0,0047 o
05 7 R2=0,9982 :
© 04 = X
s
50,3 e
3 .
< 0.2 o
0,1 R
e’
0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon, mg/mL
Sekil 4.77. Rutinin kalibrasyon egrisi
2
1,8 y=1,8777x-0,0203 - ®
R2=0,9992 -
16 »
o 14 .
g2 o
S 1 |
© 08
’ '.
< 0,6 -
0,4 ‘
0,2 o
0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 4.78. Kersetinin kalibrasyon egrisi
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda Salvia hispanica L. bitkisinin siyah ve beyaz tohumlari
tizerinde farkli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak verim ve kimyasal kompozisyon
acisindan degerlendirme yapilmistir. Piyasada bulunan farkli menseili siyah ve beyaz chia
tohumlar1 son zamanlarda gittikce yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Kaynak
taramast sirasinda chia tohumlar1 kimyasal profilini rapor eden birgok kaynak
bulunmustur. Ancak Tiirkiye piyasasinda bulunan chia tohumlarini konu alan arastirma
sonuglar1 ¢ok kisitl sayida bulunmustur. Bu dogrultuda, tez kapsaminda Tiirkiye’de ticari
olarak en yaygin bulunan siyah ve beyaz chia tohumlar {izerine kimyasal ve biyolojik
aktivite ozelliklerini arastirmay1 hedefleyen ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Chia tohumlar1 konvansiyonel ve modern ekstraksiyon tekniklerine tabi tutularak
elde edilen lipitleri kimyasal kompozisyon ve verim agisindan degerlendirilmistir. Genel
olarak yag verimleri % 8 ile % 16 arasinda degismektedir. Bes farkli ekstraksiyon
metoduyla elde edilen ekstrelerin verim degerleri kiyaslandiginda en yiiksek verim Siyah
tohum i¢in Soxhlet apareyi ile elde edilirken, beyaz tohum i¢in Soguk Sikim teknigi ve
Soxhlet apareyi ile elde edilmistir. En diigiik verim ise SFE teknigiyle elde edilen
ekstrelerde saptanmustir. Genel olarak beyaz tohumun verim degerlerinin siyah tohuma
gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Verim degerlerinin kiyaslamas1 Sekil 5.1°de
gosterilmistir.

SFE ve ASE tekniklerinde ekstraksiyon sartlar1 optimizasyon yapilmadan
literatiirdeki benzer ¢alismalar baz alinarak se¢ilmistir. Sonuglar sadece o sartlardaki
ekstraksiyon parametrelerine baglh olarak ortaya ¢ikmistir. Net olarak bu iki teknigin

diger tekniklerden daha diisiik verime sahip oldugu sdylenemez.
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Sekil 5.1. Siyah ve beyaz chia tohumlarmun farklr tekniklerle elde edilen ekstrelerinin verim

degerlerinin kiyaslanmast

Ekstrelerin gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore yagin profilini 9 adet yag
asidi olusturmaktadir. Yag asitlerinin yiizdeleri; toplam ®-3, toplam ®-6, toplam ®-9 ve
toplam doymamis yag asidi olarak Sekil 5.4’ te verilmistir. Bu sonuglara gore siyah
tohumda temel yag asitleri olarak a-linolenik asit (% 61,1 - % 64,7) ve linoleik asit (%
19,5 - % 20,0) tespit edilmistir. Beyaz tohumda temel yag asitleri olarak a-linolenik asit
(% 56,7 - % 69,9) ve linoleik asit (% 21,1 - % 22,2) tespit edilmistir. Bu yag asitleri
doymamuis yag asitleri olup ®-3 ve -6 olarak da adlandirilir. Ayrica, ®-9 olarak bilinen
oleik asit, siyah tohumda (% 5,1 - % 6,0), beyaz tohumda ise (% 3,6 - % 7,5) arasinda
bulunmustur. Doymus yag asitleri fraksiyonu her iki tohumda da palmitik, stearik ve
arasidik asit ile temsil edilmistir. Palmitik asit orani siyah tohumda (% 6,5 - % 7,5), beyaz
tohumda ise (% 3,0 - % 8,0) olarak bulunmustur. Stearik asit oran1 siyah tohumda (% 2,3
- % 3,5), beyaz tohumda ise (% 0,7 - % 4,2) olarak tespit edilmistir. Arasidik asit orani
siyah tohumda (% 0,2 - % 0,3), beyaz tohumda ise (% < 0,1 - % 0,4) olarak saptanmustir.

Farkli ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen lipitlerin kimyasal profilleri
karsilastirildiginda uygulanan teknigin kompozisyonlari etkilemedigi saptanmistir (Sekil

5.2., Sekil 5.3.). Bu durum hem siyah hem de beyaz chia tohumu i¢in gorilmistiir.
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Sekil 5.2. Farkli ekstraksiyon teknikleri ile elde edilen siyah chia tohumu lipitlerinin kimyasal

profilleri
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Sekil 5.3. Farkli ekstraksiyon teknikleri ile elde edilen beyaz chia tohumu lipitlerinin kimyasal

profilleri
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GC/FID-MS teknigiyle elde edilen sonuglara gore, toplam yag asitlerinden
doymamis yag asitlerinin yiizdeleri 87 ile 96 arasinda degismektedir. En diisiik yilizde
beyaz tohumun soguk sikim teknigiyle elde edilen ekstresi olurken en yiiksek doymamais

yag asidi yiizdesi ise beyaz tohumun Folch metoduyla elde edilen ekstresinde

1' 1' ]' 1' 1' ' Toplam doymamis yag asidi
o> >0 00

saptanmistir.

100

80

60
[

%

Toplam ®-3
Toplam -6
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I SO0 SO0 SP P
VST
S O R SRS S

40 '
20
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Sekil 5.4. Siyah ve beyaz chia tohumlarimin doymamus yag asidi miktarlar

UPC? teknigiyle elde edilen sonuglara bakildiginda temel yag asidi bilesigi olarak
yine a-linolenik asit ve linoleik asit tespit edilmistir. Genel olarak UPC? sonuglar
GC/FID-MS analizlerine benzer olup kayda deger bir fark saptanmamistir. Bu durum
dikkate alindiginda UPC? tekniginin GC/FID-MS teknigine alternatif olabilecegini
diisiiniilmektedir. UPC? teknigindeki analizin GC/FID-MS tekniginden ¢ok daha kisa
stirede (yaklasik 10 kat) tamamlanmasi neticesinde avantajli oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla analizin maliyeti de 6nemli 6l¢lide diisiiktiir. Ayrica, bu yontemin 6ne ¢ikan
bir diger 6zelligi de, numune hazirlama asamasinda tiirevlendirmeye ihtiya¢ duymadan
dogrudan analiz edilmesidir. UPC? tekniginin diger 6nemli avantaj1 ise ‘green’ teknik
olmasidir. Analiz i¢in toksik olmayan ve ucuz ¢oziicii CO2 kullanilmistir. Cevreye ve

caligsanlara toksik etkisi minimum diizeydedir.
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Sekil 5.5. Folch metoduyla elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlart
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Sekil 5.6. Folch metoduyla elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlar:

SFE-S
80 673
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xR 40
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20 16,9
0 . — [ | - I .
Linoleik asit  Linolenik asit  Stearik asit Palmitik asit Oleik asit
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Sekil 5.7. SFE teknigiyle elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlari
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Sekil 5.8. SFE teknigiyle elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlart
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Sekil 5.9. Soguk sikim teknigiyle elde edilen siyah chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlar
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Sekil 5.10. Soguk sitkim teknigiyle elde edilen beyaz chia tohumu ekstresinin yag asidi kompozisyonlar

Soxhlet ve ASE yéntemleriyle elde edilen lipitlerin UPC? analiz sonuglarinda
linolenik asit ana bilesik olarak tespit edilmis olup diger yag asitleri (linoleik, stearik,
palmitik ve oleik) ise eser miktarda saptanmistir. Bu sebepten bu boliimde soxhlet ve ASE
yontemiyle elde edilen ekstrelerin yag asidi kompoziSyonlarnin grafiksel olarak
gosterilmesine gerek duyulmamastir.

Chia tohumu ekstrelerinin antioksidan Ozellikleri acisindan degerlendirme
sonuglari, genel olarak lipitlerin zayif aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Farkl1 ekstraksiyon teknikleri uygulanan siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin
DPPH radikali siipiirme etkilerine bakildiginda, genel olarak beyaz chia tohumunun
DPPH radikalini siiplirme etkisi siyah tohuma gore daha yiliksek oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, en yiiksek aktivite siyah tohum i¢in Folch metoduyla elde edilen
ekstrede tespit edilmistir. Beyaz tohumda ise, en yiiksek aktivite soguk sikim teknigiyle
elde edilen ekstrede saptanmustir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. Siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin DPPH radikali sipiirme etkisi

Farkli ekstraksiyon teknikleri uygulanan siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin
ABTS radikalini siipiirme etkilerine bakildiginda en yiiksek aktivite her iki tohumda da
soguk sikim teknigiyle elde edilen ekstrelerde saptanmistir. En diisiik aktivite ise siyah
tohum i¢in Folch metoduyla elde edilen ekstrede, beyaz tohum i¢in ise ASE teknigiyle

elde edilen ekstrede gozlenmistir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. Siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin ABTS radikali siipiirme etkisi

Farkl1 ekstraksiyon teknikleri uygulanan siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin
ORAC testi ile AAPH radikali siipiirme etkileri gézlemlendiginde en yiiksek aktivite
siyah tohum i¢in ASE teknigiyle elde edilen ekstrede teshis edilirken beyaz tohum igin
en yiiksek aktivite Folch metoduyla elde edilen ekstrede saptanmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. Siyah ve beyaz chia tohumu ekstrelerinin ORAC testi ile AAPH radikali siipiirme etkisi

Ug farkli antioksidan aktivite test sonuglari kiyaslandiginda, DPPH ve TEAC
deneylerinde soguk sikim teknigiyle elde edilen numunelerin en yiiksek inhibisyon
degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, ORAC test sonuglarinda ise beyaz
tohumun Folch yontemiyle elde edilen esktresinin en etkin oldugu tespit edilmistir.

Bir ¢alismada chia tohumunun soxhlet teknigiyle elde edilen n-hekzanli
ekstresinde yag verimi %13,75 olarak bulunmustur [89]. Bu tez kapsaminda yapilan
caligmalar neticesinde soxhlet teknigiyle elde edilen yag verimleri daha 6nce yapilan
calismadan az da olsa yiiksek bulunmustur (% 16,59 - % 14,91).

S6z konusu caligmada chia tohumunda GC-MS yo6ntemiyle tespit edilen yag
asitlerinin oranlar1 bu tez kapsaminda yapilan calismalardaki sonuglara olduk¢a yakin
degerler ortaya koymaktadir. Ana bilesen olarak tespit edilen a-linolenik asit miktari
onceki calismada [89] % 48,2 oraninda bulunurken tez kapsaminda yapilan g¢alisma
sonucunda a-linolenik asit oranlar1 siyah tohumda % 63 iken beyaz tohumda % 58,3
olarak teshis edilmistir.

Yine ayn1 ¢caligmada chia tohumundan soguk sikim teknigiyle elde edilen yaglarin
kompozisyonuna bakildiginda ana bilesik olarak tespit edilen a-linolenik asidin orani1 %
56,84’tlir [89]. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada ise soguk sikim teknigiyle elde
edilen ekstrelerde siyah tohum i¢in a-linolenik asit bilesimi % 62,6 iken beyaz tohum i¢in
bu oran % 56,7 olarak bulunmustur. Diger yag asitlerinin oranlar1 arasinda dikkate deger

bir fark bulunmamaktadir.
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Chia tohumunun metanollii ekstresindeki toplam fenol miktar tayini daha 6nce
yapilan bir ¢alismada 0,107 mg GAE/mL olarak rapor edilmistir [90]. Bu tez kaspsaminda
yapilan ¢alismada fenol miktar tayini siyah tohum igin 9,86 mg GAE/g ve beyaz tohum
icin ise 12,69 mg GAE/g olarak tespit edilmistir.

Chia tohumunun metanollii ekstresindeki toplam flavonot miktar tayini daha 6nce
yapilan bir ¢alismada 0,010 mg RE/g ve 0,044 mg KE/g olarak rapor edilmistir [90]. Bu
tez kapsaminda yapilan ¢alismada siyah chia tohumu i¢in toplam flavonoit miktar1 0,098
mg RE/mL ve 0,034 KE/mL, beyaz tohum i¢in ise 0,099 RE/mL ve 0,038 KE/mL olarak

tespit edilmistir.
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Sonuc ve Oneriler

Bu calisma kapsaminda, ticari olarak satilan siyah ve beyaz chia tohumu

orneklerinin kimyasal profilleri ve biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir.

Bu amagla chia tohumlarindan Folch, Soxhlet, ASE, SFE ve soguk sikim
yontemleriyle ekstreler elde edilmis olup kimyasal kompozisyonlar1t GC-FID/MS ve
UPC? teknikleri ile aydilatilmistir.

Soxhlet teknigiyle elde edilen ekstreler en yiiksek verime sahiptir.

SFE ve ASE gibi modern ekstraksiyon tekniklerinde secilen parametreler dnceki
benzer c¢aligmalar baz alinarak secilmis olup herhangi bir optimizasyon
yapilmamistir. Bu sebeple SFE ve ASE gibi modern yontemlerin ekstraksiyon verimi
olarak net bir sekilde konvansiyonel tekniklerden daha geri oldugu sdylenemez.
Yaglarin kimyasal profillerinde ana bilesikler olarak a-linolenik asit ve linoleik asit
tespit edilmistir.

Yaglarin kimyasal profilinde minor bilesikler olarak oleik asit, palmitik asit, stearik
asit ve arasidik asit ile tespit edilmistir.

Lipitlerin analizi, UPC? teknigi ile 6n tiirevlendirme islemine gerek kalmaksizin
basari ile gerceklestirilmistir.

Tiirkiye’de ilk defa UPC? teknigiyle yag asidi kompozisyon calismasi kantitatif
olarak gerceklestirilmistir.

Soguk sikim teknigiyle elde edilen lipitlerin DPPH ve TEAC testlerinde en yiiksek
inhibisyon etkisini gosterdigi tespit edilmistir. ORAC testinde ise Folch metoduyla
elde edilen lipitler en yiiksek aktiviteyi ortaya koymustur.

Bu tez kapsaminda, chia tohumu tizerinde kapsamli ekstraksiyon calismalart ve
fitokimyasal aragtirmalar gerceklestirilmistir.

Bu ¢aligsma, chia tohumu {iizerine ileride yaapilacak olan fitokimyasal ve biyolojik

aktivite ¢calismalarina 1s1k tutacaktir.
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