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OZET

TURKIYE’DE YETISTiRiLEN BAZI YAGLIK KETEN
TOHUMLARININ (LINUM USITATISSIMUM L.) ve FILiZLERININ
BiYOAKTIF BiLESIKLER ACISINDAN INCELENMESI UZERINE BIR
ARASTIRMA

OZKAYNAK, Evrim

Doktora tezi, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gilden OVA
Nisan 2011, 184 sayfa

Bu arastirmada Turkiye’de yetistirilen 7 yerel cesit yaglik keten (Linum
usitatissimum L.) tohumunun toplam yag, yag asidi kompozisyonu, a-linolenik
asit, toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve SDG (sekoizolarikirezinol
diglukosid) lignan igeriklerinin incelenmesi, filizlenme siresince keten tohumu
filizlerinde s6z konusu biyoaktif bilesiklerin  degisiminin  saptanmasi
amaclanmistir. Ayrica keten tohumunda bulunan SDG lignan bilesiginin ASE 200
cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu kosullarmin belirlenmesi Uzerine
caligilmustir.

Keten tohumunun biyoaktif bilesik icerigine kiltlrel gesitliligin etkisinin
onemli duzeyde oldugu saptanmistir (p<0,05). Keten tohumlarinin toplam yag
miktart %37.55-45.07, doymamis yag asidi icerikleri %87.39-%90.27 ve a-
linolenik asit icerikleri ise %46.33-55.47 arasinda degismektedir. Yagsiz keten
tohumu unlarinda toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktarlar1 sirasiyla
574.48-1209.20 mg ferulik asit/100 g ve 13.61-33.65 mg luteolin/100 g arasinda
saptanmis olup, SDG lignan miktarlar1 ise 5.87-23.84 mg/g arasinda
degismektedir. Keten tohumunun igerdigi s0z konusu biyoaktif bilesikler Uzerine
kilturel cesitliligin etkisi incelendiginde; TR 77705 c¢esidinin en ylksek toplam
fenolik madde ve SDG lignan icerdigi, TR 73572 gesidinin ise en yiksek toplam
flavonoid, toplam yag ve a-linolenik asit icerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Keten tohumu filizlerinin biyoaktif bilesik icerigine kilturel gesitliligin ve
filizlenme siresinin etkisi énemli bulunmustur. TR 73572 ve TR 77705 cesitleri
13 giin sure ile filizlendirilmis; filizlendirme islemi ile keten tohumlarmnin toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid miktarlar1 yuksek oranda artarken toplam yag



VI

ve SDG lignan iceriklerinde dnemli diizeyde disme saptanmistir. TR 73572 ve
TR 77705 filizlerinin o-linolenik asit igerikleri swrasiyla %45.15 ve %52.58
doymamis yag asidi icerikleri ise %86.20 ve %89.80 olarak 5. glinde en yuksek
dizeydedir. TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin toplam fenolik madde miktarlar1
sirayla 3396.57 mg ferulik asit/100 g ve 2945.24 mg ferulik asit/100 g; toplam
flavonoid miktarlar1 ise sirayla 495.95 mg luteolin/100 g ve 543.22 mg
luteolin/100 g olarak 13. glinde en yiiksek duzeyde saptanmistir.

Keten tohumundan SDG lignan bilesiginin ASE 200 cihazinda kritik alt1
su ekstraksiyonu denemelerinde en iyi ¢alisma materyalinin yag: alinmig parca
kiispe, ekstraksiyon isleminde etkin faktorlerin ise ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon stresi ve 6rnek miktari oldugu belirlenmis olup en uygun kosullarda
ekstraksiyon verimi %69.63 olarak saptanmistur.

Anahtar sozcukler: Keten tohumu, keten tohumu filizi, doymamis yag
asidi, a-linolenik asit, toplam fenolik madde, toplam flavonoid, SDG lignan,
kalturel cesitlilik, filizlenme siresi, SDG lignan bilesiginin kritik alt1 su
ektraksiyonu.
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ABSTRACT

A STUDY ON INVESTIGATING THE BIOACTIVE COMPOUNDS OF
SOME FLAX SEEDS (LINUM USITATISSIMUM L.) AND THEIR
SPROUTS CULTIVATED IN TURKEY

OZKAYNAK, Evrim

Ph.D. Thesis, Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Gilden OVA
April 2011, 184 pages

In this study, total fat, fatty acid composition, a-linolenic acid, total
phenolic, total flavonoid and SDG (secoisolariciresinol diglucosid) lignan
contents of seven original flax seed (Linum usitatissimum L.) cultivars of Turkey
was investigated. Besides, changes in these bioactive compounds of two flaxseed
sprouts during germination was investigated. Also subcritical water extraction of
SDG lignan from flax seed was studied

The results of this study showed that cultivar variety had a significant
effect on bioactive compounds of flax seed. Total fat content of flax seeds were
%37,55-45,07. Unsaturated fatty acid and a-linolenic acid contents of samples
were between respectively %46,33-55,47 and %87,39-%90,27. Total phenolic
content were determined between 574,48-1209,20 mg ferrulic acid/100 g and total
flavonoids were found between 13,61-33,65 mg luteolin/100 g and SDG lignan
content were calculated betweeen 5,87-23,84 mg/g in defatted flaxseed flour.
Flaxseed cultivar TR 73572 was found to have the highest total fat, a-linolenic
acid and total flavonoid content. Besides, the highest total phenolic and SDG
lignan content were observed for the cultivar TR 77705.

Germination time and cultivar variety had a significant effect on bioactive
compounds of flax seed sprouts. TR 73572 and TR 77705 cultivars were
germinated for 13 days. As total phenolic and total flavonoid content of flax seeds
showed a considerable increase with germination, on the contrary total fat and
SDG lignan content of flax seeds showed a significiant decrease. While TR 73572
and TR 77705 sprouts had the highest unsaturated fatty acid and a-linolenic acid
content on the fifth day, the sprouts had the highest total phenolic and total
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flavonoid content on the thirteenth day. TR 73572 and TR 77705 sprouts had
unsaturated fatty acid content with the values %86,20 ve %89,80 and a-linolenic
acid content %45,15 and %52,58 respectively on the fifth day. Total phenolic
content were calculated as 3396,57 mg ferrulic/100 g and 2945,24 mg ferrulic
/100 g for sprouts of TR 73572 and TR 77705 cultivars respectively, similarly
total flavonoids were 495,95 mg luteolin/100 g and 543,22 mg luteolin/100 g.

At the end of the subcritical water extraction study, defatted flax seed meal
was found as suitable material in order to SDG lignan be extracted by subcritical
water. Parameters such as temperature, extraction time and sample amount appear
to have effect on subcritical water extraction and extraction yield was obtained as
69,63% at optimum conditions.

Key words: Flax seed, flax seed sprout, a-linolenic acid, total phenolic,
total flavonoid, SDG lignan, cultivar variety, germination time, subcritical water
extraction of SDG lignan.
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1. GIRIS

Keten (Linum usitatissimum L.) Lineceae ailesinin bir tiri olup mavi
cicekli Dbir bitkidir. Keten bitkisi dalli yapisiyla 90-120 cm arasinda
blytyebilmekte ciceklerinin renkleri ac¢ik maviden koyu maviye dogru bir
degisim gostermektedir. Keten tohumlari oval sekilde, 4-6 mm uzunlugunda,
parlak yuzeyli, acik kahverengiden koyu kahverengiye dogru renk cesitliligi
gosteren fiziksel ozelliklere sahiptir (Coskuner and Karababa, 2007). Keten
tarimmin Misir’da M.O. 5000 yillarina dayandigina iliskin bilgiler bulunmakta ve
ketenin Misirlilar zamaninda ¢ok degisik amagclarla kullanilan bir bitki oldugu
bilinmektedir (Oomah and Mazza, 1997; Coskuner and Karababa, 2007). Anadolu
topraklarinda keten yetistiriciligi ise M.O. 6620-7200 y1l éncesine dayanmaktadir
(Kurt ve ark., 2006).

Keten tohumu %30-45 yag, %20-30 protein, %20-28 toplam diyet lifi, %3-
10 musilaj, %4-8 nem, %3-4 kil, ve A, B, D, E vitaminlerini, mineralleri ve
amino asitleri icermektedir (Oomah and Mazza, 1997). Keten tohumu yagi % 9-
11 doymus ve %75-90 doymamis yag asidi ihtiva etmektedir (Sharma and Kundu,
2006; Kurt ve ark., 2006). Keten tohumu bu bilesenlerin yan: sira fenolik asitler,
flavonoidler ve lignanlar gibi fenolik bilesiklerin de dogal kaynagidir. Keten
tohumu lignanlar agisindan en zengin kaynak olup lignanca en zengin ikinci bir
kaynak olan susamdan bile en az 100 kat daha fazla lignan icerigine sahip bir
yagli tohumdur (Berner and O’Donnell, 1998; Orcheson et al., 1998; Wilfor et al.,
2006).

Yapilan calismalar sonucunda keten tohumunun insanlar (zerinde
fitodstrojen, antioksidan, antikarsinojen ve kardioprotektiv etkilere sahip oldugu
gorulmastir ve insan saghgi tzerindeki bu olumlu etkilerinin 6zellikle SDG
(sekoisolarikirezinol diglukosid) lignandan ve icerdigi diger fenolik bilesiklerden
kaynaklandig: ileri strilmektedir. Keten tohumunda bulunan SDG lignan anti-
kanser (Evans et al., 1995; Thompson et al., 1996a; Thompson et al., 1996b ; Yan
et al., 1998; Li et al, 1999; Chen et al., 2002; Adlercreutz, 2002; Chen and
Thompson 2003; Thompson, 2003) ve antioksidan (Kitts et al., 1999; Prasad,
1997; Saarinen et al., 2000; Collins ve ark., 2003; Bloedon ve Szapary, 2004;
Hosseinian et al., 2006) Ozelliklerinin yani sira antiviral, antibakteriyel ve
antifungal Ozelliklere de sahiptir. SDG lignan glclu bir antioksidan olmasindan
dolayr da farkli hastaliklara karsi bagisiklik sistemini giclendirici bir bilesiktir
(Bloedon and Szapary, 2004; Collins et al., 2003). SDG lignan bilesiginin



kardioprotektiv etkisinin de oldugu yapilan bazi ¢calismalarla ortaya konulmustur
(Vanharanta et al., 1999; Prasad 1999; Vanharanta et al., 2002; Lemay et al.,
2002; Vanharanta et al., 2003; Lucas et al., 2004). Thompson (2003) ise keten
tohumunun kardioprotektiv etkisinin igerdigi ylksek miktarda o-linolenik asit
bilesiginden kaynaklandigini belirtmektedir.

Keten tohumununda yiiksek duzeylerde bulunan bu biyoaktif bilesiklerin
saghiga yararh etkilerinin calismalarla ortaya ¢ikarilmasindan sonra keten tohumu
tuketimi artmis ve gida formulasyonlarinda fonksiyonel amacgla kullaniimaya
baslanmistir (Madhusudhan et al., 2000; Johnsson et al., 2002; Medina, 2006).
Butin halde keten tohumu kahvaltilik tahillarda, karisik tahilli ekmeklerde,
kahvalt: igeceklerinde, salata soslarinda, salata kremalarinda, biskuvilerde,
keklerde, krakerlerde, corbalarda ve enerji barlarinda kullaniimakta olup keten
tohumu unu ekmeklerde ve kurabiyelerde kullaniimaktadir (Medina, 2006;
Coskuner and Karababa, 2007). Yag: alinmis keten tohumu kiispesi de distk yag
iceriginin yam swra yiksek diyet lifi, musilaj ve lignan icermesi nedeniyle
fonksiyonel gidalar icin iyi bir bilesen olabilmekte; firincilik Urlinlerinde ve
kahvaltilik tahillarda kullanilmaktadir (Madhusudhan et al., 2000; Hu et al.,
2007).

Keten tohumunun yag miktari, yag asidi kompozisyonu, lignanlar, fenolik
asitler ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesen igerigi kilturel gesitlilige ve cevresel
faktorlere bagl olarak degismektedir (Oomah and Mazza, 1997; Thompson et al.,
1997). Anadolu topraklar1 keten bitkisinin anayurdu olmasina karsin tlkemizde
keten tohumu Uretimine yeterince 6nem verilmemis olup zaman igerisinde tretim
miktarlar1 oldukca dismustur.

Genellikle baklagiller, bugdaygiller, lahanagiller familyasina ait turlerin
tohumlar1 filizlendirilerek olusan stirguinleri besin maddesi olarak tiiketilmektedir.
Filizlendirilmis tohumlar 6zellikle Dogu Asya llkelerinde ¢ok eski yillardan beri
degisik sekillerde bircok yemegin tamamlayicist olarak kullaniimaktadir. Bazi
baklagil filizleri ise Cin’de 5000 yil dncesinden beri taninmakta ve saglikli bir
besin olarak degerlendirilmektedir (Esiyok ve Bozokalfa, 2002). Son yillarda
yagli tohumlarin ve diger degisik tohumlarin filizlerinin eldesi, yararlar1 ve
tuketilmesi tzerine ¢alismalar yapilmakta ve bu filizlerin fonksiyonel gida olarak
tuketimi yayginlasmaktadir.



Filizlendirme islemi tohumlarin besin igeriklerinin zenginlesmesini
saglamasmin yani sira (Badshah et al., 1991; Sattar et al., 1995; Khattak et al.,
2007a; Zanabria, et al, 2006) tohumlarin protein sindirilebilirligini de
arttirmaktadir (Zanabria et al., 2006; Khattak et al., 2007b). Pek ¢ok tohumun
filizlendirilmis Grlnleri Avrupa’da, Amerika’da ve Kanada’da oldukga onemli
dizeylerde tuketilmektedir. Cesitli filizler kahvaltilik Grtinler, salatalar, corbalar,
makarnalar, firin Grinleri gibi ¢ok cesitli gida Grlnlerinde kullaniimaktadir (Mao
et al., 2005; Khattak et al., 2007a).

Keten tohumunun filizlendirmesi ile ilgili ¢alismalar bazi gida firmalari
tarafindan yaratilmektedir. Keten tohumu filizlerinin vitamin, mineral ve
aminoasit iceriklerinde tohuma kiyasla 6nemli duizeyde artis oldugu bildirilmekle
beraber (Canadian Organic Sprout Company, 2003), keten tohumunun yukarida
belirtilen ve keten tohumu tiketimi agisindan 6nemli olan biyoaktif bilesenlerin
filizlendirme islemi ile ve filizlendirme suresince nasil degistigine dair sistemli
bilimsel arastrmalarin bulunmadig: saptanmistir. Ulkemizde filizlendirilmis
tohumlarin tiketimi hala yaygin olmamakla birlikte filizlerin ticari tretimine de
onem verilmemektedir.

Bitkisel kaynakli cesitli biyoaktif bilesiklerin saglhik Uzerindeki olumlu
etkilerinin yapilan cahsmalarla ortaya konulmasiyla birlikte bu bilesiklerin
bitkisel materyallerden ekstraksiyonu 6nemli bir endistriyel islem haline
gelmistir. Baslangicta ekstraksiyon isleminde organik c¢ozgenler kullanilmistir.
Organik c¢ozgenler cevreye ve insan saghigina zarar vermektedirler ve sagliga
faydali bilesiklerin ekstraksiyonu icin uygun degildirler. Gidalardaki biyoaktif
bilesiklerin gida destegi olarak kullanimina toplumun ilgisinin artmasi,
fonksiyonel Grlnlerin Gretiminin ve buna baglh olarak yasal duzenlemelerin de
artmasi nedeniyle ekstraksiyon metodlarinda daha saglikl: alternatif yollarla ilgili
aragtirmalar baslamistir (Luque de Castro et al.,, 1999). Bu amagla gelistirilen
yontemlerden biri de kritik alt1 su ekstraksiyonu yontemidir.

Bu calismada, Turkiye’de yetistirilen baz: yaglik keten tohumu 6érneklerinin
toplam yag, yag asidi kompozisyonu, a-linolenik asit, toplam fenolik madde,
toplam flavonoid ve SDG lignan igeriklerinin saptanmasi amaglanmistir. Ayrica
arastirilan tohum cesitleri arasinda s6z konusu biyoaktif bilesikleri daha ylksek
dizeyde igeren iki yerel keten tohumu ¢esidi filizlendirilerek filizlenme stresince
keten tohumu filizlerinde s6z konusu biyoaktif bilesiklerin duzeyinde nasil bir
degisim oldugu da arastirilacaktir. Calismanin devaminda keten tohumunun



yapisindaki SDG lignan bilesiginin ASE 200 (basingli ¢0zgen ekstraktori)
cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu kosullarinin belirlenmesi de amaglanmistur.

Keten tohumu ve keten tohumu urdinlerinin fonksiyonel gida olarak 6nemi de son
yillarda anlasilmis ve bu konudaki arastirmalar 6nem kazanmistir. Bu calisma
sonucunda, Ulkemizde yetistirilen keten tohumlari, icerdigi 6nemli biyoaktif
bilesikler agisindan (a-linolenik asit, SDG lignan, toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid) incelenecek olup zengin bilesen icerigine sahip olan tohumlar
tespit edilebilecektir. Keten tohumu bunlarin yan: sira diinya genelinde ekonomik
olarak 6nemli bir yagli tohumdur ve bu dogrultuda ciddi anlamda tarimi yapilan
bir bitkidir. Bu caligma ile dogal tiiketime yonelik keten tohumu yag: eldesi igin
a-linolenik asit agisindan zengin olan yerli keten cesitleri tespit edilmis olacaktir.
Son yillarda, filizlendirilmis tohumlarin icerdikleri zengin besin bilesimi ve insan
saglig tzerindeki olumlu etkileri Gnem kazanan bir konudur. Bu ¢alisma ile keten
tohumu filizlerinde toplam yag, a-linolenik asit, toplam fenolik madde, toplam
flavonoid ve SDG lignan bilesiklerinin miktarlar1 tespit edilip, filizlendirme iglemi
boyunca s0z konusu biyoaktif bilesiklerde nasil bir degisim oldugu tespit
edilebilecektir. Ayrica 6nemli bir lignan kaynag: olan keten tohumunda yuksek
dizeyde bulunan SDG lignan bilesiginin gida Uretiminde cesitli amaclarla
kullanabilirliginin ~ saglanabilmesi igin organik ¢btzgen vyerine su ile
ekstraksiyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bu arastirma sonucunda; Kketen
tohumunda bulunan SDG lignanin, ASE 200 cihazinda yiksek verimde ve kisa
strede ekstrakte edilebilecegi en uygun kritik alti1 su ekstraksiyonu kosullar:
belirlenecek olup ¢alisma sonuclari bu islemin gida endustrisinde etkin bir sekilde
yapilabilmesine olanak saglayacaktir. Cahsmamizda elde edilen bulgularin

ulkemiz ve dlnya literattriine katkida bulunacag: dustnilmektedir.



LITERATUR OZETI

1.1. Keten Tohumu

Bu bolimde dinyada ve Tirkiye’de keten tarimi ve keten tohumunun
kimyasal bilesimi ile ilgili calismalara yer verilmektedir.

1.1.1. Dunyada ve Turkiye’de keten tarimi

Linaceae familyasindan Linum cinsi dinya Uzerinde 200°den fazla ture
sahiptir ve bu tirler genellikle Akdeniz Ulkeleri, Balkanlar ve Turkiye'de
yetismektedir. Bu tirler iginde keten (Linum usitatissimum L.) bilinen en eski
tirddr (Konuklugil ve Bahadir 2004; Wang et al., 2007). Linum cinsinin
Avrupa’da 36 tiirii, Kibris’da 8 tiri, Israil’de 9 tiri, Irak’da 13 tiirii, Rusya’da 45
turd, Iran’da 15 tirii ve Turkiye’de 38 turii bulunmaktadir. Son yillarda sayisi
gittikce artan floristik calismalarla bu turlere L. maritimum L. da eklenerek tur
sayist 39’a ulagmistir. Endemizm oraninin yiksek, alt tir ve varyete sayisinin
fazlalign bu cinsin gen merkezlerinden birinin  Anadolu olabilecegini
gostermektedir (Ttrkel, 2007).

Keten sonbaharda ve ilkbaharda ekilebilen, Haziran-Agustos aylar: arasinda
mavimsi ¢gigekler acan yillik bir bitkidir. Keten bitkisi her cesit toprakta
yetisebilir; kirecli topraklari ve iliman iklimi sever ve tohumlariyla Uretilir
(Vikipedi, 2011). Lifinden ve yagindan yararlanilacak keten bitkilerinin fiziksel
gorunusleri birbirinden farkhidir. Tohumlarindan yag elde etmek igin yetistirilen
keten tohumlar1 kisa boylu bitkiler olup dallanmis yapidadirlar, dokumacilikta
kullanilmak amaciyla lif elde etmek icin yetistirilen keten tohumlar1 ise daha uzun
boyludur ve dallanma daha azdir. (Coskuner and Karababa, 2007). Liflik ketenler
nemli havayi, yaglik ketenler ise glinesli havay: sever. Anadolu’da kislik ketenler
Agustos-Eylul, yazlik ketenler ise Mart-Nisan aylarinda ekilir. Yaglik ketenler
lyice olgunlastiktan sonra liflik ketenler ise olgunlasmadan toplanir. Temmuz ve
Agustos aylarinda bitki yesilligini kaybedip yapraklarin1 doékunce hasati
yapiimalidir. Keten tohumlari kapsilden dovulerek c¢ikarilir ve elenerek
temizlenir. Govdeler iyice ezilerek iginden lifleri ¢ikarilir. Boyu en az 60 cm olan
bitkiden tekstilde kullanilabilecek liflerde elde edilebilir (Vikipedi, 2011).



Keten tarihte tarmmu yapilan ilk bitkilerden birisidir. Gurcistan’da milattan
once 30.000’lere dayanan tarih Oncesi bir magarada boyanmis keten lifleri
bulunmustur (Wapedia 2011). Keten ekimi Babil’de milattan 6énce 3000 yilina
kadar dayanir. Misirlilarin mumyalarmi sarmak ic¢in kullandiklart kumasin keten
oldugu gorilmistir (Kurt ve ark 2005). Ozellikle eski Misir’in baskenti Teb
sehrindeki mezar ve tapinak duvarlarinda keten cigeklerinin resimleri
bulunmaktadir (Wapedia 2011). Tarih 6ncesi devirlere ait ketenden yapilmis
materyallere Isvigre’nin gél kiyilarindaki yerlesim bolgelerinde ve Eski Misir
mezarlarinda rastlanmigtir. Bu da ketenin iplik ve kumas haline getirilme
islemlerinin binlerce yil 6nceden gelistigini ortaya koymaktadir (Yildirim, 2005).
Kuzey Avrupa’da keten lifinin elbise yapmminda kullamlmas: Neolitik caga (M.O.
7,000-9,000) kadar uzanmaktadir (Wapedia 2011).

Turkiye’de bazi keten tirleri tabii olarak Bat: Anadolu, i¢ Anadolu ve
Karadeniz basta olmak izere Anadolu'nun ¢cogu yerinde yetismektedir. Turkiye’de
keten yetistiriciligi M.O. 6620-7200 yi1l 6ncesine dayanmakta olup Tiirkiye’nin
dogusunda M.O. 6000 yillarina ait oldugu saptanan ketenden yapilmis elbiseler
bulunmustur. Anadolu’da keten tohumuna Kirbas tohumu, Siyelek, Zeyrek gibi
yoOresel adlar verilmektedir (Ttrkel, 2007).

Gunimuzde keten tohumu 0Ozellikle Kanada, Arjantin, Amerika, Cin ve
Hindistan’da tarmmi yapilan 6nemli bir yagh tohumdur (Wang et al., 2007). 2007
yilinda Kanada dunyanin keten Gretiminde ve ihracatinda %34 orani ile liderdir.
Kanada’y1 %25.5 ile Cin, %09 ile Hindistan, %8 ile Amerika Birlesik Devletleri ve
%3.5 ile Etiyopya izlemektedir (Wapedia 2011). Cizelge 1’de 2007 yilinda
dinyada en c¢ok keten dreten Glkelerin siralamasi ve dretim miktarlar
gorilmektedir.



Cizelge 1. 2007 yilinda en ¢ok keten tohumu dreten Ulkeler ve tretim miktarlar: (FAO 2011).

Ulkeler Uretim (ton)
Kanada 633.500
Cin Cumhuriyeti 480.000
Hindistan 167.000
Amerika Birlesik Devletleri 149.963
Etiyopya 67.000
Banglades 50.000
Rusya 47.490
Ukrayna 45.000
Fransa 41.000
Arjentin 34.000

Ulkemizde ise keten tohumu dretimi diger tlkelerle kiyaslandiginda oldukca
distik oldugu gorillmektedir. Ulkemizde 1994 yilinda keten tohumu Gretimi 650
ton iken 2003 yilinda Gretim miktar: 110 tondur (Cizelge 2). 2006 yilinda ise
keten tohumu Uretim miktar: 84 tona dismus ve bu gerileme devam ederek 2009
yilinda Gretim miktar: 1 tona dismustdr (Tlik, 2011).

Cizelge 2. Tirkiye’de 1994 ve 2003 yillar1 arasinda keten tohumu ekim alanlari ve (retim

miktarlar1 (Onurlubas ve Kizilaslan 2007)

Yillar Ekim alan (ha) Uretim (ton)
1994 1,355 650
1995 650 390
1996 355 228
1997 355 228
1998 355 185
1999 355 227
2000 320 173
2001 290 155
2002 250 130
2003 250 110




Keten bitkisinin latince ismi olan Linum usitatissimum L. “en faydal”
anlamina gelmekte olup keten bitkisinin bitiin kisimlarinin tarih boyunca gesitli
amaglarla kullanildig: bilinmektedir. Keten bitkisinin lifleri ve keten tohumundan
elde edilen yag hem ge¢cmiste hem gunumizde 6nemli bir degere sahip olmustur
(Konuklugil ve Bahadir 2004). Keten liflerinin dokumacilikta kullaniimasinin
yaninda, keten tohumu son 10.000 yildir gida olarak da kullaniimaktadir (Baser,
2002). Keten tohumunun tarih boyunca tibbi amacla; dahilen hafif laksatif ve
haricen lokal enflamasyonlarda lapa olarak kullanildigina dair bilgiler
bulunmaktadir (Konuklugil ve Bahadir 2004).

Gunumizde keten tarmmi, genel olarak yag ve lif elde etmek amaciyla
yapilmakta olup keten bitkisi endistride keten kumas: Uretiminde ve yemeklik
veya yemeklik olmayan endustriyel yag Gretiminde kullaniimaktadir (Kurt ve ark
2005; Bozkurt ve Kurt, 2007) Keten tohumu yagi ticari olarak boya, vernik, yer
musambasi, baski  mirekkebi  Gretimlerinde ve kozmetik alaninda
kullaniimaktadir. Ayrica keten bitkisi gemi halat: ve yelkeni, ¢adir bezi, hortum
yapiminda, gaz maskesi, musamba Uretiminde, boya, cila ve vernik sanayiinde,
sert kontra plak, kagit, bitkisel yag ve recine Uretiminde, 1s1 yalitim malzemesi
yapiminda kullanilmaktadir. Keten tohumu kanatli hayvan sektoriinde yumurtanin
omega 3 yag asidini yikseltmesi nedeniyle yemlere katilmakta olup yag: alinmis
keten tohumu kuspesi de hayvan beslenmesi icin dnemli bir kaynak olarak
gorilmektedir (Smith and Jimmerson, 2005).

Insan beslenmesinde ise keten tohumu 20 yil1 askin bir siiredir fonksiyonel
bir gida olarak tane keten tohumu, 6guttlmis keten tohumu, keten tohumu yagi,
yagi alinmis keten tohumu kispesi, keten tohumu lifi ve lignan ekstraktlar:
seklinde kullanilmaktadir (Hu et al., 2007). Butun halde keten tohumu; kahvaltilik
tahillarda, karisik tahilli ekmekte, kahvalti iceceklerinde, salata soslarinda, salata
kremalarinda, biskuvilerde, keklerde, krakerlerde, corbalarda ve enerji barlarinda
kullaniimakta olup keten tohumu unu ticari olarak ekmeklerde ve kurabiyelerde
kullanilmaktadir (Medina, 2006; Coskuner and Karababa, 2007). Ayrica yagi
alinmis keten tohumu kispesi de disik yag iceriginin yani sira yiksek diyet lifi,
masilaj ve lignan icermesi nedeniyle fonksiyonel gidalar icin iyi bir bilesen
olabilmekte; firincilik Grinlerinde ve kahvaltilik tahillarda kullaniimaktadir
(Madhusudhan et al., 2000; Hu et al., 2007).



1.1.2. Keten tohumunun kimyasal bilesimi

Keten tohumu ortalama olarak %30-45 yag, %20-30 protein, %20-28
toplam diyet lifi, %3-10 musilaj, %4-8 nem, %3-4 kil, ve A, B, D, E
vitaminlerini, mineralleri ve amino asitleri icermektedir (Oomah and Mazza,
1997). Keten tohumu yag1 % 9-11 doymus ve % 75-90 doymamis yag asidi ihtiva
etmektedir (Sharma and Kundu, 2006; Kurt ve ark., 2006). Keten tohumu bu
bilesenlerin yan1 siwra fenolik asitler, flavonoidler ve lignanlar gibi fenolik
bilesiklerin de dogal kaynagidir (Berner and O’Donnell, 1998; Korthals, 2002).
Cizelge 3’de keten tohumunun besin bilesenlerinin icerigi ile ilgili yapilmis bir
caligmanin sonuclar: yer almaktadir. Keten tohumu potasyum, fosfor, magnezyum
ve kalsiyum bilesikleri acisindan da zengin oldugu gortlmektedir.

Cizelge 3. Keten tohumunun besin bilesenlerinin icerigi (Wapedia 2011)

Keten tohumunun besin bilesenleri
tablosu (100 g)
Karbonhidrat 28.88 ¢
Seker 155¢
Diyet lifi 27.3 ¢
Yag 42.16 ¢
Protein 18.29 ¢
Tiamin (B; vit.) 1.644 mg
Riboflavin (B2 vit.) 0.161 mg
Niasin (Vit. B3) 3.08 mg
Vitamin Bg 0.473 mg
Vitamin C 0.6 mg
Kalsiyum 255 mg
Demir 5.73 mg
Magnezyum 392 mg
Fosfor 642 mg
Potasyum 813 mg
Cinko 4.34 mg

Bu bolimde keten tohumunu insan beslenmesinde Oonemli kilan ve bu
caligmada yer alan keten tohumunun biyoaktif bilesenleri ile ilgili arastirmalar ele
alinmaktadir.



10

1.1.2.1. Keten tohumunun toplam yag ve yag asidi kompozisyonu icerigi

Yaglik keten tohumu igerdigi yuksek yag miktar1 nedeniyle yagh tohum
olarak 6nemli bir ekonomik degere sahiptir (Karaca ve Ayta¢ 2007; Kurt ve ark.,
2006). Keten tohumunun icerdigi yag miktari ile ilgili gesitli galismalarda %29,1-
48,00 arasinda toplam yag oranlari saptanmistir (Green and Marshall, 1981,
Rowland et al., 1988; Batta et al., 1985; Wakjira et al., 2004).

Son yillarda keten tohumu yagmin insan beslenmesinde 6nem kazanmasi,
omega-3 yag asidi olan a-linolenik asit agisindan oldukga zengin olmasindan
kaynaklanmaktadir. a-linolenik asit bilesigi agisindan zengin bitkisel gida
kaynaklar1 Cizelge 4’de gorilmektedir (Bloedon and Szapary 2004). Keten
tohumu yagi zengin esansiyel yag asidi bilesiminin yan1 sira steroller, fosfolipitler
ve vitaminleri de icermektedir (Rudnik et al., 2001).

Cizelge 4. o-linolenik asit agisindan zengin bitkisel gida kaynaklar: (Bloedon and Szapary 2004)

Gida kaynag a-linolenik asit icerigi (%)
Keten tohumu 55
Kanola yag1 10
Ceviz 10
Soya fasulyesi 7

Yaglh tohumlarin igerdikleri yag asitleri yagin kullanim alanlarini
belirlemektedir (Karaca ve Aytag 2007). Keten tohumu ylksek oranda a-linolenik
asit icermesi nedeniyle hizli okside olabilen bir yagdir. Bu nedenle soguk
ekstraksiyon isleminden sonra oksidasyonu onlemek icin keten tohumu yag: E
vitamini ilave edilerek koyu renkli siselerde depolanmali ve sofralik yag olarak
tuketilmeli, kizartma islemi icin kullanilmamalidir (Lukaszewicz et al., 2004).
Buna karsin, o-linolenik asit orant dusik keten tohumu cesitlerinin
gelistirilmesiyle keten tohumu yagi yemeklik yag olarak da kullaniimaya
baslanmistir. 1980°den giinimize kadar Kanada’da ve Avustralya’da keten
tohumunu sisal islemlere dayanikli hale getirmek icin calismalar yarittlmektedir.
Keten tohumunun igerdigi a-linolenik asit icerigi %2’nin altina dustrilerek
distk a-linolenik asitli Solin ve Linola keten tohumu cesitleri Gretilmistir
(Rowland, 1994). Ayrica keten tohumu yagmin palmitik asit icerigi %30’a
yukseltilerek margarin dretiminde kullanilmas: cahismalart da yapilmstir
(Ntiamoah et al., 1995).
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Yagl tohumlarin yag asidi kompozisyonu surekli sabit olmayip tirlere 6zgu
karakteristik farkliliklar gostermekte ve birgok faktore bagl olarak degismektedir.
Tohumlarin yag asidi kompozisyonu dagilimi farkli enlemlerde yer alan ekolojik
bolgelerde onemli farkliliklar gostermektedir. Cevresel faktorler arasinda 6zellikle
sicakligin yag asitleri sentezi zerine etkisi onemlidir (Karaca ve Aytag 2007).
Keten tohumunun yag icerigi ve kalitesini ¢evresel faktorlerden sicaklik, toprak
kosullarinin yani sira kalitsal 6zellikler (genotip) ve kalturel cesitlilik de 6nemli
derecede etkilemektedir (Green and Marshall, 1981; Rébbelen et al., 1989). Keten
tohumunun yag asidi bilesiminde en fazla degiskenlik oleik, linoleik ve a-
linolenik asitlerde g6zlenmektedir. Keten tohumu yag: yaklasik olarak %75-90
doymamis yag asidi; %30.7-67.5 a-linolenik asit, %15-20 oleik asit, %10-15
linoleik ve %9-11 doymus yag asidi; %5-6 palmitik asit ve %4-5 stearik asit ihtiva
etmektedir (Robbelen et al., 1989).

Eliasson ve ark. (2003) isvicre’de 2000 yili hasadindan 10 gesit, 2001 yili
hasadindan da bir onceki yildan farkli 17 cesit keten tohumu yag: ile
calismislardir. Arastiricilar 10 gesit keten tohumunun toplam yag iceriginin kuru
madde bazinda %39.7-46.0 arasinda degistigini; 17 cesit tohumda da toplam yag
miktarinin %39.2-47.2 arasinda oldugunu bildimislerdir.

Wakjira et al. (2004) Etiyopya’da yetistirilen 60 cesit keten tohumunun yag
asidi kompozisyonuna kulttr gesitliliginin etkisini arastirdiklar: ¢alismalarinda
tohumlarin doymamis yag asidi iceriklerinin ceside bagli olarak %85.9-90.6
arasinda degistigini ve bunun %47-59.10 a-linolenik asit, %10.9-16.1 linoleik
asit, %14.8-29.3 oleik asitten meydana geldigini bildirmislerdir. Ayrica
tohumlarin doymus yag asidi igerigi %8.4-11.9 arasinda olup, palmitik asitin
%5.2-6.6 ve stearik asitin %2.9-5.7 arasinda degistigini saptamislardir.

Krist et al. (2006) Avusturya’dan 2 gesit ve Almanya’dan 1 ceside ait keten
tohumu yag 6rneklerinin yag asidi kompozisyonunu inceledikleri ¢alismalarinda,
keten tohumu yagnin yag asidi kompozisyonunu elektro spray iyonizasyon kutle
spektrometresi (ESI-MS)’nde teshis etmislerdir. Inceledikleri 3 cesit keten
tohumu yagmin yag asidi kompozisyonunun %50°nin Gzerinde a-linolenik asitten,
%20’in altinda linoleik ve oleik asitten, %85’in Uzerinde ise bu U¢ yag asidinden
olustugunu belirtmiglerdir.

Choo et al. (2007) Yeni Zellanda’da marketlerde satilan soguk sikilmis yedi
adet keten tohumu yagmin yag asitleri metil esterlerini (FAME), dietil eter ve
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BF3-methanol kullanarak elde etmisler ve yaglarin yag asidi kompoziyonunu Gaz
Kromatografisi cihazinda teshis etmislerdir. OSELC, FO ve EBN olarak kodlanan
3 adet keten tohumu yagmin en yiiksek a-linolenik asit (%58.87-60.42) ve en
distk oleik asit iceriklerine (%13.44-14.65) sahip oldugu; HEA kodlu yagin ise
en distk a-linolenik asit (%51.80) ve en yiksek oleik asit (%22.21) igerigine
sahip oldugu saptanmistir. Ayrica bu yagin diger yaglardan farkli oldugu (p<0,05)
ve bu farkliligin kultirel cesitlilikten kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Bu
caligmada keten tohumu yaginin a-linolenik asit igeriginin artistyla orantili olarak
oleik asit igeriginin azaldig:1 saptanmis, bu durumun Bhatty (1995) tarafindan da
g0Ozlendigini bildirmislerdir. Yedi adet soguk sikilmis keten tohum yagmin goklu
doymamis yag asidi icerikleri ise %89.46-91.61 arasinda degismektedir.

Bozan and Temelli (2008) Konya’dan yerli dreticiden temin ettikleri keten
tohumunun yagini stiperkritik CO, ekstraksiyonu yontemi ile ekstrakte etmisler ve
yag asidi kompoziyonunu Gaz Kromatografisi cihazi ile analizlemiglerdir. Keten
tohumu yaginda bulunan baslica yag asidinin a-linolenik asit oldugunu ve keten
tohumunda %88.4 ¢oklu doymamis yag asidi, %58.31 a-linolenik asit, %13.96
linoleik asit, %15.07 oleik asit, %4.59 palmitik asit ve %6.86 stearik asit
bulundugunu belirtmislerdir.

1.1.2.2. Keten tohumunun yapisindaki fenolik bilesikler

Keten tohumunda bulunan ve insan beslenmesi agisindan 6nemli degere
sahip olan fenolik bilesikler; fenolik asitler, flavonoidler ve izoflavonoidler iginde
yer alan lignanlar olarak (¢ baslik altinda toplanmaktadir.

Fenolik asitler hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak
uzere iki ana grupta incelenirler (Saldamli, 2005). Fenolik asitler dogada meyve,
sebze ve bircok bitkinin yapisinda bulunan hidrofilik bilesiklerdir (Silva et al.,
2000). Fenolik asitlerin fenol halkasina bagli hidroksil gruplari ¢ok aktif olup,
sekerlerle birleserek glikozitleri olustururlar (Saldamli, 2005). Keten tohumu
cesitli fenolik asitleri ve bunlarin glikozidik formlarmi yapisinda tasimakta olup
keten tohumunun fenolik asit igerigindeki gesitlilik ve bulunma diizeylerindeki
degisim mevsimsel etkilerden ve kilturel gesit farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Keten tohumunun p-kumarik asit ve ferrulik asitin glikozidik formlarini
yuksek miktarda icerdigi bildirilmistir (Westcott and Muir 1996). Schoenrock et
al. (1997) ise keten tohumunda 6zellikle ferrulik asit, sinapik asit, kafeik asit ve
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bunlarin glikozitlerinin daha ylksek miktarlarda bulundugunu belirtirken,
Johnsson et al. (2002) ogutilmis keten tohumu kaspesinin biyik molekil
agirhgina sahip p-kumarik asit glikozit ve ferrulik asit glikozit bilesiklerini ytksek
miktarda icerdigini bildirmislerdir.

Keten tohumunda bulunan fenolik asitler tzerine ¢alisan Dabrowski and
Sosulski  (1984) keten tohumunun p-kumarik, o-kumarik, ferrulik, p-
hidroksibenzoik, vanilik, and sinapik asitlerin serbest ve baghh formlarini
icerdigini saptamiglardir. Calhismada kabugu ve yagi alinmis keten tohumunun
toplam ve esterlesmis fenolik igeriklerinin ferrulik esdegeri Gizerinden sirasiyla 81
ve 73.9 mg/100 g oldugunu; toplam ve esterlesmis fenoliklerin %46 trans-ferrulik,
%36 trans-sinapik, %7.5 p-kumarik asit ve %7.5 trans-kafeik asit bilesiklerinden
olustugu saptanmustir.

Wanasundara and Shahidi (1994) yagi alinmis keten tohumu kispelerinin
metanol ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlarin: ferrulik asit esdegeri
uzerinden 130-220 mg/100 g arasinda bulduklarini belirtmislerdir.

Oomah et al (1995) Kanada’nmin batisinda 4 farkli bolgeye 3 il
(1991,1992,1993) boyunca ektikleri 8 cesitten olusan 96 keten tohumu Grneginin
fenolik madde miktarlar: Gzerine kultur cesitliliginin, ekim yilmin ve ekim
bolgesinin etkisini aragtirmiglardir. Keten tohumu orneklerindeki bazik metanolle
esterlesmis fenolikleri ve sadece metanol kullanarak serbest fenolikleri ekstrakte
etmiglerdir. Keten tohumlarinin toplam fenolik madde miktarinin klorojenik asit
Uzerinden 800-1000 mg/100 g, serbest fenoliklerin 300-500 mg/100 g arasinda
degistigini ve esterlesmis fenoliklerin ortalama 500 mg/100 g oldugunu
belirtmiglerdir. Arastirmacilar esterlesmis fenoliklerin toplam fenolik madde
miktarinin %48-66’sin1 olusturdugunu ve kulttrel cesitlilige bagl olmadigins,
keten tohumunun serbest ve toplam fenolik igerigine ise ekim yilinin, kultdr
cesitliliginin ve daha dustik oranda bolgenin etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Oomah and Mazza (1997) Kanada’da bir firmadan aldiklari keten
tohumlarinmin toplam fenolik madde miktarmi ferrulik asit esdegeri Uzerinden
keten tohumunda 1314 mg/100 g, yag: alinmis keten tohumunda ise 1619 mg/100
g olarak bulmuslardir.

Velioglu et al (1998) Kanada’da yetistirdikleri NorMan ve Linola 947 keten
tohumu gesitlerinin toplam fenolik madde iceriklerini oda sicakliginda asidik
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metanolli ekstraksiyon islemi ile ekstrakte etmislerdir. Keten tohumlarinin
ortalama toplam fenolik madde miktarinn1 509 mg ferrulik asit/100 g olarak
saptamglardur.

Eliasson et al. (2003) isvicre’de 2000 yili hasadindan 10 gesit, 2001 yil1
hasadindan da bir dnceki yildan farkli 17 gesit keten tohumunundan elde ettikleri
ogutulmis keten tohumu orneklerini bazik hidroliz islemine tabii tutarak fenolik
bilesikleri ekstrakte etmislerdir. 10 ¢esit keten tohumunun p-kumarik asit glikozit
ve ferrulik asit glikozit bilesiklerinin sirayla 1.2-6.7 ve 1.6-5.0 mg/g arasinda
degistigini; 17 cesit tohumda p-kumarik asit glikozit ve ferrulik asit glikozit
bilesiklerinin miktarlarinin sirayla 2.8-8.5 ve 1.8-4.3 mg/g arasinda oldugunu
saptamiglardir.

Beejmohun et al. (2007) Fransa’dan temin ettikleri Barbara cesidi keten
tohumunun yagi alinmis kispesine mikrodalga sistemiyle bazik olarak
ekstraksiyon islemi uygulamiglar ve fenolik bilesikleri elde etmiglerdir.
Ekstraktlardaki p-kumarik asit glikozit bilesigini 3.7 mg/g ve ferrulik asit glikozit
bilesigini ise 4.1 mg/g olarak bulduklarmi bildirmiglerdir.

Choo et al. (2007) Yeni Zelanda’da marketten aldiklar1 soguk sikilmis ve
%2 keten tohumu kuspesi iceren yedi adet keten tohumu yaginin fenolik
bilesiklerini hegzan ve sulu metanol kullanarak ekstrakte edip toplam fenolik
madde miktarmi ferrulik asit esdegeri olarak UV spektrofometrede 725 nm’de
tayin etmislerdir. Orneklerdeki toplam fenolik madde miktarlarmin 76.8-307.3
mg/100 g arasinda degistigini ve yag cesitleri arasinda 6nemli fark bulundugunu
saptamislardir.

Bozan and Temelli (2008) Konya’dan yerli Ureticiden temin ettikleri keten
tohumundan serbest fenolikleri sulu metanol ile, esterlesmis fenolikleri de asidik
metanol ile ekstrakte etmisler, gallik asit esdegeri tUzerinden tayin yapmiglardir.
100 gram keten tohumunda serbest fenolikleri 383 mg, esterlesmis fenolikleri
1287 mg ve toplam fenolik madde miktarini ise 1670 mg olarak saptadiklarini
bildirmiglerdir.

Keten tohumunun yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismini
olusturan diger bir grup ise flavonoidlerdir. Flavonoidler, flavan (2-fenol-benzo-
dihidro-piran) tdrevleridir ve fotosentez yapan hucrelerde yer alirlar. Keten
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tohumunun flavonoid icerigine kulttr cesitliligi ve gevresel faktorlerin etki ettigi
belirtilmektedir (Oomah et al., 1996; Pekkarinen et al., 1999).

Oomah et al. (1996) 4 farkli keten tohumu cesidini 4 yil (1989-1993)
boyunca 4 farkli bolgeye ekmislerdir. Hasad edilen keten tohumlarmin yaglari
petrol eteri ile uzaklastirilmig ve keten tohumun yapisindaki fenolik bilesikler
metanol ile ekstrakte edildikten sonra %1’lik 2-aminoetil-difenilborat bilesigi
kullanilarak UV spektrofometrede 404 nm’de luteolin esdegeri tizerinden toplam
flavonoid miktarini tayin etmislerdir. Keten tohumunun flavonoid icerigine kaltur
cesitliliginin ve cevrenin etkisinin 6nemli oldugunu bildirmislerdir. En yuksek
flavonoid igerigine kahverengi renkli Norlin gesidinin, en disuk flavonoid
icerigine sar1 renkli Omega cesidinin sahip oldugunu; keten tohumlarmin
flavonoid miktarlarinin 35-71 mg/100 g arasinda degistigini bildirmislerdir.

Keten tohumunda bulunan baglica flavonoidler herbacetin diglukozit,
kaempferol diglukozittir (Qiu et al., 1999).

Choo et al. (2007) Yeni Zelanda’da marketten aldiklart soguk sikilmis ve
%2 keten tohumu kispesi iceren yedi adet keten tohumu yaginin fenolik
bilesiklerini hegzan ve metanol c¢oOzeltisi kullanarak ekstrakte edip toplam
flavonoid miktarmi luteolin esdegeri (zerinden UV spektrofometrede tayin
etmislerdir. Arastiricilar keten tohumu yaglarinin toplam flavonoid miktarlarinin
12.7-25.6 mg/100 g arasinda degistigini saptamislardir.

Keten tohumunu fonksiyonel gida olarak 6nemli kilan ve fenolik bilesikler
icerisinde yer alan diger grup ise lignanlardiwr. Lignanlar izoflavonoidlerin énemli
bir grubu olup, dogada bitkisel lignanlar ve memeli lignanlar1 olarak
bulunmaktadirlar. Keten tohumunun yapisindaki lignanlar viicuttaki 0Ostrojen
hormonuna benzer yapiya sahip olan bitkisel kokenli bilesikler grubunda yer
ahrlar (Webb and McCullough., 2005). Keten tohumu, keten tohumu posas: ve
unu gibi dranler yuksek konsantrasyonda bitki lignanlari icermektedirler ve
lignanca en zengin kaynaklardir. Tahillar, tahil kepekleri, susam, ay cekirdegi,
balkabagi cekirdegi gibi birka¢ yagli tohum, meyveler ve sebzeler ise keten
tohumuna gore oldukga distk dizeylerde lignan icermektedirler (Meagher and
Beecher, 2000). Lignanlar acisindan zengin baz: bitkisel gidalarin lignan icerikleri
Cizelge 5°de gosterilmektedir.



Cizelge 5. Lignanlar agisindan zengin bazi bitkisel gidalarin lignan

Beecher, 2000)
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icerikleri (Meagher and

Gida kaynag Lignan miktar Gida kaynag Lignan miktar
(1g/100 g) (1g/100 g)

Keten tohumu 370 000 pg Havug 478ug

Susam tohumu 2900 pg Sarimsak 382.6ug

Ay cekirdegi 609.5ug Sogan 91.0ug
Bugday 8.1 ug Yesil biber 124.0ug
Bugday kepegi 110.1ug Patates 16.0pug

Arpa 58ug Domates 58.1ug

Yulaf 13.7ug Yaban mersini | 1510ug

Yulaf kepegi 178.8ug Cilek 1578ug

Piring 112-232ug Portakal 74.6g
Lahanagiller 185 - 2321 pg Siyah cay 278719
Brokoli 437.3g Yesil cay 26469
Kirmizi pancar 99.5ug Kahve (instant) | 716ug

Memeli lignanlarinin insan viicudunda uretimi hem bagirsaktaki aktif flora
varligina hem de uygun lignan kaynagmin diyetle alimina baghdir. Keten
tohumunda bulunan lignanlar, memeli lignanlar1 olarak bilinen ve antikarsinojenik
aktiviteye sahip enterodiol ve enterolakton bilesiklerinin  dncistdarler
(Degenhardt et al, 2002; Kamal-Eldin et al., 2001). Keten tohumunda
matairesinol (Liggins et al., 2000), SECO (sekoizolarikiresinol), izolarikiresinol
(Meagher et al., 1999), pinoresinol (Meagher et al., 1999), ve larikiresinol (Sicilia
et al., 2003) lignanlari bulunmaktadir,

Bitkilerde bulunan lignanlar serbest formda bulunabildikleri gibi bir veya
birden fazla sekere baglanarak glikozid formunda da bulunabilmektedirler. Keten
tohumunda bulunan SECO lignaninin glikozit formu SDG lignan bilesigi (Sekil 1)
seklinde olup bu bilesik, 3-hidroksi-3-metil glutarik asidin ester baglariyla
oligomerlere baglanmasiyla meydana gelmektedir (Struijs et al, 2007; Milder,
2007). Keten tohumun yapisindaki lignan kompleksi agirlik olarak %34-38
sekoisolarikiresinol diglukosid (SDG), % 15-21 sinnamik asit glukosid ve %9,6—
11,0 hidroksimetilglutarik asit icermektedir (Prasad et al., 2000; Kamal-Eldin et
al., 2001). Sekil 1’de SDG ve SECO bilesiklerinin kimyasal yapisi gorilmektedir.
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Sekil 1.  SDG ve SECO bilesiklerinin kimyasal yapisi, MW: molekil agirligi (Tour’e and
Xueming 2010)

Keten tohumunun yapisindaki SDG lignan tayini genellikle lignan kompleks
bilesiginin bazik hidroliz islemine tabi tutularak acgiga c¢ikan SDG lignan
bilesiginin kromotografik olarak saptanmasi prensibine dayanmaktadir. Bazi
caligmalarda ise asidik hidroliz islemi uygulanarak keten tohumunun yapisindaki
SDG lignan bilesigi aglikon formu olan SECO bilesigine parcalanmakta ve SDG
lignan miktar1t SECO esdegeri izerinden tayin edilmektedir.

Keten tohumunun SDG lignan igerigi kiltur gesitliligine, hasad yilina, hasad
yerine ve uygulanan analiz yontemine gore degiskenlik g0Osterebilmektedir
(Westcott and Muir, 1996; Thompson et al., 1997; Meagher et al., 1999). Yagi
alinmig keten tohumu kuspesinde SDG lignan miktar1 11.7-24.1 mg/g olarak
degismektedir ve bu miktar baklagiller, tahillar, meyve sebzelerde saptanan
miktarlardan oldukca yiiksek diizeylerdedir (Wiesenborn et al., 2003).

Madhusudhan et al. (2000) Amerika Birlesik Devlet’inin North Dakota
bolgesinde 1998 yilinda hasad edilmis Neche ve Omega keten tohumu gesitlerini
ogutup, yagin1 uzaklastirdiktan sonra %70 metanol/su ¢ozeltisiyle ekstraksiyon
islemine tabii tutmuslar, NaOH ile bazik hidroliz isleminden sonra da HPLC-
DAD cihazinda SDG lignan bilesigini teshis etmiglerdir. Neche ve Omega keten
tohumu cesitlerinde SDG lignan miktarmi sirasiyla 12.9 ve 14.3 mg/g olarak
saptamiglardir.

Degenhardt et al. (2002) ogutilmis ve yagi ahinmis keten tohumunun %70
metanol/su ekstraksiyonunu takiben bazik hidroliz islemi sonrasinda 6rnekteki
SDG lignan miktari1 HPLC-DAD cihazinda tayin etmislerdir. Arastiricilar keten
tohumunun SDG lignan miktarmi 5.5 mg/g olarak saptamislar.
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Eliasson et al. (2003) isvigre’de 2000 yili hasadindan 10 gesit, 2001 yil1
hasadindan da bir onceki yildan farkh 17 cesit keten tohumundan elde ettikleri
ogutulmis keten tohumu kuspesinde %50 etanol/dioksan ¢ozeltisi ile fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu islemi ve bazik hidroliz uygulamislar ve keten
tohumlarimin SDG lignan icerigini HPLC-DAD cihazinda tayin etmiglerdir.
Arastiricilar 2000 yilina ait 10 gesit keten tohumunun SDG lignan igeriginin 13.3-
25.9 mg/g arasinda degistigini; 2001 yilina ait 17 cesit tohumda ise SDG lignan
miktarmin 11.9-19.8 mg/g arasinda oldugunu bildirmislerdir. Cesitler arasinda
fark 6nemli bulunmustur.

Beejmohun et al. (2007) Fransa’dan temin ettikleri Barbara keten
tohumunun preslenmis kekini %70 metanol/su c¢ozeltisiyle muamele ederek
fenolik bilesikleri ekstrakte etmisler, sodyum hidroksit ile bazik hidroliz islemi
uyguladiktan sonra SDG lignan bilesigini HPLC-DAD cihazinda teshis
etmislerdir. Preslenmis keten tohumu kekinde SDG lignan bilesigini 16.1 mg/g
olarak saptamiglardir.

1.2. Tohum Filizleri

Filizlenme tohumda bulunan embriyonun uygun sartlar bulunca geliserek
ana bitkiye benzer bitkiyi vermek (zere tohumdan c¢ikarak serbest hale
gecmesidir. Filizlenme tohumda biyimenin baslamasi ve yedek besin
maddelerinin embriyo buytimesinde kullanilmak (zere hareketli hale ge¢mesi
olaylarmi igine alan bircok karisik biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler
serisinden ibarettir. Filizlenme islemi boyunca;

e Suyun emilmesi,

e Enzim ve solunum faaliyeti,

e Yedek besin maddelerinin (yag, protein ve karbonhidrat) basit ve
¢ozlnebilir hale gegcmesi,

e Nikleik asit ve protein sentezi,

o Bunlarin nakli,

o Oziimlenmesi,

e Hucre faklilagsmasi
o Blyume

meydana gelmektedir. Filizlenme ilerledikge tohumdan ¢ikan filizin yapis1 kisa
zamanda belli olmakta ve lzerinde bir adet ¢enek yaprag: (kotiledon) tasiyan bir
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hipokotil kok ekseninden ibaret olan embriyo yenilebilir tohum filizi olarak
adlandirilmaktadir (Nonogaki et al., 2010; Wanasandura et al., 1999a).

Yenilebilir tohum filizleri tohumlarin belli bir sure suda bekletilmesi,
yikanip slzilerek uygun nem ve sicakhik kosullarinda bekletilerek
filizlendirilmesi islemi ile elde edilmektedir. Filizlendirme islemi yenilebilen
tohumlarin besin 6gelerinde onemli dizeylerde degisim olusturmakta ve bu
degisimi sicaklik, sire ve aydinlatma sekli gibi filizlendirme kosullar: ile tohum
cinsi ve kulturel gesitlilik de etkilemektedir. Taze olarak tuketilecek filizler igin
maksimum muhafaza stresi en iyi depolama kosullarinda 0°C’de 7-9 gun,
2.5°C’de 5 giin, 10°C’de 2 glin olarak belirtilmektedir (Schrader, 2002; Suslow
and Cantwell, 2002).

Bir cok filizin olgunlasmis sebzelerine gore daha yiksek miktarlarda C
vitamini ile polifenolleri icerdigi ve daha yuksek oranda serbest radikallerden
koruyucu 6zellige sahip oldugu belirtilmektedir (Moriyama and Oba, 2004).

Wanasundara et al. (1999a) keten tohumu yagmnin filizlenme suresince
degisimini arastirmak amaciyla tohumlar: isik altinda 22°C’de %78 nemde 2, 4, 6
ve 8 gln sureyle filizlendirmislerdir. Tohumlarin toplam yag igeriginin suda
bekletilmis tohumda %31.9 degerinde iken 8 ginlik filizlerde toplam yag
iceriginin %8,6  oldugu belirtilmistir. Arastiricilar tohumda yiiksek oranda
bulunan a-linolenik, linoleik ve oleik yag asitlerinin filizlenme stiresince filizlerde
de yiksek oranda bulundugunu, filizlerin linoleik ve oleik yag asitlerinin 6.
glinden itibaren cok az artarken, a-linolenik asitin 4. giunde ve serbest yag
asitlerinin 6. glinde azalmaya basladigini1 belirtmiglerdir. Filizlerin 8. gunin
sonunda ¢oklu doymamis yag asitleri (%77) agisindan zengin oldugu, %12 tekli
doymamis yag asitleri ve %10 doymus yag asitleri icerdigi saptanmistir.

Wanasundara et al. (1999b) ise keten tohumunun azotlu bilesiklerinin
filizlenme siresince degisimini arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada ayni
sartlarda elde edilen filizleri kullanmislardir. Filizlenme siiresince toplam azotlu
bilesiklerin miktarinda az bir disme g6zlendigini, protein olmayan azotlu
bilesiklerin miktarinin %9’dan %35’e yikseldigini; suda ¢0zunen proteinlerin
fraksiyonunun artarken, tuzda ¢6ziinen proteinlerin fraksiyonunun ise azaldigini
saptamiglardir. S6z konusu arastirmada 8 giinlik filizlendirme slrenin sonunda
keten tohumunda bulunan siyanojenik glikozitlerden linustatin ve neolinustatin
bilesiklerinin sirasiyla %40 ve %70 oraninda dustugu belirlenmistir.
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Plaz and ark. (2003) 6zel bir firmadan hazir olarak temin ettikleri yonca,
bugday ve soya tohumlari ile bu tohumlarin filizlerini vitamin (A, B1, B2, B6, C
ve E), mineral (Fe, Mg, Ca, K, Mn, Na, Cu ve Zn) ve fitoostrojen (genistein ve
daidzein) icerikleri agisindan incelemiglerdir. Arastirmada yonca tohumlarinin
filizlenme ile A ve C vitaminlerinde sirasiyla 1250 ve 10 kat artis oldugu, soya
tohumlarinin filizlerinin genistein ve daidzein fitodstrojen igeriklerinde de 6nemli
artiglarin oldugu (sirasiyla 3 ve 10 kat) belirtilmistir.

Karabugday filizlerinin besin bilesenlerinin arastirildigi  ¢alismada,
karabugday tohumlar1 karanhkta 25°C’de 1-8 gun boyunca filizlendirilmis ve 1
gun arayla o6rnek alinmustir. Filizlenme siresi arttikga filizlerin monosakkarit
icerikleri artarken disakkarit, trisakkarit ve tetrasakkarit igeriklerinde azalma
goruldigl saptanmustir. Filizlerin  askorbik asit iceriklerinin de filizlenme
suresiyle artig gosterip 7. glinde en yiksek seviyeye ciktigi ve sonra dusiise
gectigi gOrulmistir. Karabugday tohumlarinin ve filizlerinin yag asidi
kompozisyonu incelendiginde; filizlenme islemi ile ve filizlenme suresince
tohumlarin stearik ve oleik asit iceriklerinin azaldigi, linoleik ve a-linolenik asit
iceriklerinin arttig1 bildirilmis olup filizlerde linoleik asitin %51.10 oraniyla en
yuksek dizeyde bulunan yag asidi oldugu, bunu %18.90 ile a-linolenik asidin ve
%15.40 oraniyla da oleik asidin takip ettigi gérilmustir (Kim et al., 2004a).

Kim et al. (2004b) yedi cesit soya tohumunu karanhkta 25°C’de 5 giin
filizlendirerek sar1 soya filizlerini; 1. glin karanlikta, 2. ve 3. giin 151k altinda yesil
kutularin iginde, 4. ve 5. giin sar1 kutularin icinde bekleterek yesil soya filizlerini
elde etmiglerdir ve farkl: filizlendirme kosullarinda elde ettikleri yesil ve sar1 soya
filizleri ile soya tohumlarinda fenolik bilesikleri ve izoflavonoidleri
arastirmiglardir. Arastiricilar soya tohumlariin toplam fenolik madde (6.67-72.33
pg/g) ve izoflavonoid iceriklerinin cesitler arasinda 6nemli diizeyde degiskenlik
gosterdigini, bu degiskenligin sar1 ve yesil filizlerin toplam fenolik madde ve
izoflavonoid iceriklerinde de goruldigini, yesil ve sari soya filizlerinin
izoflavonoid iceriklerinin tohumdan sirasiyla yaklasik 100 ve 50 kat daha yuksek
oldugunu ve yesil soya filizlerinin izoflavonoid miktarmin sari soya filizlerinden
yaklasik 3 kat daha ylksek oldugunu saptanmislardir. Arastirmada sari soya
filizlerinin toplam fenolik madde miktar:1 9.88 ile 47.71 ug/g arasinda degisirken,
yesil soya filizlerinde bu degisim 29.21-79.70 pg/g olarak belirtilmistir. Ayrica
calisma sonuglar1 dogrultusunda soya filizlerinin renkli 1s1k altinda Gretilmesi
gerektigini vurgulamiglardir.
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Zielinski et al. (2005) turpgiller familyas: icerisinden secilen kicuk turp,
turp, kolza tohumlar1 ve beyaz hardal tohumlarimi karanhkta 25°C’de ve %95
nemde filizlendirmis ve 4. gunun sonunda yemeye hazir filizler olarak hasad
etmislerdir. S6z konusu tohumlarin ve filizlerinin B, ve B, vitaminleri ile diyet lifi
ve mineral iceriklerinin karsilastirildigr bu ¢alismada tohumlarin yemeye hazir
filizlerinde B, vitamini igeriklerinde 3 kat; Ca, Mg, Cu and Zn igeriklerinde de
sirasiyla %12, 14, 25 ve 45 oraninda artis oldugu gorilmustar.

Khalil et al. (2007) Kabuli ve Desi ¢esidi nohutlarmin filizlerinin kalite
karakteristiklerini ~ karsilastirdiklari  cahsmada, nohutlart  karanhkta, oda
sicakliginda 24, 48, 72 ve 96 saat filizlendirmislerdir. Arastirmada filizlendirme
isleminin nohutlarin nem, protein, askorbik asit ve toplam yag iceriklerinde artis
sagladigi, nohutlarin toplam yag iceriginin %5’den 96 saatlik filizlerde %7.7’ye
ciktigi ve bu artista nohut cesidinin 6nemli derece etkili oldugu (p<0,01).
gOrulmustir. S6z konusu arastirmada nohutlarin fitik asit iceriginin  filizlenme
islemi ile 6nemli diizeyde azaldigi ve bu azalmanin Kabuli nohutunda %73 iken
Desi nohutunda %32 seviyesinde oldugu bildirilmistir. Arastirmada ayrica
filizlendirme suresinin filizlerin toplam yag igerigini 6nemli derecede etkiledigi
(p<0,01), Kabuli filizlerinin toplam yag iceriginde, Desi filizlerine gore daha fazla
artis oldugu; protein sindirilebilirligi ve protein ¢ozundrligunin de o6nemli
dizeyde arttig1 saptanmistir. Genel degerlendirme sonucunda Kabuli ¢esidi kalite
karakteristikleri acgisindan filizlendirme amaciyla daha uygun bir nohut cesidi
olarak belirtilmistir. Bu c¢esidin 96 saatin sonunda askorbik asit igerigi daha
yuksek olup fitik asit igerigi daha dustk ve protein sindirilebilirliginin de oldukca
Iyi diizeyde oldugu belirtilmistir.

Khattak et al. (2007a) nohut filizlerinin polifenol ve fitik asit icerigine
filizlendirme tekniklerinin etkisini inceledikleri ¢calismalarinda, nohutlar1 28°C’de
karanlkta, florasan, sari, mavi, yesil, kirmizi ve gama 1181 altinda 24, 48, 72, 96
ve 120 saat boyunca filizlendirmislerdir. Filizlenme suresinin ve 11k ¢esidinin
asidik metanolle, suyla ve metanolle ekstrakte edilebilen polifenollerin miktarmin
onemli dizeyde etkiledigini gérmislerdir. Arastiricilar asidik metanolle ekstrakte
edilen polifenollerin miktarini filizlendirme islemi ile arttigin1 ancak filizlendirme
stresince azalma ve artma gostererek 48 saatte florasan 11k altinda en yiksek
degere ulastigini, suyla ekstrakte edilen polifenollerin miktarmin filizlendirme
islemi ile azaldigimni ve filizlendirme siiresince azalma ve artma gostererek 72
saatte gama 1sm altinda en ylksek degere ulastigini, metanolle ekstrakte edilen
polifenollerin miktarinin filizlenme ile azaldigim ve filizlendirme sonrasi
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nohutlarin fitik asit iceriginin ise 48 saatte mavi ve kirmizi 1s1k altinda en dustk
seviyeye dustigind bildirmiglerdir.

Ayni aragtirmacilar nohut filizlerinde askorbik asit icerigine ve filiz
verimine filizlendirme tekniklerinin etkisini inceledikleri c¢alismalarinda,
nohutlarin askorbik asit igerigine ve filiz verimine filizlendirme suresinin ve
isiklandirma gesidinin 6nemli etkisinin oldugunu, yesil 1g1k altinda nohutlarin
askorbik asit seviyesinde dnemli bir artis oldugunu ve 96 saatin sonunda filizlerin
askorbik asit iceriginin en ylksek duzeye ¢iktigini saptamiglardir. Arastirmacilar
elde edilen filizlerin veriminin ise karanlikta, florasan ve gama 1sik altinda daha
yuksek oldugunu, 120 saatin sonunda gama isiginda en yiksek seviyeye ¢iktigini
gormislerdir (Khattak et al., 2007b)

Lee et al. (2007) 17 cesit soya tohumunu 25°C’de 5 giin sire ile karanlikta
ve 151k altinda ¢imlendirerek sar1 ve yesil soya filizleri Gretmisler ve bu filizlerin
kotiledon, hipokotil ve koklerindeki izoflavon igeriklerini karsilastirmiglardir. S0z
konusu arastirmacilar yesil ve sar1 soya filizlerinin toplam izoflavonoid miktarlar1
arasinda 6nemli bir fark olmadigmi fakat, filizlerin 3 farkli kismindaki toplam
izoflavonoid miktarlar: arasindaki farkin énemli oldugunu; sar1 ve yesil filizlerin
koklerinin en ylksek miktarda izoflavonoid igerirdigini bunu sirayla kotiledon
yapraklarin ve hipokotilin izledigini belirtmigler, ayrica sar1 ve yesil filizlerin
kotiledon yapraklarindaki genistein ve daidzein iceriginin toplam izoflavonoid
miktarinin sirayla %67 ve %28’den daha fazlasini, hipokotillerdeki toplam
daidzein iceriginin ise toplam izoflavonlarin %45’inden daha fazlasimi
olusturdugunu saptamiglardir.

Doblado et al. (2007) borilce tohumlarinin ve filizlerinin C vitamini ve
antioksidan aktivite degerlerini arastirdiklar: ¢alismalarinda; tohumlar: 20°C’de
karanlhikta 6 gun boyunca filizlendirip 4. ve 6. glnlerde 6rnekler almiglardir.
Arastirmada bortlce tohumunda C vitamini saptanamamis olup filizlenme islemi
ve filizlenme suresince filizlerin C vitamini igeriginin arttigi (58-67%), tohumun
antioksidan aktivitesinin ise filizlenme islemi ile artarak 6. giinde en yiksek
diizeye ulastig: belirtilmistir. Arastirmacilar borilce tohumlarmin filizlendirilmesi
isleminin tohumun C vitamini igerigini ve antioksidan aktivite degerini artirmak
acisindan iyi bir teknik oldugunu vurgulamiglardir.

Bibi et al. (2008) filizlendirme stresi ve kullanilan 151k ¢esidi ile nohutun
kimyasal bilesiminin degisimini arastirmak amaciyla nohutlar filizlendirme
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dolaplarinda 28°C’de karanlikta, florasan, sari, mavi, yesil, kirmizi ve gama
isiklar altinda 0, 24, 48, 72 ve 96 saat filizlendirilmistir. Calismanin sonucunda,
filizlendirme siresi ve kullanilan g1k ¢esidinin nohut filizlerinin nem, protein,
yag, lif ve kul iceriklerini 6nemli dlzeyde etkiledigi (p<0,01) saptanmustir.
Arastirmada filizlendirme islemi ile nohutun nem, protein, kil ve yag icerikleri
artarken lif iceriklerinin azaldig: ve filizlenme siresince ise kirmizi, yesil, mavi ve
sar1 1giklar altinda filizlerin protein ve lif iceriklerinin; gama 1s1g1 altinda kal ve
yag iceriklerinin; karanlikta ve floresan isik altinda ise nem iceriklerinin arttig
gorulmis olup en yiksek yag icerigi gama 15181 altinda 48 saatte elde edilen
filizlerde saptanmustir.

Khattak et al. (2008) nohut filizlerinde p-karoten igerigi, protein
sindirilebilirligi ve protein ¢6zunurlugt Uzerine filizlendirme siresinin ve
kullanilan 151k gesidinin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, nohutlar1 28°C’de
karanlikta, florasan, sari, mavi, yesil, kirmizi ve gama 15181 altinda 24, 48, 72 ve
96 saat boyunca filizlendirmiglerdir. Arastirmacilar filizlendirme stresinin ve
kullanilan 1g1k ¢esidinin filizlerin B-karoten icerigini, protein sindirilebilirligini ve
protein ¢cozundrliglnu 6nemli diizeyde etkiledigini; en yiiksek B-karoten igerigine
sahip filizlerin sar1 151k altinda 72 saat sonunda elde edildigini, en distik B-karoten
iceriginin 120 saatin sonunda mavi 1s1k altindaki filizlerde saptandigini
belirtmiglerdir. Arastirmada protein ¢ozunurliginin de 120 saatin sonunda gama
ve yesil 151k altinda en yiiksek dizeyde, filizlerin protein sindirilebilirliginin ise 96
saatin sonunda gama 1s1g1 altinda en yuksek seviyede oldugu bildirilmektedir.

Kim et al. (2008) common ve tartary karabugday cesitlerinin filizlerinin
fenolik bilesen icerigini karsilastirmak amaciyla tohumlar: karanlikta 25°C’de
%60 nemde 6-10 gln arasinda filizlendirmiglerdir. Arastirmada common cesidi
karabugday tohumunda klorojenik asit, orientin, isoorientin viteksin, isoviteksin
ve rutin fenolik bilesikleri tespit edilememis veya ¢ok dislk diizeyde iken 6-10
gin sire boyunca elde edilen filizlerin yenilebilen kisimlarinda s6z konusu
fenolik bilesiklerin 6nemli duzeyde arttigi gorilmustir. Arastirmacilar common
ve tartary karabugday cesitlerinin filizlerinde s6z konusu fenolik bilesiklerin
toplammin birbirine yakin olmakla birlikte tartary cesidinin filizlerinin fenolik
bilesenlerinin  %90’m1 rutin bilesiginin olusturdugunu, common c¢esidinin
filizlerinde ise bu oranmin %20 oldugunu ve Tartary karabugday c¢esidinin
filizlerinin rutin iceriginin 6. gln sonunda en yiksek dizeye ulastigini
belirtmiglerdir.
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Duefas et al. (2009) aci bakla tohumunun fenolik bilesen icerigine ve
antioksidan aktivitesine filizlendirme isleminin etkisini incelemek amaci ile aci
bakla tohumlarim1 20°C’de karanhkta 2, 3, 4, 5 6 ve 9 gun sireyle
filizlendirmiglerdir. S6z konusu arastirmacilar tohumlarin toplam fenolik madde
miktarmin filizlendirme islemi ile 10.60 mg gallik asit/g degerinden 2. glinde
13.67 mg gallik asit/g degerine ¢iktigini, filizlenme siresince ise artarak 9. glinde
en yuksek duzey olan 24.37 mg gallik asit/g diizeyine ulastigmi bildirmiglerdir.
Arastirmacilar ayrica tohumlarin antioksidan aktivitesinin filizlenme ile artis
gosterdigini ve filizlerin 9. gunde flavon, izoflavon ve dihidroflavonol
iceriklerinin tohuma gore oldukca yiksek bulundugunu saptamglardir.

Hahm et al. (2009) susamin kimyasal kompozisyonu (zerine
filizlendirmenin etkisini arastirdiklari ¢alismada; susamlar1 karanlikta 35°C’de
%100 nemde 1, 2, 3 ve 4 gun sureyle filizlendirmiglerdir. Arastirmada filizlenme
islemi ile susamlarin nem, fosfor, sodyum, kalsiyum, a-tokoferol ve toplam
tokoferol diizeyleri artarken toplam yag, palmitik asit, potasyum ve demir
iceriklerinin azaldigi, tohumlarin protein, stearik asit, oleik asit, linoleik asit,
magnezyum ve ¢inko dizeylerinin ise filizlenme islemi ile filizlenme siresince
degismedigi; filizlerin 4. gunde oleik ve linoleik asit iceriklerinin sirayla %40,98
ve %42.87 oldugu saptanmistir. Arastirmacilar tohumlarin toplam yag igeriginin
%52’den 4. gunin sonunda elde edilen filizlerde %29’a distligini, toplam
tokoferol iceriklerinin ise 4. glinde en yuksek dizeye ulastigimi belirtmislerdir

Pasko et al. (2009) horozibigi (Amaranthus cruentus) ve quinoa
(Chenopodium quinoa) tohumlarinda ve filizlerinde antosiyaninler, toplam fenolik
madde ve antioksidan aktivite Uzerine c¢alismislardir. Bu amacgla tohumlar
karanhkta ve igikta 20°C’de 7 gun sureyle filizlendirilmis, filizler 4, 6 ve 7.
gunlerde hasad edilmistir. Arastirmacilar filizlerin toplam fenolik madde
miktarmin ve antioksidan aktivitesinin tohumlardan daha yuksek oldugunu, 1sikta
elde edilen filizlerin toplam fenolik madde ve antosiyanin miktarlari ile
antioksidan aktivite dizeylerinin karanlikta elde edilen filizlerden daha yuksek
oldugunu ve quinoa filizlerinin toplam fenolik madde miktarmin (3.7 mg gallik
asit/g) horozibigi filizlerinden daha yiksek oldugunu ve aralarindaki farkin
onemli bulundugunu (p<0,01) saptamiglardir. Arastirmada horozibigi ve quinoa
filizleri i¢in en yuksek toplam fenolik madde miktarinin ise aydinlikta sirayla 4.
gunde 2.9 mg gallik asit/g ve 6. guinde 3.9 mg gallik asit/g olarak belirtilmistir.
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Alvarez-Jubete et al. (2010) horozibigi, quinoa, karabugday ve bugday
tohumlarinin filizlenme islemi ile toplam fenolik madde miktarini ve antioksidan
aktivitesini incelemiglerdir. Karabugday ve bugday tohumlar: 18°C’de sirayla 96
ve 110 saat; horozibigi ve quinoa tohumlari 10°C’de sirayla 98 ve 82 saat
filizlendirilmistir. Arastirmacilar tohumlarin toplam fenolik madde miktarlar:
arasinda 6nemli bir farkin oldugunu ve en yiiksek karabugday tohumunda (323.4
mg gallik asit/100 g) bulundugunu ve bunu sirayla quinoa, bugday ve horozibigi
tohumlarinin izledigini saptamiglardir. Arastirmada tohumlarin toplam fenolik
iceriginin ve antioksidan aktivitesinin filizlenme islemiyle arttigi ve toplam
fenolik madde miktarinin en yuksek karabugday filizinde (670 mg gallik asit/100
g), ikinci olarak ise quinoa filizinde (147 mg gallik asit/100 g) bulundugu
gorulmastir. Quinoa ve karabugday tohumlarinin ve filizlerinin fenolik bilesikler
acisindan zengin bir kaynak oldugu vurgulanmistir.

Pérez-Balibrea et al. (2011) ticari olarak satilan brokoli kultirlerinin
tohumlarinin (B. oleracea L. var., italica cv. Nubia ve cv. Marathon) ve
filizlerinin fitokimyasal kalitesine genotipik etkileri arastirmiglardir. Aragtirmada
tohumlar gundiiz 16 saat 25°C’de %60 nemde, gece 8 saat 20°C’de %80 nemde
14 gun boyunca filizlendirilmis ve 3., 7. ve 14. ginlerde 6rnekler alinmistir. 3
cesit brokoli kualturunun tohumlarinda ve filizlerinde filizlenme siresince C
vitamini, fenolik asitler, flavonoidler ve glukozinolat igerigi ile antioksidan
aktivite duzeyleri incelenmistir. Arastirmacilar tohumlarda C vitamininin
saptanamadigmi fakat filizlenme ile ve filizlenme siresince C vitamini miktarmin
artigimmi  ve kadlttrel cesitlilige gore onemli dizeyde (p<0,05) degistigini
belirtmiglerdir. Arastirmada farkli brokoli kilturlerinin tohumlarinin ve filizlerinin
fenolik bilesikler ve glukozinolat miktarlar: ile antioksidan aktivite degerleri
arasinda da farkin 6nemli (p<0,05) bulundugu saptanmistir. Arastirmacilar brokoli
tohumlarnin filizlenme ile flavonoid igeriginin 2-3 kat, glukozinolat iceriginin
yaklagik 2 kat azaldigini; fenolik asit igeriklerinin 2-6 kat arttigini filizlenme
stiresince ise filizlerin fenolik asit, flavonoid ve glukozinolat igeriklerinin
azaldigin1  belirtmiglerdir.  Aragtirmada tohumlarin  antioksidan  aktivite
degerlerinin de filizlenme ile ve filizlenme siresince 7. giine kadar dustugi ve
brokoli kultirleri icerisinde cv. Viola tohumu ve filizlerinin fitokimyasal
kalitesinin daha yliksek oldugu belirtilmektedir.
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1.3. Gidalann Yapisindaki Biyoaktif Bilesiklerin  Kritik Altt  Su
Ekstraksiyonu (Subcritical Water Extraction)

Bitkisel kaynakli cesitli biyoaktif bilesiklerin saglhik Uzerindeki olumlu
etkilerinin yapilan cahsmalarla ortaya konulmasiyla birlikte bu bilesiklerin
bitkisel materyallerden ekstraksiyonu 6nemli bir endistriyel islem haline
gelmistir. Baslangicta ekstraksiyon isleminde organik c¢ozgenler kullanilmistir.
Organik c¢ozgenler cevreye ve insan saghigina zarar vermektedirler ve sagliga
faydali bilesiklerin ekstraksiyonu icin uygun degildirler. Gidalardaki biyoaktif
bilesiklerin gida destegi olarak kullanimina toplumun ilgisinin artmasi,
fonksiyonel Grlnlerin Gretiminin ve buna bagl olarak yasal duzenlemelerin de
artmasi nedeniyle ekstraksiyon metodlarinda daha saglikl alternatif yollarla ilgili
arastirmalar baslamistir (Luque de et al, 1999). Bu amagla gelistirilen
yontemlerden biri de kritik alt1 su ekstraksiyonu yontemidir.

Kritik alt1 su ekstraksiyonu yeterli derecede ylksek basincin uygulanarak ve
sicakhigin arttirilmasiyla suyun dielektrik Kkatsayismin yani polaritesinin
dustrulmesi ve suyun sivi fazda tutulabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Su oda
sicakhiginda ¢ok polar bir c¢ozgendir ve dielektrik katsayisi 80’e yakindir,
250°C’ye kadar 1sitildig1 zaman ise suyun dielektrik katsayisi1 27’e yaklagsmaktadir
(Sekil 2) ve bu deger etanolin dielektrik katsayisina yakindir. Calisma
sicakliklart suyun kritik degeri olan 374’nin altinda olup genellikle 100°C’nin
uzerindeki sicakliklar kullanilmaktadir (Yang et al., 1998; Herrero et al., 2006).
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Kritik alt1 su ekstraksiyonu islemi pilot tipi duzeneklerle yapilabildigi gibi
basinglhi ¢Ozgen ekstraktori cihazlarinda da yapilabilmektedir. Kritik alti su
ekstraksiyonu isleminde ekstraksiyon dzerine etkin olan baslica parametreler;
materyal sekli, 6rnek miktari, sicaklik, ekstraksiyon siresi, ¢oziicu miktari ve
basing olarak belirtilmektedir. En etkin faktorler sicaklik ve stire olup, basing
faktori ekstraksiyon etkinligi tizerine dusiik diizeyde etki etmekte ve basing temel
olarak ekstraksiyon ¢Oziclsunu sivi halde tutmaya yaramaktadir. Gidalardan
biyoaktif bilesiklerin pilot tipi diizeneklerle kritik alt1 su ile ekstrakte edilmesi ile
ilgili baz1 calismalara asagida yer verilmistir;

Mercankdsk yapraklarindan esansiyel yaglarin ekstraksiyonu amaciyla
kritik alt1 su ekstraksiyonu ve su destilasyonu islemlerinin karsilastirildigr bir
calismada; 0,4 g 6gutulmus yapraga 50 bar basing, 150°C sicaklik, 2 ml/dak akis
hizinda 15 dak. kritik alt1 su ekstraksiyonu uygulanirken; 140 g 6gutulmus yaprak
1000 ml su ile 3 saat destilasyon islemine tabii tutulmustur. Calisma sonunda,
kritik alt1 su ekstraksiyonu islemi ile 15 dak. gibi kisa bir strede daha yuksek
miktarda esansiyel yag elde edilebildigi ve s6z konusu ekstraksiyonun veriminin
su destilasyonundan 5.5 kat daha fazla oldugu belirtilmistir (Jime nez-Carmona et
al., 1999).

Baska bir calismada da kekik yagmin ekstraksiyonu amaciyla kritik alti su
ekstraksiyonu ve su destilasyonu islemleri karsilagtirilmistir. 1.8 g 6gutilmus
kekige 2.0 MPa basing, 125°C sicaklik, 1 ml/dak akis hizinda 24 dak. kritik alt1 su
ekstraksiyonu islemi ve 30 g 6gutulmis kekige ise 500 ml su ile 3 saat destilasyon
islemi uygulanmigtir. Calismadan elde edilen veriler sonucunda, kritik alt1 su
ekstraksiyonu isleminin kekik esansiyel yaglarinin eldesinde su destilasyonundan
daha hizli, daha ucuz ve daha etkili bir yontem oldugu, ayrica kekik yaginda
bulunan 11 major bilesigin 8’inin kritik alt1 su ekstraksiyonu ile daha yuksek
verimde elde edildigi saptanmistir. S6z konusu islemin gida endistrisinde
bitkilerin esansiyel yaglarini elde etmede blyuk ilgi gorecegi belirtilmistir (Ayala
and Kastro 2001).

Kubatova et al. (2001) kava (Piper methysticum) kdkunden laktonlarin
kritik alt1 su ekstraksiyonu islemini; Soxhlet aparatinda suyla ekstraksiyon, suda
kaynatma ve ultrasonik banyoda asetonla ekstraksiyon islemleri ile
karsilastirmiglardir. Bu amacla, 0.5 g 0gutilmus kavaya 60 bar basing ve 100,
125, 150, 175, 200°C sicakliklar uygulanarak, 1 ml/dak. akis hizinda 10-120 dak.
kritik alt1 su ekstraksiyonu uygulanirken, ayni zamanda 0.5 gram 0gutilmus kava
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150 ml su ile 6 saat Soxhlet aparatinda tutularak, 100 ml suda 2 saat kaynatilarak
ve ultrasonik banyoda 15 ml aseton iginde 18 saat bekletilerek de ekstraksiyon
islemleri yapilmigtir. Calisma sonunda, 175°C sicakhikta 20 dak. kritik alti su
ekstraksiyonu isleminin kava kokinden laktonlarin elde edilmesi icin yeterli
oldugu gorilmuis olup, veriminin Soxhlet aparatindaki ekstraksiyon ve suda
kaynatma islemlerinden daha yilksek oldugu, ultrasonik banyoda asetonla
ekstraksiyonundan ise daha dusuk oldugu goralmustar.

Biberiye yapraklarindan secilmis antioksidan bilesiklerin elde edilmesi
amaciyla 1 g o6gutulmis biberiye 6rnegi 60 bar basingta, 100, 150 ve 200°C
sicakliklarda, 1 ml/dak. akis hizinda 15 dak. stre ile kritik alt1 su ekstraksiyonu
islemlerine tabii tutulmustur. Cahsmada kritik alt: su ekstraksiyonu isleminin,
biberiyede aktif olarak bulunan karnosol, rosmanol, karnosik asit, metil karnosat
bilesiklerine ve kirsimaritin ve genkwanin gibi bazi flavonoidlere karsi segiciligin
yuksek oldugu ve ekstraksiyon islemleri sonucunda elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivitelerinin de c¢ok yiksek oldugu saptanmistir (Ibanez et al.,
2003).

Ozel et al. (2003) kara kekik (Thymbra spicata L.) yapraklarindan esansiyel
yaglar1 kritik alt1 su kullanarak ekstrakte etmislerdir. Bu amacla 20, 60, ve 90 bar
basing degerlerinde, 100, 125, 150 ve 175°C sicakliklarda, 1, 2, ve 3 ml/dak. akis
hizlarinda denemeler gerceklestirmislerdir. Elde edilen veriler dogrultusunda en
yuksek ekstraksiyon verimi, 60 barda, 150°C’de, 2 ml/dak. akis hizinda 30 dak.
ekstraksiyon siresinde elde edilmistir. Kritik alti su ekstraksiyonunun
konvensiyonel esansiyel yag uretim tekniklerinden daha hizli ve disik maliyetli
ve cevre dostu bir teknik oldugu belirtilmistir.

Kurutulmus noni (Morinda citrifolia) bitkisinin kdklerinden antirokinon
bilesiginin ekstraksiyonu amaciyla kritik alt1 su ekstraksiyonu islemi kullanilmas;
ekstraksiyon verimine ve hizina kullanilan suyun sicakligmin (110, 170, 220°C)
ve akis hizinin (2, 4, and 6 ml/dak.) etkisi arastirilmistir. 1 g 6gitilmis noni koki
7 MPa basingta 0-175 dak. sureler arasinda farkl ekstraksiyon kosullarinda krtitik
alt1 su ile muamele edilmistir. Calisma sonucunda en yuksek ekstraksiyon
veriminin 220°C’de 4 ml/dak. akis hizinda yaklasik 43,6 mg/g oldugu belirtilmis
olup alizarin bilesiginin ¢ozundrliginin sicaklikla arttigi bulunmustur (Shotipruk
et al., 2004).
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Cacae and Mazza (2006) keten tohumundan proteinlerin, lignan, ferrulik asit
glukozit ve p-kumarik asit glukozit bilesiklerinin ekstraksiyonu islemini
gerceklestirmek amaciyla; 2 g tane keten tohumu 6rneklerine 5.2 MPa basincta,
100, 120, 140 ve 160°C sicakliklarda, 0.3, 0,5, 1, 2, 4 ml/dak. akis hizlarinda
kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminin uygulanabilirligi Uzerine calismiglardir.
Arastirmada ekstraksiyon sicakligi ve sistem icindeki suyun akis hizi
parametreleri optimize edilmis ve s6z konusu biyoaktif bilesikler 5.2 Mpa, 160°C
ve 0.5 ml/dak. akis hiziyla yaklasik 140 dakika ekstraksiyon siresinde elde edilen
ekstraktlarda en yuksek miktarda oldugu ve keten tohumun yapisindaki SDG
lignan bilesiginin bu ekstraksiyon yontemiyle %85 oraninda ekstrakte edilebildigi
saptanmistir.

Diger bir caligmada da yagi alinmig keten tohumu kispesinden lignan
bilesiklerinin, proteinlerin ve karbonhidratlarin ekstraksiyonu amaciyla kritik alt1
su ekstraksiyonu kullaniimistir. Arastirmada 2 g yagir alinmis keten tohumu
kispesi ornekleri ile ¢aligma kosullar1 olarak 5.2 MPa basing, 130, 160, 190°C
sicakliklar, 4, 6,5 ve 9 pH, 100, 150 ve 210 ml/g ¢b6zgen/materyal oranlari
secilmistir; optimum ekstraksiyon kosullar1 SDG lignan igin 170°C sicaklik,
cozgen/materyal orani 100 ml/g ve pH 9’a ayarli su olarak belirlenmistir.
Arastirmada kritik alti1 su ekstraksiyonu yag: alinmig keten tohumu kiispesinden
lignan bilesiklerinin, proteinlerin ve karbonhidratlarin ekstraksiyonu igin ticari
olarak gelecege donuk teknoloji olma potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir
(Ho et al., 2007).

Eikani et al (2007) kisnis (Coriandrum sativum L.) tohumlarindan esansiyel
yaglarin ekstraksiyonu amaciyla kritik alt: su ekstraksiyonu, Soxhlet aparatinda
kaynama noktasindaki suyla ekstraksiyon ve su destilasyonu islemlerini
karsilastirmiglardir. Arastirmada 0.25; 0.50 ve 1 mm parg¢a boyutunda 6gutilmus
4 g kignis tohumlarmna 50 bar basingta, 100, 125, 150 ve 175°C sicakliklarda, 1, 2
ve 4 ml/dak. akis hizlarinda kritik alt1 su ekstraksiyonu uygulanirken; 4 g tohum
ornegi 200 ml hegzanla Soxhlet aparatinda 12 saat ekstrakte edilmis ve 40 g
tohum ornegine de 300 ml su ile 3 saat destilasyon uygulanmigtir. Calisma
sonucunda optimum kritik alt1 su ekstraksiyonu kosullar1 125°C, 0.5 mm parca
boyutu ve 2 ml/dak. akis hiz1 olarak saptanmis olup s6z konusu islemin verimi
Soxhlet ve destilasyon yontemlerine kiyasla daha distik bulunmus ancak kritik
alt1 su ekstraksiyonu islemi ile daha degerli esansiyel yaglarin elde edildigi
bildirilmistir.
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Yag: alinmis piring kepeginden protein, karbonhidrat ve fenolik bilesikler
gibi sagliga yararli bilesiklerin ekstrakte edilmesi amaciyla kritik alti su
kullaniminin arastirildig: bir calhismada, yag: alinmig 1.5 g piring kepegi 50, 100,
150, 200, 250 ve 250°C sicakliklarda sirasiyla 5, 11, 18, 28, ve 39 dak. sirelerde
kritik alt1 su ile ekstrakte edilmistir. Calismanin sonucunda, 200°C’de en yuksek
miktarda ve verimde protein ve karbonhidrat elde edildigi belirtilmektedir.
Arastirmada ekstraksiyon isleminde sicakhgin ylkselmesiyle elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarmin ve antioksidan aktivitelerinin
arttigi, 150-200°C arasinda protein ve karbonhidrat igeriginin yanisira
ekstraktlarin furfural iceriklerinin de hizh arttigi gortlmustir (Wiboonsirikul et
al., 2007).

Yang et al. (2007) kekik ve feslegen yapraklarindan a-pinen, limonen,
kafur, sitronellol, ve karvakrol terpenlerinin ekstraksiyonunu Kkritik alt1
(subcritical) su kullanarak 15 atm. basingta, 0,5 ml/dak. akis hizinda 0.2 g 6rnek
materyali kullanarak 4 farkli sicaklik (100, 150, 200, 250°C) ve 2 farkl stre (30,
300 dak.) uygulayarak bu bilesiklerin stabilitesini arastirmiglardir. Arastirmada
her iki ekstraksiyon siresinde de sicakhigin artirilmasiyla terpenlerin 6énemli
derecede indirgendigi ve butlin sicakliklarda ekstraksiyon siresinin uzamasiyla da
terpenlerin  stabilitesinin  dustugu gorilmus olup terpenlerin  en ylksek
ekstraksiyon veriminin 100°C’de, 15 dakika slrede elde edildigi ve %70-80
arasinda oldugu belirtilmistir. Arastirmada feslegen ve kekik ekstraktlarindaki her
bir terpenin konsantrasyonu 100°C ve 150°C sicakliklarda ¢ok fazla
degismemekle birlikte 100°C’deki kekik ekstraktlarinin karvakrol igerigi 2879 ng
karvakrol/g kekik degerinden 150°C’de 4270ug karvakrol/g kekik degerine
yukseldigi saptanmustur.

Yag1 ahinmis piring kepegi ile yapilan diger bir calismada ise antioksidan
ve emiulsifiye Ozellige sahip yararli maddelerin kritik alti1 su ekstraksiyonu
kosullar1 ile ekstraktlardaki bazi bilesikler ve onlarin 6zellikleri arastirilmistir. Bu
amacla yagi alinmig 1,. g piring kepegi 5-40 dak. surelerle 180, 200, 220, 240
260°C sicakhklarda kritik alti su ile muamele edilmistir. Arastirmada veriler
dogrultusunda 260-280°C sicakliklarda, ylksek radikal stpurict ve antioksidan
aktiviteye sahip bilesikleri iceren ekstraktlarin 5 dak. gibi kisa stirede elde edildigi
saptanmis olup yiksek emdlsifiye o6zelllige sahip ekstraktlarin ahinabildigi
optimum sicaklik ise 200°C olarak bildirilmistir (Hata et al., 2007).
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Rangsriwong et al. (2009) helile (Terminalia chebula Retz) meyvelerinden
gallik asit, elajik asit, ve korilagin gibi polifenolik bilesiklerin kritik alt: su
ekstraksiyonu Uzerinde ¢alismiglardir. Bu amagla 4 MPa basing ve 10 dak. sure
sabit tutularak 120, 150, 180, 220°C sicakligin ve 180°C’de 2, 3, 4 ml/dak. su akis
hizinin  ekstrakte edilen bilegiklerin miktarini nasil etkiledigini incelenmiglerdir.
Arastirmada kritik alti su ekstraksiyonu isleminde sicakhigin artmasiyla
ekstraktlardaki gallik asit ve elajik asit’in miktar1 artarken korilagin en yuksek
120°C’de elde edilmis olup suyun akis hizinin da ekstraksiyon isleminde etkili
oldugu ve toplam fenolikler igcin 4 ml/dak. akis hizinin uygun oldugu saptanmustir.
Arastirmada ayrica Kritik alti su ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktiviteleri sicak su, sicak etanol ve suda
kaynatma islemi sonucu elde edilen ekstraktlarla karsilastirilmistir. Arastirma
sonucunda diger ekstraksiyon metodlariyla kiyaslandiginda kritik alti su
ekstraksiyonu islemi ile gallik asit, elajik asit gibi ylksek antioksidan aktivite
Ozelligine sahip 6nemli miktarda fenolik bilesikler iceren ekstraktlarin elde
edildigi ve s6z konusu islemin helile meyvelerinden fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu amaciyla kullanimmin zamandan tasarruf sagladigi, etkin ve gevre
dostu bir teknik oldugu bildirilmistir.

Gidalarin yapisindaki biyoaktif bilesiklerin basingh ¢ozgen ekstraksiyonu
cihazlari (ASE 100, ASE 200 ve ASE 300) kullanilarak cesitli ¢ozgenlerle
ekstraksiyonu Uzerine pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Bu cihazlarda kritik alti su
ekstraksiyonu uygulamalarinin  da yapildigi cesitli arastirmalar asagida
gorilmektedir.

Herrero et al. (2005) Spirulina platensis mikroalginden antioksidanlarin
ASE 200 cihazinda ekstraksiyonunu optimize etmek amaciyla 4 farkli ¢ozgen
(hegzan, petrol eteri, etanol, su), 3 farkl: sicaklik (60, 115, 170°C) ve 3 farkl: stire
(3, 9, 15 dak.) parametreleri ile calismiglardir. Arastirmada elde edilen
ekstraktlarda antioksidan aktivite ve ekstraksiyon verimine sicakligin etkisinin
onemli oldugu belirtilmis; her ¢6zgen ve sire parametresi icin en yuksek
ekstraksiyon verimi 170°C’de elde edilmistir; etanol ekstraktlarindaki verim
%19.7 ile en yuksek oran olup ikinci siwrada %210.12 ile su ekstraktlar
bulunmaktadir. Arastirmada ayrica antioksidan aktivite agisindan her sicaklik ve
sire parametresi icin en yuksek antioksidan aktivite su ekstraktlarinda
saptanmustir
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Ju and Howard (2005) kurutulmus kirmizi Gzim  kabugundan
antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ile
ekstraksiyonu (zerine ¢ahsmugslardir. Arastirmacilar 1 MPa basing, 40 saniye
ekstraksiyon suresi, 100-160°C sicakliklarda (10°C artarak) denemeler yapmislar
ve kritik alt1 su ekstraksiyonu ile kiyaslamak amaciyla ayni miktar Grnekten
antosiyaninleri ve diger fenolikleri ultrasonik banyoda su ve %60 metanol
cozeltisi ile 50°C’de 1 saat sire ile ekstrakte etmislerdir. Arastirmada (¢ farkl
ekstraksiyondan elde edilen ekstraktlarda antosiyaninler ve diger fenolik asitlerin
miktar: ile antioksidan kapasiteleri arastirilmistir. Veriler degerlendirildiginde
ASE 200 cihazinda 110°C’nin Uzerine ¢ikildiginda ekstraktlardaki antosiyanin
bilesiklerinin ve toplam antosiyanin miktarlarinin distigt ancak sicakligin
artmasi ile ekstraktlarin antioksidan kapasite degerlerinde lineer bir artig oldugu
gozlenmis olup kritik alti su ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlarin
antosiyanin icerikleri ve antioksidan kapasite degerleri her iki konvansiyonel
ekstraksiyon tekniginden daha yiksek bulunmustur. Arastirmada sonucunda
kurutulmus kirmizi Gzim kabugundan ve muhtemelen islenmis Gzimdan diger yan
urunlerinden antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin 100-110°C arasinda
kritik alt1 su ile ekstrakte edilmesi isleminin organik ¢6zgen kullanimina karsi iyi
bir alternatif yontem olacag: bildirilmistir.

Rodriguez-Meizoso et al. (2006) kekik (Origanum vulgare L.)
yapraklarindan antioksidan bilesiklerin izole ve konsantre edilmesi amaciyla kritik
alt: su ekstraksiyonu isleminde sicakhkligin etkisini arastirmiglardir. ASE 200
cihazinda 1500 psi basingta, 25, 50, 100, 150 ve 200°C sicakliklarda 15 ve 30 dak.
surelerde  kritik alti su ekstraksiyonu islemi uygulanmistir.  Veriler
degerlendirildiginde en yuksek ekstraksiyon verimi (%54) ve en yuksek
antioksidan aktivite 200°C’de 15 dak. ekstraksiyon suresinde elde edilen
ekstraktlarda saptanmistir. Buna karsin arastirmada farkli kosullarda elde edien
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar: birbirine yakin olup fenolik
bilesiklerin c¢esidinde ve yapisinda farkliliklar saptanmistir ve bu farklililarin
ekstraktlardaki  antioksidan aktivitelerdeki  farkhiligiin  nedeni  oldugu
vurgulanmastir.

Monrad et al. (2010) Kurutulmus Uzim posasindan ASE 200 cihazi ile
prosiyanidinlerin ekstraksiyonuna c¢odzgen ve sicakhgin etkisini incelemek
amaciyla 6.8 MPa basingta 6 ¢6zgen (%0, 10, 30, 50, 70, ve 90 etanol/su (v/v)) ve
6 sicaklik parametresi (40, 60, 80, 100, 120, 140°C) ile calismiglardir.
Arastirmada aym zamanda oOgutulmis Gzim posasindaki  prosiyanidinler
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aseton/su/asetik asit (70:29.5:0.5, v/v/v) cozeltisi ile konvansiyonel olarak da
ekstrakte edilmistir. Arastirmada ASE cihazinda sicaklik parametrelerinin her
birinde %50 etanol/su (v/v) c¢Ozeltisi ile elde edilen ekstraktlarin prosiyanidin
icerikleri diger etanol/su cozeltilerinden daha yuksek oldugu ve konvansiyonel
cozgenle ekstrakte edilen prosiyanidinlerin %2115’ini icerdigi belirtilmis olup %50
etanol/su (v/v) ¢Ozeltisi ile konvansiyonel ekstraksiyona gore %205 epikatesin,
%221 katesin ve %113 dimerler daha fazla ekstrakte edilmistir. Arastirmada
sonu¢ olarak ASE cihazinda 80-140°C arasinda %50 etanol/su (v/v) ¢Ozeltisi ile
prosiyanidinlerin  ekstraksiyonunun yapilabilecegi saptanmis; sarap ve meyve
suyu endistrisinde atik olarak ortaya ¢ikan zum posasindan prosiyanidinlerin
ekstraksiyonunun etkin ve c¢evre dostu olan c¢ozgenlerle gerceklestirilebilecegi
belirtilmistir.

Cam ve Hisil (2009) nar kabugu ve cekirdeginde bulunan ve antioksidan
Ozellikler gosteren fenolik bilesiklerin  ASE 300 cihazinda kritik alti su
ekstraksiyonu tizerine ¢alismislardir. Arastirmacilar sicaklik, partikil boyutu, taze
¢cozgen miktari, 0rnek miktari, ekstraksiyon suresi gibi islem parametrelerini
incelemis, ekstraksiyon sicakligi ve siresini etkin faktorler olarak saptamis ve
optimum ekstraksiyon kosullarin1 40°C sicaklik, 5 dak. ekstraksiyon siresi, 1500
psi basing, %5 taze ¢ozgen miktar: ve 10 g 6rnek miktar: olarak belirtmiglerdir.
Arastirmada nar kabugunda punicalagin, gallik asit, ellagik asit, punicalagin
tirevleri ve ellagik asit turevleri, nar ¢ekirdeginde ise protokatesuik asit ve gallik
asit bilesiklerinin bulundugu saptanmistir. Arastirmacilar optimum kosullarda su ile
ahinan ekstraktlarin fenolik bilesik miktar1 ile konvansiyonel metanol ekstraktlar:
ile alinan ekstraktlar arasinda istatistiksel anlamda fark olmadigini belirtmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Keten tohumu

TUBITAK tarafindan desteklenen ve Ege Universitesi, Miihendislik
Fakultesi, Gida Muhendisligi Bolimi’nde yiritulen arastirmada, Ege Tarimsal
Arastirma Enstitist blnyesindeki Ulusal Gen Bankas: keten koleksiyonlarindan
2008 yili hasad1 6 yerel cesit yaglik keten (Linum usitatissimum L.) tohumu (TR
77705, TR 32204, TR 42077, TR 37060, TR 77418, TR 77416) ve 1 adet tescilli
cesit Sar1 85 (TR 73572) olmak Uzere toplam 7 6rnek temin edilmistir. Elde
edilen tohumlar ayiklandiktan sonra cam kavanoz igerisinde buzdolabinda
+4°C’de depolanmistur.

2.1.2. Keten tohumu filizi

Keten tohumu filiz eldesi 6n denemeleri:

Ege Tarimsal Arastirma Enstitist Bitki Genetik Kaynaklari Boliminde
keten tohumlarinin filizlendirilmesi 6n ¢alismasinda sirasiyla yapilanlar;

I. Keten tohumlar1 ¢imlendirme kabinlerinde filizlendirilmis ve ¢imlenme
yuzdeleri saptanmustir.

Il. Keten tohumlar1 filizlendirilerek 5., 7., 9., 11., ve 13. gunlerde bir tane
filizin agirhg: saptanmustir (analizlerde belli miktarda filizle calisilmas:
gerektiginden). Bu o6n c¢alismada filizlendirme islemi petri kaplarinda
yapilmstir.

I11. Projenin 3. kisminda amacimiz filizlenme siresinin filizlerdeki biyoaktif
bilesikler Uzerine etkisini incelemektir. Bu amagla 5 ayri1 siire secilmis ve
baslangi¢ olarak hangi ginin secgilmesi ¢alismasinda ise; 3 gunlik ve 5
gunlik filizlerin durumlar1 incelenerek Kkarsilastirilmis ve 5 glnlik
filizlerin kotiledon yapraklarinin tam olarak kabuklarindan ayrilmis
oldugu goralmustir. Bu nedenle keten tohumu filizlerinin elde edilmesi
icin baslangic olarak 5 ginlik filizler secilmistir. Bu O0n denemeler

esnasinda ilgili fotograflar Sekil 3a ve Sekil 3b’de gosterilmektedir.



35

Sekil 3a. 3 gunlik filizler Sekil 3b. 5 gunlik filizler

Keten tohumu filizlerinin Gretim asamas:

Keten tohumlar: icerisinden secilen TR 73572 ve TR 77705 gesitleri (Sekil
4a ve 4b) (ISTA, Uluslararast Tohum Test Birligi 1985) tarafindan belirlenen
keten tohumu ¢imlendirme yontemi kullanilarak ¢imlendirme kutular: igerisinde

ve cimlendirme kagitlart arasinda ¢imlendirme islemine  tabi tutulmustur
(ISTA,1985). Bu yonteme gore keten tohumlar1 1lik suda kabartilmak tizere 1 giin
(24 saat) inkubatorde bekletilmistir. Daha sonra bu tohumlar karanlik ortamda,
%78+2 nem ve 20°C+1 sicakliga ayarlanmis ¢imlendirme dolaplarinda 13 gin
stre ile filizlendirilmistir (ISTA,1985). Bu yoOntemin asamalar1 asagida
aciklanmaktadir.

I. Filiz miktarlarina gore belirli miktarda keten tohumlar1 (Sekil 4a ve 4b),
onceden akordion haline getirilmis kurutma kagitlari, etiivde 105°C’de bekletilip
alkolden gegirilen pensler (Sekil 5) ve ¢cimlendirme kutular1 hazir edilmistir.

Sekil 4a. TR 73572 keten cesidi Sekil 4b. TR 77705 keten cesidi Sekil 5. Pensler ve kurutma
kagitlari
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Il. Tohumlara patojenlerin bulagmasmi 6nlemek amaci ile steril sartlarda
calisilmistir. Ekim yapan proje personeli, ellerini alkolden gegirdikten sonra,
keten tohumlarini teker teker pensler yardimiyla kurutma kagitlari tzerine her
siraya 4 tohum olacak sekilde belirli araliklarla ekmislerdir (Sekil 6).

_///////ms@

Sekil 6. Keten tohumlarmin ekim asamasi

I11. Her kurutma kagidi tzerine yapilan ekim tamamlandigi zaman, dikkatli
bir sekilde kurutma kagidi ortasindan tutularak iki el yardimiyla birlestirilmis ve
bol saf suyla islatildiktan sonra ¢imlendirme kutular1 igerisine yerlestirilmistir.
Sandvic kap doluncaya kadar bu islem tekrar edilmistir (Sekil 7).

Sekil 7. Keten tohumlarini 6n 1slatma ve sandvi¢ kaplara yerlestirme asamasi
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IV.Ekim islemi tamamlandiktan sonra ¢imlendirme kutulari ¢cimlendirme
kabinlerine (Sekil 8) yerlestirilmistir.

Sekil 8. Cimlendirme kabini Sekil 9. Filizlerin elle toplanmasi

v Keten tohumunun cimlenmesi asamasinda, kotiledon yapraklar ilk 4.
ginden itibaren ¢ikmaya baslamaktadir. Bu nedenle filizler, 5., 7., 9., 11. ve 13.
gunlerde analizlere alinmistir.

v" Keten tohumu filizleri, belirlenen giinlerin sonunda tek tek el yardimiyla
toplanms (Sekil 9), nemli kurutma kagitlar1 arasinda kiguk ¢imlendirme kutular

icerisinde (Sekil 10) Ege Universitesi Gida Miihendisligi Bélumune getirilmistir.

v’ Burada filizler her bir analiz icin farkli kahverengi siselerde -40°C’de
depolanmustir.

5 gunluk filizler 7 gunluk filizler
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9 gunluk filizler 11 gunluk filizler

13 gunlik filizler 5. glinden (A) 13. gune (E) filiz boylar: (~)

Sekil 10. Keten tohumu filizlerinin gértinimleri

2.1.3. Kiritik alt1 su ekstraksiyonu ¢ahsmasinda deneme materyali

ASE 200 cihazi ile yapilan denemelerde en yiiksek SDG lignan igeren TR
77705 keten tohumu cesidi ana materyal olarak secilmistir. SDG lignan
ekstraksiyonu TR 77705 cesidi keten tohumu (Sekil 11a), soguk sikma
yontemiyle elde edilen parcalanmis kispesi (Sekil 11c) ve oOgitulmis keten
tohumu kuispesi (Sekil 11d) kullanilarak gergeklestirilmistir.  Soguk sikma
yontemi, Izmir’de bulunan Biikey A.S.’deki yag sikma makinesinde 6 ing’lik
kahp kullanilarak gergeklestirilmis ve cubuk seklinde kispeler elde edilmistir
(Sekil 11b). Bu kuspeler esit blytklukte (6 mm c¢ap 7-10 mm uzunlukta)
silindirler seklinde kirilarak parca keten tohumu kuspesi (Sekil 11c) ve dgutulip
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0.8-1.4 mm g0zenek capindaki eleklerden elenerek Ogutilmus keten tohumu
kispesi (Sekil 11d) elde edilmistir.

Sekil 11. Kritik alti su ekstraksiyonu calismasinda materyal olarak kullanilan keten tohumu ve
keten tohumu kispesi fotograflari. a: tane keten tohumu, b: keten tohumu kiispesi, c:
parca kiispe, d: 6gutllmis kispe

2.1.4. Kimyasallar

Calismada kullanilan cesitli ¢oziiciiler, reaktifler ve standartlar; sodyum
karbonat, n-hegzan (Merck); potasyum hidroksit (Supelco); sodyum hidroksit,
sodyum sulfat, silfirik asit (J. T. Baker), Folin&Ciocalteau fenol reaktifi, metanol,
BF3-methanol, luteolin (Sigma); n-hegzan, dietil eter, hidroklorik asit (Merck);
ferrulik asit, 2-aminoetil difenilborat (Fluka); SDG standard: (Bosco, Hong Kong)
bilesikleridir. Butun kimyasallar analitik ve HPLC safliktadir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Nem analizi

2’ser g keten tohumu ornekleri petri kaplar: i¢inde ettivde 103+1°C’de
%0.01 sabit tartima kadar 3 saat bekletilirken; filizlerden 4’er g tartilmis ve petri
kaplar1 vakumlu etliivde 55°C+1°C’de 13 saat bekletilmistir (AOAC, 1998). Petri
kaplarmin desikatorde sogutulmas: ve tartimas: islemlerinden sonra keten
tohumlarinin ve filizlerinin %nem miktarlar1 hesaplanmustir.

2.2.2. Toplam yag analizi

Keten tohumlarmin ve filizlerinin toplam yag igerigi Soxhlet yontemi ile
saptanmistir (AOAC, 1998). Ogitiilmiis keten tohumlar1 ve filizleri Soxhlet
aparatinda 6 saat boyunca hegzanla muamele edilmis, elde edilen ekstrakt igindeki
hegzan donerli buharlastiricida uzaklastirildiktan sonra %0.01 sabit tartima kadar
etlivde bekletme islemi (ketende 6 saat; filizde 3 saat) yapilarak Orneklerdeki
toplam yag miktar: belirlenmistir. Filizlerin toplam yag iceriginin belirlenmesi
isleminde, filizler vakumlu etlivde 55+1°C’de kurutulduktan sonra 50 mlI’lik mini
Soxhelet aparatinda analize alinmastir.

2.2.3. Yag asidi kompozisyonu analizi

On denemeler:

Keten tohumunun yapisindaki yagin ekstraksiyonu asamasinda, bir adet
sicak (Soxhlet aparatinda 3 saat) ve iki adet soguk ekstraksiyon (Wanasandura
1999a ve Johnsson et al, 2002) yontemi denenmistir. Sicak ekstraksiyon
kullanildigi zaman keten tohumu yagmin 6zellikle o-linolenik asit igeriginde
disme oldugu gozlenmis (EK 1) ve kisa zamanda iyi sonug¢ veren soguk
ekstraksiyon yonteminin (Johnsson et al, 2002) secilmesine karar verilmistir.

Metillendirme asamasinda ise iki farkli metillendirme yontemi
(Wanasandura et al., 1999a; AOAC, 1998) denenmistir. Uzun olan yontemde
keten tohumu yagi metanolik sodyum hidroksitle sicak su banyosunda
kaynatildiktan sonra dietil eter ile muamele edilmis, eterli faz hidroklorik asit ile
asitlendirilerek sulu faz BF*-metanol ile 20 dak. kaynatilms ve dietil eterli fazdan
GC (gaz kromatografisi)’ne enjeksiyon yapilmistir (Wanasandura et al., 1999a).
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S6z konusu yontemden elde edilen kromatogram sonuglart AOAC (1998) yontemi
ile kiyaslandiginda yaglarin a-linolenik asit igeriginde disme goézlenmistir ve
AOAC (1998)’de verilen metillendirme yonteminin kullanilmasina karar
verilmistir.

Keten tohumunun yag asidi kompozisyonu fused silika kapiler kolon (DB-
23.30 m x 0.25 mm id., 250 pm film kalinligi, J. W. Scientific) kullanilarak gaz
kromotografisinde (HP 5890) 4 degisik firin sicaklik programi kullanilarak teshis
edilmistir (Wanasandura et al., 1999a; Choo et al., 2007; Bozan and Temelli 2008;
Lucas et al., 2004). Elde edilen veriler dogrultusunda piklerin dizgunligl ve
doymamis yag asidi yuzdeleri (EK 2) g6z 6niinde bulundurularak en uygun GC
yontemi secilmistir (Lucas et al., 2004).

Esas denemeler:

Keten tohumlar: kahve degirmeninde 0.1-0.2 mm c¢apinda 6gutulmis ve
miktarmin 10 kati n-hegzanla manyetik karistiricida 1 saat muamele edildikten
sonra kaba filtre kagidindan siiziilmus, geriye kalan kalintiya ayni islem tekrar
uygulanmis ve elde edilen sulu fazdaki n-hegzan vakumlu rotary evaporatérde
ucurulmustur (Johnsson et al, 2002). Filizlerin yagin1 soguk ekstraksiyon yontemi
ile elde etmek igin 10 gram filiz alinmis ve kahve degirmeninde filizler
parcalandiktan sonra keten tohumunda kullanilan soguk ekstraksiyon yontemi
uygulanmistir ve bu isleme ilave olarak elde edilen sivi faz susuz sodyum sulfat
yatagindan stzildikten sonra n-hegzan ucurulmustur (Wanasandura et al.,
1999a). Metillendirme islemi sirasinda, ekstrakte edilen yagdan 0.1 gram alinip
uzerine 2 ml n-hegzan ilave edilmis ve yagin ¢cozinmesi saglandiktan sonra 4 ml 2
N metanollii potasyum hidroksit eklenmis ve elle iyi bir calkalama yapildiktan
sonra bir dakika ylksek devirde vorteks karistiricida karistirma yapilmis ve faz
ayrimi g0zleninceye kadar beklendikten sonra Ust fazdan 2 ul GC’ye enjeksiyon
yapimistir (AOAC, 1998). Yaglarin yag asidi kompozisyonunu saptamak
amaciyla kullanilan GC parametreleri Cizelge 6’da gosterilmektedir (Lucas et al.,
2004).
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Cizelge 6. Gaz Kromotografisi cihazi kosullart

Gaz akis hizi 1 mi/dak.

Split oram 100:1

Enjeksiyon sicakligi 250°C

Dedektor sicaklig: 250°C

Firin 30°C-150°C | 20°C/dak.
sicaklik 150°C-235°C | 6°C/dak.
programi 235°C 20 dak.

2.2.4. Toplam fenolik madde analizi

Keten tohumu 0.1-0.2 mm ¢apinda 6gutiliip soguk ekstraksiyon yontemiyle
yag1 alindiktan sonra yagsiz keten tohumu unu ve keten tohumu yag: elde
edilmistir. Yagsiz keten tohumu ununda, keten tohumu yaginda ve keten tohumu
filizinde fenolik madde miktarlar1 serbest ve esterlesmis olarak analiz edilmistir
(Bozan and Temelli 2008). Ekstraksiyon asamasinda iki yontemden yararlaniimis
olup her iki yontemde de bazi modifikasyonlar yapilmastir.

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu asamasinda materyal olarak 1 g yagsiz
keten tohumu unu, 1 g keten tohumu yagi ve 2 g keten tohumu filizi
kullanilmigtir. Serbest fenoliklerin ekstraksiyonunda analize alinacak materyal 45
ml %80 metanol cozeltisi ile calkalamali su banyosunda 40°C’de 90 dak.
muamele edilmis; esterlesmis fenoliklerin ekstraksiyonunda ise materyal 30 ml
1.2 M hidroklorik asit icerigine sahip %80 metanol ¢ozeltisi ile su banyosunda
85°C’de 60 dak. muamele edilmistir (Bozan and Temelli 2008). Ekstraksiyon
sonrasinda kaba fitre kagidindan suizilerek elde edilen berrak ekstrakt 50 ml’ye
saf suyla tamamlanmistir (Cam et al., 2009). Bu ¢6zeltiden 1 ml alinmis, tzerine
0.5 ml Folin Cioculteau’s fenol reaktifi eklenip karistirma yapilmis ve 3 dak.
sonra sodyum karbonat (Na;COs3) ¢Ozeltisi eklenmistir. Burada eklenen sodyum
karbonat ¢ozeltisi konsantrasyonu ve hacmi analizi yapilacak materyale gore ve
elde edilen fenoliklerin serbest veya esterlesmis olmasina gore degisiklik
gostermektedir;
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¢ Unda serbest fenolik madde } % 7’lik 15 ml NapCOs cozeltisi
e Filizde serbest fenolik madde

e Yagda serbest fenolik madde — % 7’lik 5 ml Na,COs ¢ozeltisi

e Unda esterlesmis fenolik madde } % 20°lik 15 ml Na;COs cozeltisi

e Filizde esterlesmis fenolik madde

e Yagda esterlesmis fenolik madde — % 7’°lik 5 ml Na,COg3 ¢Ozeltisi

Eklenen sodyum karbonat miktarmin ardindan karisim balon jojede 25
ml’ye saf suyla tamamlanmis ve 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
cozeltinin absorbans degeri UV visible spektrofotometre’de ferrulik asit standardi
kullanilarak 725 nm’de okunmustur (Choo et al., 2007; Bozan and Temelli 2008;
Cam et al., 2009). Serbest ve esterlesmis fenolik madde miktarlar: belirlendikten
sonra bu iki degerin toplanmasi yolu ile de materyaldeki toplam fenolik madde
miktarlar1 hesaplanmistir (Bozan and Temelli 2008). Standart ¢ozeltiler her bir
materyalde serbest ve esterlesmis fenolik maddeler i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmas, ayri
ayr1 kalibrasyon grafikleri cizilerek  miktar tayini yapilmistir. Kalibrasyon
grafikleri icin 0-500 pg/ml konsantrasyon araliginda 5 adet ferrulik asit standart
cOzeltisi saf su ile tamamlama yapilarak hazirlanmistir. Ferrulik asit stok ¢ozeltisi
ise %80 metanol ¢ozeltisinde hazirlanmistir.

2.2.5. Toplam flavonoid analizi

Yagsiz keten tohumu unu, Kketen tohumu yagi ve keten tohumu filizinde
toplam flavonoid analizi i¢in serbest ve esterlesmis fenoliklerin ekstraksiyonu
asamasi 3.2.4. boluminde anlatildig: sekilde yapilmistir. Elde edilen ekstraktan 1
ml almip, 100 ul %1’lik 2 amino etil difenil-borat ¢ozeltisi eklenmistir. lyice
karistirma isleminin ardindan c¢ozelti balon jojede 10 ml’ye %80 metanolli suyla
tamamlanmis ve bekleme yapilmadan ¢ozeltinin absorbans degerleri UV visible
spektrofotometre’de luteolin standard: kullanilarak 404 nm’de okunmustur (Choo
et al., 2007). Standart cozeltiler her bir materyalde serbest ve esterlesmis
flavonoidler icin ayr1 ayri hazirlanms, ayr1 ayri kalibrasyon grafikleri cizilerek
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miktar tayini yapilmistir. Kalibrasyon grafikleri i¢in 0-50 pg/ml konsantrasyon
arahginda 5 adet luteolin standart coOzeltisi %80 metanol ¢Ozeltisinde
hazirlanmistir. Luteolin stok ¢ozeltisi %80 metanol ¢ozeltisinde hazirlanmastir.

2.2.6. SDG lignan analizi

SDG lignan bilesiginin ekstraksiyonu asamasinda materyal olarak 0.5 g yagi
alinmig keten tohumu unu, 4 g keten tohumu filizi ve 4 ml kritik alt1 su ekstrakti
kullanilmistir. Analize alinacak keten ve filiz materyalleri 4 ml metanol, 1ml saf
su ve 5 ml 2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile; kritik alt: su ekstrakt: ise 1 ml
metanol ve 5 ml 2 N sodyum hidroksit ¢0zeltisi ile 1 saat orbital karistiricida orta
hizda muamele edilerek hidroliz islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra5 ml 1 N
sulfirik asit eklenerek ortam notr hale getirilmis ve karisim santriftj tlpune
ahinarak 25°C’de 10.000 rpm hizda 10 dak. santrifiij edilmistir. Ust faz balon
jojeye alinarak %80 metanol ¢ozeltisi ile 25 ml’ye tamamlanmis ve bu ¢Ozeltiden
2 ayr1 epandolf tipine 0,4 ml ekstrakt alinmistir. Ekstraktlarin Gzerine 0.6 ml
metanol eklenerek tiipler 30 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
ortamdaki tuzlar: ¢oktirmek igin tipler 25°C’de 10.000 rpm hizda 1 dak. santrifj
edilmistir. 2 ayr1 tipte bulunan tst fazlar 0,45 pm g6zenekli filtreden gecirildikten
sonra 2 ml viale alinmistir (Eliasson et al., 2003; Ho et al., 2007). Yagsiz keten
tohumu ununda SDG lignan bilesiginin yuksek olmasi nedeniyle ve bu durumun
cihazda herhangi bir kirlilige neden olmasmi onlemek igin ekstraktlar 50 kat
seyreltilmis daha sonra enjeksiyon yapilmistur.

Enjeksiyon hemen yapilamayacaksa 6rnekler -40°C’de depolanmalidir.
Depolama suresinin 2-3 ginu gecmemesi sonuglarin givenilirligi agisindan
onemlidir. Yapilan bu ¢alismada ekstraktlardaki SDG lignan bilesiginin -40°C’de
3 ay depolama sonucunda %50 oraninda kayba ugradig: gézlenmistir.

On denemelerde Argefar biinyesindeki HPLC-DAD (Yiiksek basingl sivi
kromotografisi-diyot dizinli dedektor) cihaz: ile SDG lignan bilesiginin analizi
gerceklestirilmis ve tek bir enjeksiyon igin analiz siresinin ¢ok uzun (90 dak.)
oldugu gorilmastir. Bunun Gzerine Argefar blinyesindeki daha hassas bir cihaz
olan, daha iyi ve kisa strede sonug¢ veren APl 4000 model LC-MS/MS (Sivi
kromotografisi-ikili Kiitle Spektrometresi) cihazinda (Sekil 17) denemeler
yapilmis ve kisa siirede (14 dak.) cok iyi piklerin elde edildigi g6zlenmistir.
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Analizler LC-MS/MS cihazinda C18 (Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonu
(150mm*2.1mm*5um) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalibrasyon grafigi icin
0-5 upg/ml konsantrasyon arahginda 5 adet SDG lignan standart cozeltisi
metanolde hazirlanmastir.

LC-MS/MS cihazinda SDG lignanin teshisi 685.3 kutleli iyon (zerinden
yapilmis olup s6z konusu iyon SDG lignanin yapisint olusturan ana belirleyici
iyondur. Teshisden sonra miktar tayini i¢in bu kitle enerji verilerek pargalanmig
ve ortaya 2 tane 523.3 (SDG 1) ve 361.0 (SDG 2) kiitleli iyon ¢ikmustir. Bu iki
iyondan 523.3 ktleli iyon daha yuksek sinyal giiciine sahip oldugu icin kantitatif
tayin asamasinda kullanilmistir ve cihaz bunu SDG 1 olarak isimlendirmistir.

SDG lignanin teshisi igin kullanilan LC-MS/MS parametreleri Popova et al.
(2009)’dan yola cikilarak ve cesitli modifikasyonlar yapilarak olusturulmus ve
yontem validasyonu gerceklestirilmistir. Kullanilan LC-MS/MS parametreleri
Cizelge 7°de gosterilmektedir.

Cizelge 7. SDG lignan analizi igin LC-MS/MS cihaz kosullari

Mabil fazin akis hiz 0,2 ml/dak

Kolon sicaklig: 40°C

Enjeksiyon hacmi 5ul

Gradient Program

A fazi 0.050 mmol/L amonyum asetat/su

B fazi 0.050 mmol/L amonyum asetat/asetonitril
Sire (dak.) Mobil faz

0.01 % 2 B mobil faz1 (%98 A mobil fazi)
2.00 % 2 B mobil faz1

4.50 % 90 B mobil fazi

8.50 % 90 B mobil fazi

8.51 % 2 B mobil faz1

13.30 Bitis
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Sekil 17. LC-MS/MS (Sivi kromotografisi- Ikili Kiitle Spektrometresi) cihazinin (API 4000
model) fotografi

Validasyon calismasi:

Dogrusalhk: Dogrusallik gahismast igin SDG lignan standardindan 0.1; 0.5; 1.0; 2.5;
5 ug/ml konsantrasyonlarinda 3’er paralel enjeksiyon yapilmistir. Calisma sonucunda
cizilen kalibrasyon grafiginde r = 0.9989 olarak tespit edilmistir (Ek 3).

Kesinlik: Bu cgaligmada enjeksiyon tekrarlanabilirligine bakilmistir. Bu amagla
1,0 pg/ml konsantrasyonunda 6 enjeksiyon yapilmistir. Elde edilen alanlara
bakildiginda standart sapma degerinin  %3.25 oldugu ve enjeksiyon
tekrarlanabilirliginin iyi ¢iktig1 gorulmektedir (Ek 4).

Dogruluk: Geri kazanim ¢alismasinda, ilk asama SDG lignan bilesigi icermeyen
uygun bir matriks bulmaktir. Yag: alinmis keten tohumu unu Ornegine en uygun
matriks olarak kepegi alinmis beyaz bugday unu secilmistir. Yapilan analizlerde
beyaz bugday unu Orneginde SDG lignanin yok denecek kadar az oldugu
gOrulmastir. 0.1 pg/ml SDG lignan standardinin 24300 alan degeri yaninda bile
beyaz bugday ununun 247 olarak tespit edilen alan degeri ¢cok kiiglik kalmaktadir
ve kromatogramda da bu goriilmektedir (Ek 5). ikinci asama olarak beyaz bugday
unu Orneklerine 3 farkl konsantrasyonda SDG lignan standardi (0.5 pg/ml, 1,0
ug/ml; 2.0 ug/ml) ekimi yapilmis ve bir tane de saf suyla kor deneme
hazirlanmistir. Hazirlanan bu 6rneklerde yukarida anlatilan asamalarda SDG
lignan ekstraksiyonu islemi uygulanmis ve elde edilen ekstraktlar 3 farklh
konsantrasyonda hazirlanmig SDG lignan standartlari (0.1 pg/ml, 1.0 pg/ml, 5
ug/ml) ile birlikte LC-MS/MS cihazina verilmistir.
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Kullanilan cihazin akreditasyon kosullarinda geri kazanim kabul arahigi
%70-120 arasindadir. Calismamizda SDG lignan bilesiginin ekstraksiyon
asamasinda geri kazanim degeri %88-107 araliginda bulunmustur. Bu degerlerin
cihazin kabul araliginda kalmasi nedeni ile ve LC-MS/MS cihaz1 kosullar1 g6z
oniine alindiginda geri kazanimin oldukga iyi oldugu gortlmektedir (Ek 5).

Belirtme smim (LOD): LOD (limit of dedection) ve LOQ (limit of
quantification) hesaplamalar1 igin 0Oncelikle sinyal/guraltu degerinin  (S/N)
hesaplanmas: gerekmektedir. Bu amacla 0.1 pg/ml SDG lignan standardi cihaza
enjekte edilmis ve pikin ¢ikis zamanindan 1 dakika o6nce 7.93. ve 7.92.
dakikalarda cihazdan iki tane S/N degeri alinmstir; bu degerler sirasi ile 201.2
(Ek 6) ve 174,2 (Ek 7) olup sOz konusu degerlerin ortalamas: 187.7 olarak tespit
edilmistir

LOD degerinin formult = C.3 / (S/N) olup degerler yerine konuldugunda,

LOD = (0.1ppm).3/ 187.7
LOD = 0.0016 ppm olarak saptanmistur.

Tayin sir1 (LOQ)

LOQ degerinin formult = C.10/ (S/N) olup degerler yerine konuldugunda,
LOQ = (0.1ppm).10/ 187.7
LOQ = 0.005 ppm olarak saptanmustir.

2.2.7. Keten tohumundan SDG lignan bilesiginin ASE 200 cihazinda kritik
altr su ekstraksiyonu

Keten tohumundan SDG lignan bilesiginin kritik alt1 su ekstraksiyonu
caligmasi, Argefar binyesindeki Dionex marka ASE 200 (Basingli Cozgen
Ekstraktor) cihazinda (Sekil 12) gerceklestirilmistir. ASE 200 cihazmin parcalari
(Sekil 13, 14, 15 ve 16) ve cahsma kosullar1 ile ilgili bilgiler asagida
gosterilmektedir.
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Ekstraksiyon haznelerinin oldugu kisim

Ekstrakt toplama
siselerinin oldugu kisim

Azot kullanarak Saf su
basing ayarlayan haznesi Sistemin icindeki kirliliklerinin
kisim yikanarak toplandig: kisim

Sekil 12. ASE 200 cihazinin parcalar

24  tane  ekstraksiyon  haznesi  yeri
bulunmaktadir. Buraya yerlestirilen
ekstraksiyon isleminin yapilacagi metal
hazne otomatik olarak igeri alinmakta, On
isitma isleminden sonra haznenin igine su
alinmaktadir. Suyun sicakhigi ve basinci
istenilen degere ulastiktan sonra da ayarlanan
ekstraksiyon  slresince  islem  devam
etmektedir.

Ekstraksiyon islemi sonunda ekstraktlarin
toplandig1 24 tane ekstrakt toplama sisesi ve
4 tane yikama suyu toplama sisesi
bulunmaktadir. Her ekstraksiyon isleminden
sonra  otomatik olarak sistem  hatti
yikanmaktadir.

Sekil 13. ASE 200 cihazinda ekstraksiyonun gergeklestigi ve ekstraktlarin toplandig: kisimlar



49

Ekstraksiyon islemi sonunda
su ekstraktlarinin  otomatik
olarak  ekstrakt  toplama
sisesine aktarilmasimi
saglayan kisim.

Ekstrakt toplama viali:
60 ml hacim kapasiteli

Sekil 14. ASE 200 cihazinda otomatik ekstrakt bosaltma kismi ve ekstrakt toplama viali

Ekstraksiyon isleminin yapilacagi metal
hazneler, ici bos silindir seklinde olup
iki tane basliktan olusmaktadir.

Sekil 15. Ekstraksiyon igleminin yapildigir metal hazne ve basliklar:

Metal baslik 5 ayr1 pargadan olusmaktadir. Bu parcalar her ekstraksiyon
isleminden sonra birbirlerinden ayrilarak saf su/aseton karisimi igeren beherde
ultrasonik banyoda bir sire tutulup daha sonra yikanmakta ve tekrar saf sudan
gecirilmektedir. Temizleme isleminden sonra bu basliklar tekrar temizlenmis
metal silindirlere takilarak metal ekstraksiyon hazneleri yeniden kullanima hazir
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hale getirilmektedir. Bu kadar Ozenli temizlik isleminin nedeni ¢ok ince
gOzeneklere sahip filtrelerin tikanmasin1 6nlemektir.

Metal bashgin Segmentin oturdugu metal Kullanima hazir

en dis kismi vida metal baghk

Metal ﬁtre Kauguk* Diger pargalar: birbirine
segment sikica tutturarak en ustte yer
alan metal halka

Sekil 16. Metal haznenin basliginin kisimlar:

ASE 200 cihazinda kritik alti su ekstraksiyonu islemi asagidaki gibi
gerceklesmektedir:

¢33 ml hacimli paslanmaz celik metal haznenin altina seltloz filtre
yerlestirildikten sonra icerisine 5 g keten tohumu konulup bir adet filtre de st
kisma vyerlestirilir. Hazirlanan metal hazne ve ekstraktin toplanacag: ekstrakt
toplama sisesi de yerine yerlestirilir.

e Bilgisayar programinda ekstraksiyon kosullarmi belirleyecek parametreler
girilerek bir metot olusturulur ve ekstraksiyon islemi igin baslat dugmesi aktif
hale getirilir. Olusturulan yontem dogrultusunda her bir ekstraksiyon igin cihaz
asagidaki islem basamaklarini gerceklestirir.

v' Ekstraksiyon isleminin yapilacagi metal hazne firin igerisine alnir
(loading cell).

v' Ekstraksiyon islemi baslatilir (start).

v Metal hazneye 6n 1sitma islemi uygulanir (preheating).
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v Metal haznenin igine pompa yardimiyla ¢dziicii haznesinden su aktarilir
(filling cell).

v' Ekstraksiyon isleminin yapilacagi metal haznenin igindeki su ve 6rnegin
sicaklig1 yontemde girilen degere getirilir (heating cell).

v' Ekstraksiyon haznesinin i¢ basinci azot gazi yardimiyla yontemde girilen
basing degerine yukseltilir ve valf kapatilir.

v’ Ekstraksiyon islemi 6nceden belirlenmis ekstraksiyon siiresi boyunca
gerceklesir.

v" Ekstraksiyon siresi sonunda ekstrakt, ekstrakt toplama sisesine alinmaya
baslanir bu arada statik valf agilir ve sisteme 6nceden belirlenen miktarda tekrar
taze su verilir.

v' Sistemden azot gazi gegirilir ve kalan su toplama sisesine alinir. Azot
gazi ASE 200 cihazinda sistem i¢ basincinin istenilen degerde tutulmasini,
cihazda dolasan suyun icinde kalan oksijenin uzaklastiriimasmi ve ekstraktin
toplama sisesine alinabilmesini saglamaktadir.

v' Ekstraksiyon iglemi bitince valfler acilarak ekstraksiyon haznesinin i¢
basinci dustrulir ve firin igerisindeki ekstraksiyon haznesi disar1 alinir.

Calismamizda deneme tasarimimiz, bir faktOorin seviyesi degistirilirken
diger faktorlerin sabit tutularak seviyesi degistirilen faktoriin sistem Gzerindeki
etkilerinin incelenmesi tzerine kurulmustur (Cam ve Hisil 2009). Arastirmamizda
ASE 200 cihazmin g¢alisma kosullar: incelendiginde, kritik alt1 su ekstraksiyonu
islemini etkileyecek faktorler asagidaki gibi belirlenmistir;

o Materyal sekli

e Ekstraksiyon sicakligi
o Ekstraksiyon suresi

e Basing

e Taze ¢ozgen miktari
e Ornek miktar:

Maksimum ekstraksiyon verimi elde etmek amaciyla s6z konusu
parametrelerin etkisi tek degiskenli deneme tasarimlar: ile saptanmistir. Cizelge
8’de ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminde uygulanan deneme
deseni gorilmektedir. S6z konusu deneme deseninin uygulanmasi sonucunda
etkin oldugu saptanan sicaklik ve stre faktorlerinin birbirleri ile etkilesimlerinin
g0Ozlenebilmesi amaciyla Cizelge 9°da gdrtilen deneme deseni uygulanmistur.
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Cizelge 8. ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminde etkin faktorleri saptamak icin
uygulanan deneme deseni

(°C) (dak) (psi) miktart | miktar (g)
(%)
Ogiitilmis 40 15 1500 40 5
kilspe 120 15 1500 40 5
Tane keten 40 15 1500 40 5
tohumu 120 15 1500 40 5
140 15 1500 40 5
Parca kiispe 40 15 1500 40 5
120 15 1500 40 5
120 15 1500 40 5
Parca kiispe 140 15 1500 40 5
160 15 1500 40 5
180 15 1500 40 5
180 15 1500 40 5
180 30 1500 40 5
180 60 1500 40 5
180 90 1500 40 5
180 15 1500 40 5
180 15 2000 40 5
180 15 1500 5 5
180 15 1500 40 5
180 15 1500 100 5
180 15 1500 40 5
180 15 1500 40 10
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Cizelge 9. ASE 200 cihazinda etkin oldugu saptanan sicaklik ve siire parametrelerinde ara degerler
icin uygulanan deneme deseni

Ekstraksiyon | Ekstraksiyon | Basing |Taze cozgen | Ornek
Materyal | gicakhg stiresi (psi) | miktari (%) | miktan
(¢C) (dak) @
15 1500 40 5
160 30 1500 40 5
60 1500 40 5
5 1500 40 5
Parca 170 15 1500 40 5
klispe 30 1500 40 c
60 1500 40 5
5 1500 40 5
180 15 1500 40 5
30 1500 40 5

Materyal sekli denemeleri

Arastirmada ASE 200 cihazinda yapilacak olan keten tohumundan SDG
lignan bilesiginin kritik alti su ekstraksiyonu isleminde tane keten tohumu,
ogutulmis keten tohumu kuspesi ve parca keten tohumu kispesi kullanilmastir.
Ornek miktar1 5 g, basing 1500 psi, ekstraksiyon siiresi 15 dak, taze ¢6zgen
miktar: %40 alinarak materyallerin sicaklik artisina tepkisini gérmek amaciyla 40,
120 ve 140°C sicakliklarda ekstraksiyon yapilmustir.

Sicakhk denemeleri

Calismada materyal olarak parga kiispeye karar verildikten sonra ASE 200
cihazinda en verimli sonucun alinabilecegi sicaklik segimi ile ilgili calismalara
baslanmistir. Bu amagla 5 g parca kispe 1500 psi basing, 15 dak. ekstraksiyon
stresinde %40 taze ¢tzgen miktari alinarak 120, 140, 160 ve 180°C sicakliklarda
ekstraksiyon yapilmistir.
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Ekstraksiyon stiresi denemeleri

Cahismada materyal ve ekstraksiyon sicakligina karar verildikten sonra ASE
200 cihazinda en verimli sonucun alinabilecegi ekstraksiyon stiresini segmek igin
caligmalara baslanmistir. Bu amacgla 6rnek miktar1 5 g, basing 1500 psi, sicaklik
180°C, %40 taze ¢6zgen alinarak 15, 30, 60 ve 90 dak. sirelerde ekstraksiyon
yapilmistir

Basing denemeleri

Cahismada materyal, ekstraksiyon sicakligi ve siresine karar verildikten
sonra ASE 200 cihazinda en verimli sonucun alinabilecegi ekstraksiyon basincini
belirlemek igin ¢alismalara baslanmistir. Bu amagla 6rnek miktar1 5 g, sicakhk
180°C ve ekstraksiyon siresi 15 dak., %40 taze ¢6zgen alinarak 1500 ve 2000 psi
basing degerlerinde ekstraksiyon yapilmstir.

Taze ¢6zgen miktar: denemeleri

ASE 200 cihazinda ekstraksiyon siresinin bitiminde ekstraksiyon isleminin
yapildigi metal haznenin igine taze ¢ozlcl puskirtme imkanit mevcuttur. Taze
¢ozgen miktar: ekstraksiyon haznesinin hacminin %5-150’si kadar olabilmektedir.
Calismada materyal, sicaklik, ekstraksiyon siresi, basing ve ekstraksiyon tekrari
sayisina karar verildikten sonra ASE 200 cihazinda en verimli sonucun
alinabilecegi taze ¢0zgen yuzdesini saptamak ic¢in calismalara baslanmistir. Bu
amacla 6rnek miktar1 5 g, sicaklik 180°C, ekstraksiyon suresi 15 dak., basing 1500
psi alinarak %5, 40 ve 100 taze ¢bzgen miktar: degerlerinde ekstraksiyon
yapilmistir.

Ornek miktan denemeleri

Cahsmada materyal, sicaklik, ekstraksiyon suresi, basing ve taze ¢tzgen
miktarina karar verildikten sonra ASE 200 cihazinda en verimli sonucun
ahinabilecegi 6rnek miktarini belirlemek icin ¢alismalara baslanmistir. Bu amagla
sicaklik 180°C, ekstraksiyon suresi 15 dak., basing 1500 psi, taze ¢6zgen miktari
%40 alinarak 5 ve 10 g parca keten tohumu kispesi 6rneklerinde ekstraksiyon
yapilmistir.
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2.2.8. Kiritik alt1 su ekstraktlarinda SDG lignan analizi

3.2.6 boliminde anlatildigi sekilde SDG lignan analizi yontemi
gerceklestirilmis olup analize baslarken materyal olarak 4 ml ekstrakt alinmistir
(Eliasson et al., 2003; Ho et al., 2007; Popova et al., 2009).

2.2.9. Istatistiksel degerlendirme

Keten tohumu, keten tohumu filizi ve Kkritik alti su ekstraksiyonu
calismalarinda analizler 3 paralel olarak yapilmigtir. Elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirmesi, SPSS paket programi kullanilarak varyans
(ANOVA) ve LSD analizleri ile yapilmistur.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu bolimde 7 yerel cesit yaglik keten tohumu (Linum usitatissimum L.) ve
biyoaktif bilesikler agisindan daha zengin igerige sahip TR 77705 ve TR 73572
keten tohumu cesitlerinden dretilen filizlerde yapilan nem, toplam yag, yag asidi
kompozisyonu, toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve SDG lignan
analizlerinin sonuglar1 verilmekte ve tartisilmaktadir. Ayrica keten tohumunun
yapisindaki SDG lignan bilesiginin ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu
islemini etkileyebilecek faktorler olarak denenen materyal sekli, ekstraksiyon
sicakhgi, ekstraksiyon siresi, basing, taze c¢ozgen miktart ve ornek miktar:
parametreleri ile ilgili sonuclar verilmekte ve irdelenmektedir.

3.1. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin Nem icerikleri

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan yedi gesit keten tohumu ve iki
cesit keten tohumu filizinin nem icerikleri Cizelge 10 ve 11’de goOsterilmektedir.
Arastirmada keten tohumu cesitlerinin nem icerikleri belirlenmis ve 6rneklerin
%5.58-6.48 arasinda nem icerdigi gozlenmistir (Cizelge 10).

Cizelge 10. Yerel keten tohumu (Linum usitatissimum L.) gesitlerinin nem icerikleri

Keten tohumu cesitleri Nem igerigi (%)
TR 77705 6.48+0.01
TR 37060 6.23+0.02
TR 42077 6.46+0.00
TR 77418 6.31+0.01
TR 73572 5.58+0.01
TR 32204 6.24+0.03
TR 77416 6.22+0.00

Sonuclar (standart sapma degeri) olarak verilmistir

Keten tohumu filizlerinde yapilan nem analiz sonuglar1 Cizelge 11°de
gosterilmis olup keten tohumu filizlerinin nem igeriklerinin filiz hasad gunune
bagl olarak TR 77705 ve TR 73572 cesitlerinin filizlerinde sirasiyla %91,37-
96.53 ve %91.95-96.79 arasinda degistigi g6zlenmistir. Ayrica Cizelge 11’den de
goruldugt tzere her iki cesit icin de filizlendirme stresi arttikca filizlerin nem
iceriginin de arttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 11. Keten tohumu filizlerinin nem icerikleri

Filiz Nem (%)
cesitleri 5. glin 7. gn 9. glin 11. giin 13. gun
TR77705 1 91374001 | 93.42+0.02 | 95.73+0.02 | 95.91+0.01 | 96.53+0.01
TR73572 1 91,95+0.01 | 94.94+0.01 | 95.69+0.01 | 96.18+0.03 | 96.79+0.01

Sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir

Filizlenme siresi arttikga filizlerin nem igeriginin de arttig1 literatlirdeki keten
tohumu, nohut ve susam ile yapilan filizlendirme galismalarinda da saptanmistir
(Khattak et al., 2007a; Wanasandura et al., 1999a; Khattak et al., 2007b; Khalil et
al k., 2007; Khattak et al., 2008; Bibi et al., 2008; Hahm et al., 2009).

3.2. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin Toplam Yag Icerigi

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan yedi ¢esit keten tohumu ve iki
cesit keten tohumu filizinin toplam yag icerikleri Cizelge 12 ve 13’de
gosterilmektedir. Arastirmada keten tohumu cesitlerinin toplam yag icerikleri
%37.55-45.07 degerleri arasinda belirlenmistir (Cizelge 12). Calismamizda TR
73572 ve TR 77705 keten tohumu cesitleri en yiiksek toplam yag icerigine sahip
olup bu iki cesit arasindaki fark énemlidir (p<0.05). Ayrica s6z konusu cesitler
ile diger cesitler arasinda da istatistiki agidan Onemli bir fark bulunmustur
(p<0.05).

Cizelge 12. Yerel keten tohumu (Linum usitatissimum L.) gesitlerinin toplam yag icerikleri

Yerel keten tohumu gesitleri Toplam yag (%)
TR 77705 42.29+1.55°
TR 37060 38.73+1.18°
TR 42077 37.55+1.43°
TR 77418 38.71+1.03"
TR 73572 45.07+1.30°
TR 32204 37.89+1.23"
TR 77416 38.50+1.65™

Sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d: ayni sutunda farkli harflerle gésterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)
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Keten tohumunun yag igerigini ve kalitesini sicaklik ve toprak gibi cevresel
faktorlerin yani sira kalitsal 6zellikler ve kultirel cesitliligin de énemli derecede
etkiledigi bildirilmektedir. Literattirde keten tohumun toplam yag iceriginin %29-
48 arasinda degistigine dair bilgiler bulunmaktadir (Robbelen et al., 1989; Green
and Marshall, 1981; Rowland et al., 1988; Batta and ark., 1985; Eliasson et al.,
2003; Wakjira et al., 2004)

Calismamizda keten tohumu filizlerinde kuru maddede tayin edilen toplam
yag miktarlar: tohum cesidine ve filizlenme siiresine gore degismektedir (Cizelge
13). Her iki gesitte de toplam yag iceriginin filizlenme stresince azaldig:
saptanmistir. TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin toplam yag icerikleri filiz hasad
gunleri bazinda Kkarsilastirildiginda filizlerin ilk hasad gund olan 5. ginde en
yuksek diizeydedir ve 5. giin ile diger glinler arasinda énemli fark vardir (p<0,05).
Filizlenmenin 5. guniinde TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin toplam yag icerikleri
sirasiyla %10.54 ve %13.23 dlzeyinde olup s6z konusu cesitler arasinda da fark
onemlidir (p<0,05). Filizlenmenin 7. giniinde de cesitler arasindaki fark dnemli
olup diger gunlerde istatistiksel olarak fark dnemli bulunmamistur.

Cizelge 13. Keten tohumu filizlerinin kuru maddede tayin edilen toplam yag miktarlari

Filiz Toplam yag (%)
Gesitleri 5. glin 7. glin 9. glin 11. giin 13. giin
TR a b c d e
13.23+0.73° | 9.88+0.83 7.26x0.77 3.41+0.95 3.20+0.56
77705
TR a b b c d
23572 10.54+0.35" | 6.37+0.22 6.73+0.67 3.57+0.37 3.36+0.58

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e: aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Wanasundara et al (1999a) yaptiklari ¢alismada keten tohumunu 8 gun
streyle filizlendirmiglerdir. Arastirmacilar da keten tohumun toplam vyag
miktarmin filizlenme iglemi ile dustuguni ve bu disiistin filizlenme stresince de
devam ederek 8. glinuin sonunda filizlerin toplam yag igerigininin %8.6 oldugunu
belirtmiglerdir.
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3.3. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin Yag Asidi Kompozisyonunu

Arastirmada materyal olarak kullanilan yedi cesit keten tohumu ve iki cesit
keten tohumu filizlerinin yag asidi kompozisyonlar1 Cizelge 14, 15 ve 16°da
gosterilmektedir. Calismamizda keten tohumunun yag asidi kompozisyonu
uzerine Ozellikle de doymamis yag asidi, a-linolenik ve oleik asit igeriklerine
kilturel cesit farkhiliginin 6nemli bir etkisinin oldugu saptanmistir (p<0,05).
Benzer sekilde Choo et al. (2007) ve Wakjira et al. (2004) yaptiklar: calismalarda
keten tohumun yag asidi kompozisyonuna kultir cesitliliginin etkisinin énemli
oldugunu belirtmiglerdir.

Cizelge 15 ve 16’dan goruldigl gibi TR 77705 ve TR 73572 filizlerinin yag
asidi kompozisyonu ise tohum cesidine (p<0,05) ve filizlenme siresine (p<0,05)
gore 6nemli duzeyde degiskenlik gostermektedir. Benzer sekilde Wanasandura et
al (1999a) yaptiklar: galismada keten tohumu filizlerinin yag asidi kompozisyonu
iceriginin filizlenme islemi stresince 6nemli diizeyde degistigini belirtmiglerdir.

Keten tohumlarmin ve filizlerinin a-linolenik asit icerikleri

Yedi yerel gesit keten tohumu yaginin a-linolenik asit (Cig:3) igeriklerinin
%46.33-55.47 arasinda degistigi saptanmustir. TR 73572 ve TR 77705 cesitlerinin
a-linolenik asit icerikleri diger cesitlerden daha yuksektir ve bu cesitlerle diger
cesitler arasindaki fark istatistiki agidan énemli (p<0,05) olup TR 73572 ve TR
77705 cesitleri arasinda da istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) fark bulunmaktadir
(Cizelge 14).

Wakjira et al. (2004) yaptiklar1 ¢calismada keten tohumlarinin a-linolenik
asit iceriginin %47.00-59.10 arasinda degistigini bildirmislerdir. Krist ve ark.
(2006) ise inceledikleri keten tohumu yaglarinin %50’ nin tzerinde a-linolenik asit
icerdiklerini belirtmislerdir.  Keten tohumu yaglarmin incelendigi diger bir
calismada da yedi adet keten tohumu yaginin a-linolenik asit igerigi %51.80-60.42
arasinda degismektedir (Choo et al., 2007). Bozan and Temelli (2008) de keten
tohumu yaginda bulunan baslica yag asidinin %58.31 oraniyla o-linolenik asit
oldugunu belirtmiglerdir.
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TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin o-linolenik asit igerikleri filiz hasad
gunleri bazinda karsilastirildiginda filizlerin ilk hasad gund olan 5. ginde en
yuksek diizeydedir ve 5. giin ile diger glinler arasinda énemli fark vardir (p<0,05).
Filizlenmenin 5. glniinde TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin o-linolenik asit
icerikleri sirasiyla %52.58 ve %45.15 diizeyinde olup s6z konusu gesitler arasinda
da fark 6nemli bulunmustur (p<0,05). Filizlenme islemi suresince her iki ¢esidin
de a-linolenik asit icerikleri 11. gline kadar bir diisme gostermis olup 13. giinde
tekrar artmaya baslamistir (Cizelge 15 ve 16).

Wanasundara et al. (1999a) yaptiklar1 ¢alismada keten tohumunu 8 gin
streyle filizlendirmisler ve keten tohumunda %63.6 oraninda bulunan a-linolenik
yag asidinin filizlerde 8. ginin sonunda %58.1 oldugunu saptamiglardir.
Tohumda ylksek oranda bulunan a-linolenik yag asidinin filizlenme suresince
filizlerde de diger yag asitlerine oranla yiksek dizeyde bulundugunu
belirtmiglerdir.

Cizelge 15. TR 77705 keten tohumu filizinin yag asidi kompozisyonu

Yag asitleri 5. glin 7.gln 9. glin 11. glin 13. glin
C 160 5.7740.69* | 6.47+0.59" | 16.45+0.93° | 16.73+0.56" | 12.25+0.48"°
C 150 4.43+0.62° | 5.46x051° | 9.22+40.87° | 11.68+0.51" | 9.33+0.86°
C 151 19.58+0.27% | 17.65+0.39° | 15.05+0.44° | 20.69+0.86" | 21.96+0.55°
Cis2 17.6420.36% | 23.77+0.68° | 31.52+0.23° | 23.84+0.49" | 25.62+0.64°
Cis3 52.58+1.48% | 46.55+1.32° | 27.77+0.68° | 26.77+0.37° | 30.74+0.77°
UFA 89.80° 87.97° 74.34° 71.30° 78.32°

Sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e: aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)
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Cizelge 16. TR 73572 keten tohumu filizinin yag asidi kompozisyonu

Yag 5. giin 7. gun 9. giin 11. gln 13. glin
C 160 7.11+0.78% | 7.66+0.53" | 18.60+0.34° | 18.96+0.65° | 15.62+0.47°
C 180 6.70+0.847 | 7.89+0.88" | 8.76+0.59° | 10.50+0.68° | 8.78+0.55°
Cis1 26.02+0.19° | 24.08+0.24° | 15.91+0.37° | 16.06+0.29° | 16.9+0.45°
C 2 15.03+0.31° | 18.45+0.17" | 27.200.74° | 26.13+0.81° | 28.33+0.46°
C i3 45.15+1.22° | 41.93+1.25° | 29.53+0.79° | 28.78+0.54" | 30.3620.29°
UFA 86.20° 84.46" 72.64° 70.97° 75.59°

Sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e: ayni satirda farkl: harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Sekil 18’de keten tohumu (0. gun) ve keten tohumu filizlerinin filizlenme
stiresince a-linolenik asit igeriklerindeki degisim gorulmektedir. TR 73572 ve TR
77705 keten tohumu cesitlerinin a-linolenik asit icerikleri sirasiyla %55.47 ve
54.56 dizeyindedir ve filizlenme islemi ile keten tohumlarinin o-linolenik asit
iceriklerinde dusme gozlenmistir.

a-linolenik asit igerigi
60 1
<3 mil— =
< 50 47 | _
= |
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O.giin 5.gin 7.giin  9.gun 1l.gin 13.gin
filizlenme siireleri

Sekil 18. Keten tohumu (0. gin) ve keten tohumu filizlerinin filizlenme stiresince a-linolenik asit
iceriklerinin karsilastiriimasi
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Keten tohumlarmin ve filizlerinin doymanmus yag asidi icerikleri

CGahismamizda kullanilan yedi yerel cesit keten tohumunun doymamis yag
asidi (UFA) igerikleri de oldukga yuksek dizeydedir ve %87,39-90,27 arasinda
degismekte olup (Cizelge 14) cesitlerin doymamis yag asidi icerikleri arasindaki
fark 6nemli bulunmustur (p<0,05). TR 73572 ve TR 77705 ¢esitlerinin doymamis
yag asidi icerikleri de diger cesitlerden daha yuksektir ve bu cesitlerle diger
cesitler arasindaki fark onemlidir (p<0,05). Ayrica TR 73572 ve TR 77705
cesitleri arasindaki farkin da 6nemli oldugu (p<0,05) saptanmistur.

Wakjira et al. (2004) keten tohumlarinin doymamis yag asidi iceriklerinin
ceside bagli olarak %85.9-90.6 arasinda degistigini belirtmislerdir. Krist ve ark.
(2006) ise inceledikleri keten tohumu yaglarmin %85’in lizerinde doymamis yag
asidi igerdigini bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada da keten tohum yaglarinin
doymamis yag asidi igeriklerinin %89.46-91.61 arasinda degistigi saptanmistir
(Choo et al., 2007). Bozan and Temelli (2008) ise yaptiklari ¢calismada keten
tohumu yaginin %88,4 oraninda doymamis yag asidi icerdigini bildirmiglerdir.

Cahsmamizda TR 73572 ve TR 77705 keten tohumu cesitlerinin
filizlendirilmesi ile tohumlarin doymamis yag asidi iceriklerinde disme
gOzlenmistir (Cizelge 15 ve 16). TR 73572 ve TR 77705 filizlerinin doymamis
yag asidi icerikleri 5. giinde en ylksek diizeydedir ve 5. gun ile diger gunler
arasinda 6nemli bir fark vardir. Filizlenmenin 5. giniinde TR 73572 ve TR 77705
filizlerinin doymamis yag asidi icerikleri sirasiyla %89.80 ve %86.20 degerinde
olup cesitler arasindaki fark énemli (p<0,05) bulunmustur. Filizlendirme islemi
siresince her iki cesidin de a-linolenik asit icerikleri 11. gline kadar bir diisme
gOstermis olup 13. gunde tekrar artmaya baslamistir.  Wanasundara et al. (1999a)
8 gun sireyle filizlendirilen keten tohumu ile yaptiklari ¢alismada keten tohumu
filizlerinin 8. ginin sonunda %89 oraninda doymamis yag asitleri icerdigini
saptamiglardir.

Keten fohumlarnmin ve filizlerinin linoleik asit icerikleri

Cahsmamizda yedi yerel cesit keten tohumu yaginin linoleik asit (Cisg:2)
iceriklerinin  %15.29-15.88 arasinda degistigi saptanmistir (Cizelge 14). Diger
calismalar incelendiginde; Wakjira et al. (2004) keten tohumu yaglarmin %210.9-
16.1 arasinda linoleik asit, Krist et al. (2006) keten tohumu yagimnin %20’in altinda
linoleik asit igerdigini, Bozan and Temelli (2008) ise keten tohumu yagmin
%13.96 linoleik asit icerdigini bildirmektedir.
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TR 73572 ve TR 77705 cesitlerinin linoleik asit icerikleri sirasiyla %15.69
ve 15.29 arasindadir ve s0z konusu cesitlerin filizlendirilmesi ile tohumlarin
linoleik asit iceriklerinde oldukca yiksek artis gozlenmistir. TR 73572 filizinin
linoleik asit icerigi filizlenme suresince artarak 13. ginde en yiksek duzeye
cikmistir ve 13. gin ile diger gunler arasinda istatistiki agidan dnemli bir fark
vardir (p<0,05). Filizlenmenin 13. guninde TR 73572 filizlerinin linoleik asit
icerigi %28.33 olarak saptanmistir. TR 77705 filizinin linoleik asit igerigi ise
filizlenme siresince artarak 9. giinde en yuksek diizeye ulagmis ve 9. giin ile diger
gunler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05). 9 ginlik TR 77705
filizlerinde linoleik asit icerigi %31.52 olarak saptanmistir. Ayrica TR 73572 ve
TR 77705 filizleri arasinda da fark énemli bulunmustur (p<0,05). Wanasundara
et al. (1999a) yaptiklar: ¢calismada keten tohumunu 8 giin sureyle filizlendirmisler
ve filizlerin linoleik asit igerigini 8. gunin sonunda 9%18.5 oldugunu
saptamglardur.

Keten fohumlarnmin ve filizlerinin oleik asit icerikleri

Yedi yerel cesit keten tohumu cesidinin oleik asit (Cig:1) icerikleri ise
%18.95-25.47 arasinda degismekte (Cizelge 14) ve tohum cesitleri arasindaki bu
farkin istatistiki agidan onemli oldugu gorulmektedir (p<0,05). Yapilan diger
calismalarda da keten tohumu yagmin oleik asit igeriginin %14.8-29.3 arasinda
oldugu bildirilmistir (Wakjira et al., 2004; Krist et al., 2006; Bozan and Temelli
2008). Keten tohumu yaglarmin o-linolenik asit igerikleri artarken oleik asit
iceriklerinde dusme go6zlenmektedir. TR 73572 en yiksek a-linolenik asit
(%55.47) ve en duslk oleik asit (%18.95) icerigine sahip keten tohumu iken TR
77416 cesidi en disuk a-linolenik asit (%46.37) ve en yiksek oleik asit (%25.47)
icerigine sahip keten tohumudur. Choo et al. (2007) de yaptiklar1 ¢alismada en
distk a-linolenik asit (%51.80) icerigine sahip keten tohumu yaginin en yiksek
oleik asit (%22.21) igerigine sahip yag oldugunu saptamislardir. Keten tohumu
yaginin a-linolenik asit igeriginin artisiyla oleik asit igeriginin azalmasi
durumunun Bhatty (1995) tarafindan da gozlendigini bildirmislerdir.

TR 73572 ve TR 77705 cesitlerinden elde edilen filizlerin oleik asit
miktarlarinin tohumlardan daha yiksek oldugu saptanmstir (Cizelge 15 ve 16).
TR 73572 keten tohumu cesidi filizinin oleik asit icerigi 5. glinde en yiksek
duzeyde (%26.02) olup filizlenme suresince azalmaktadir. 5 gunlik filizler ile
diger glnlerin oleik asit icerikleri arasinda 6nemli bir fark bulunmustur (p<0,05).
TR 77705 filizinin oleik asit icerigi ise 13. gunde en yiksek diizeye ¢ikmistir ve
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13. gun ile diger gunler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (p<0,05).
Ayrica TR 73572 ve TR 77705 cesitlerinin filizleri arasinda da fark 6nemli
bulunmustur (p<0,05). Wanasundara et al. (1999a) keten tohumunu 8 gun streyle
filizlendirmisler ve filizlerin 8. ginin sonunda %12.1 oleik asit icerdigini
saptamglardir.

Keten fohumlarmin ve filizlerinin palmitik asit icerikleri

CGalismamizda yedi yerel gesit keten tohumu yaginin palmitik asit icerikleri
%5.24-6.50 arasinda degismektedir. TR 73572 ve TR 77705 keten tohumlar:
sirasiyla %5.24 ve 5.66 palmitik asit icerigine sahip olup (Cizelge 14) s6z konusu
cesitlerin filizlendirilmesi sonucunda ise filizlerin palmitik asit iceriklerinde
oldukca yuksek artis olmustur (Cizelge 15 ve 16). TR 73572 ve TR 77705
cesitlerinden elde edilen filizlerin en yiksek palmitik asit icerikleri 11. glnde
saptanmustir ve her iki gesit icin de 11. gln ile diger gunler arasinda 6nemli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). TR 73572 ve TR 77705 ¢esitlerinin filizlerinin 11.
ginde palmitik asit icerikleri sirasiyla %18.96 ve %16.73 dizeylerinde olup
cesitler arasinda istatistiksel olarak fark dnemlidir (p<0,05). Filizlerde doymamis
yag asitleri miktarinin azalmasiyla doymus yag asitleri miktarinda artma oldugu
gOrulmis olup literaturde taranan caligmalarda da benzer bulgular saptanmistir
(Wanasandura et al., 1999a; Hahm et al., 2009). Wanasundara et al (1999a)
yaptiklart calismada 8 ginlik keten tohumu filizlerinin %6.1 palmitik asit
icerdigini bildirmislerdir.

Keten fohumlarnmin ve filizlerinin stearik asit icerikleri

Calismamizda Cizelge 14’de goruldigl gibi keten tohumu gesitlerimizin
stearik asit icerikleri %3.18-4.57 arasinda degismekte olup TR 73572 ve TR
77705 keten tohumlar: en dustik stearik asit igerigine sahip keten tohumlaridir.
S6z konusu cesitlerin filizlendirilmesi ile her iki ¢esidin filizlerinin stearik asit
icerikleri artmis olup en yiiksek deger 11 glnlik filizlerde saptamistir (Cizelge 15
ve 16) ve her iki cesit icin de 11. gun diger cesitlerden istatistiksel olarak farkl
bulunmustur (p<0,05). TR 73572 tohumunun %3.18 olan stearik asit igerigi
filizlendirme iglemi ile artmis ve filizlendirmenin 11. guninde %210.50 degerine
ulasmistir. TR 77705 tohumunun %3.48 olan stearik asit icerigi de filizlendirme
islemi ile artmus ve filizlendirmenin 11. gununde %11.68 degerine yikselmistir ve
s0z konusu gesitler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05). Wanasundara et
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al (1999a) 8 gun sureyle filizlendirdikleri keten tohumu filizlerinin 8. gunun
sonunda %3.1 stearik asit icerdigini bildirmislerdir.

3.4. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin Toplam Fenolik Madde icerigi

Yedi yerel gesit keten tohumunun fenolik madde igerigi yag: alinmis keten
tohumu ununda serbest, esterlesmis ve toplam fenolik madde igerigi olarak
Cizelge 17°de verilmektedir.

Cizelge 17. Yag alinmis keten tohumu unlarinda kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve
toplam fenolik madde miktarlari

Yerel keten Fenolik madde miktarlan

tohumu (mg ferulik asit/100 g keten tohumu unu)

Gesitleri Serbest Esterlesmis Toplam
TR 77705 249.33 + 11.10° | 959.87 +38.20° 1209.20°
TR 37060 112.48 +8.13" | 617.03 + 31.59" 729.51°
TR 42077 125.52 + 6.62° | 628.31 + 30.60" 753.83"
TR 77418 134.52 +5.78° | 624.27 + 26.53" 758.79°
TR 73572 160.91 + 9.40° | 681.55 + 35.98° 842.46°
TR 32204 12552 + 7.54" | 618.12 +37.77° 743.64°
TR 77416 85.78 + 3.63" 488.70 + 28.78° 574.48°

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d: ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Yagi ahnmis keten tohumu unlar1 fenolik madde igerigi agisindan
incelendiginde, bitln cesitlerde esterlesmis fenolik madde miktarlar: serbest
fenolik madde miktarlarindan oldukga yuksek saptanmistir. Cizelge 17°de
goruldigl gibi, yagsiz keten tohumu unlarinda toplam fenolik madde miktarlar:
ferrulik asit esdegeri Uzerinden 574.48-1209.20 mg/100 g arasinda degismektedir.
Esterlesmis ve serbest fenolik madde miktarlari ise sirayla 488.7-959.87 ve 85.78-
249.33 mg/100 g arasinda bulunmustur. Keten tohumlarinin serbest, esterlesmis
ve toplam fenolik madde miktarlarina kiltirel cesitliliginin etkisinin istatistiksel
olarak dnemli oldugu saptanmistir (p<0,05). Yagsiz keten tohumu ununda serbest
ve esterlesmis fenolik madde miktarlar1 en yiuksek TR 77705 gesidinde saptanmis
olup soz konusu gesit fenolik madde igerigi agisindan diger cesitlerden istatistiksel



67

farklilik gostermektedir (p<0,05). TR 73572 cesidi ise ikinci en yiksek fenolik
madde icerigine sahip keten tohumu olup serbest ve toplam fenolik madde
icerikleri agisindan diger cesitler ile arasinda 6nemli farklilik gostermektedir
(p<0,05). TR 77705 ve TR 73572 cesitleri arasinda da serbest, esterlesmis ve
toplam madde miktarlar1 agisindan énemli fark bulunmustur (p<0,05). TR 77416
keten tohumu ise cesitler arasinda en dusuk serbest, esterlesmis ve toplam fenolik
madde icerigine sahip olup diger c¢esitlerden istatistiksel anlamda farkl
bulunmustur (p<0,05).

Keten tohumu cesitli fenolik asitleri ve bunlarin glikozidik formlarmni
yapisinda tasimakta olup keten tohumunun fenolik asit igerigindeki cesitliligin ve
bulunma duzeylerindeki farkliligin mevsimsel etkilerden ve Kkultlrel cesit
farkliligindan kaynaklandigi belirtilmektedir. Dabrowski and Sosulski (1984)
kabugu ve yagi alinmis keten tohumunun toplam ve esterlesmis fenolik
iceriklerinin ferulik asit esdegeri Uzerinden sirasiyla 81 ve 73.9 mg/100 g
oldugunu saptamistir. Wanasundara and Shaidi (1994) ise yagi alinmis keten
tohumu kuspelerinin metanol ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlarini
ferrulik asit esdegeri izerinden 130-220 mg/100g arasinda saptamislardir.

Oomah et al. (1995) keten tohumlarinin toplam fenolik madde miktarmin
800-1000 mg ferulik asit/100 g, serbest fenolik madde miktarmin 300-500 mg
ferrulik asit/100 g arasinda degistigini ve esterlesmis fenolik madde miktarmin
ortalama 500 mg ferulik asit/100 g oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar
esterlesmis  fenoliklerin  toplam fenolik madde miktarmin %48-66’sin1
olusturdugunu ve kultirel gesitlilige bagli olmadigni; keten tohumunun serbest ve
toplam fenolik madde miktarina ise ekim yilmin, kiltir cesitliliginin ve daha
distk oranda bolgenin etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Oomah and Mazza (1997) keten tohumunda toplam fenolik madde miktarini
ferrulik asit esdegeri tzerinden 1314 mg/100 g, yag: alinmis keten tohumunda ise
1619 mg/100 g olarak saptamiglardir. Velioglu et al. (1998) keten tohumunda
asidik metanolle ekstraksiyon sonucunda toplam fenolik madde miktarmi 509 mg
ferrulik asit/100 g olarak bulmuslardir. Bozan and Temelli (2008) ise 100 gram
keten tohumunda serbest fenolikleri 383 mg, esterlesmis fenolikleri 1287 mg ve
toplam fenolik madde miktarin1 ise 1670 mg ferulik asit olarak saptadiklarini
bildirmiglerdir.
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Arastirmada kullanilan yedi cesit keten tohumunun yaglarinda saptanan
toplam fenolik madde miktarlari karsilastirmali  olarak  Sekil 19°da
gosterilmektedir.
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Sekil 19. Keten tohumu yaglarinda kuru madde bazinda toplam fenolik madde miktarlar1 (mg
ferrulik asit /100g yag)

Keten tohumu yaglarmin fenolik madde miktar: keten tohumu ununa kiyasla
oldukca dusuk saptanmistir. Keten tohumu yaglarinda ferrulik asit esdegeri olarak
toplam fenolik madde miktarlari1 kuru madde bazinda 4.32-21.35 mg/100 g
arasinda degigsmektedir. Keten tohumu yaginda toplam fenolik madde miktar: en
yuksek TR 42077 keten cesidinde saptanmis olup s6z konusu cesit ile diger
cesitler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Choo et al. (2007) marketlerde satilan ve %2 oraninda keten tohumu kiispesi
iceren yedi adet keten tohumu yaginin metanol ekstraktlarinda toplam fenolik
madde miktarmin ferrulik asit esdegeri tUzerinden 76.8-307.3 mg/100 g arasinda
degistigini ve yag cesitleri arasinda onemli fark bulundugunu saptamslardir.
Fakat, fenolik bilesiklerin yagda ¢6ziinmedigi g6z 6nlinde bulunduruldugunda s6z
konusu calismada keten tohumu yaginda saptanmis toplam fenolik madde
miktarininin oldukga yiiksek oldugu gorulmektedir.

TR 77705 ve TR 73572 cesitlerinden dretilen filizlerin filizlenme stresince
fenolik madde miktarlarindaki degisimler sirasiyla Cizelge 18 ve 19°da
gOsterilmektedir. TR 77705 ve TR 73572 keten tohumu filizlerinin serbest, bagl
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ve toplam fenolik madde miktarlar1 filizlenme suresine gére 6nemli diizeyde
(p<0,05) degiskenlik gostermektedir (Cizelge 18 ve 19).

Cizelge 18. TR 77705 filizinde kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve toplam fenolik

madde miktarlar1 (mg ferrulik asit /100 g keten tohumu filizi)

Fenolik 5. 7. 9. 11. 13.

madde gun gun gun gun gun
miktarlan

Serbest 451.80+19.25% | 509.12+31,06° | 684.31+3545" | 711.74+29.61° | 998.27+62.29°
Esterlesmis | 1223.87+61.32* | 1109.73+46,50* | 1648.95+76.68" | 1624.94+66.95° | 1946.97+78.66°

Toplam 1675.67° 1618.85° 2333.26" 2336.68" 2945.24°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-c: aym sttunda farkh harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Filizlenme islemi ile TR 77705 tohumunun serbest, esterlesmis ve toplam
fenolik madde iceriklerinde 6nemli miktarda (p<0,05) artma saptanmis olup filizlerin
esterlesmis fenolik madde miktar: serbest fenolik madde miktarindan daha yiiksek
bulunmustur (Cizelge 18). TR 77705 keten tohumu filizlerinin serbest, esterlesmis ve
toplam fenolik madde miktarlar: filizlenmenin 13. giniinde en yuksek diizeye ulagmig
olup 13. gun ile diger gunler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli
gorilmustdr (p<0,05). TR 77705 keten tohumunun fenolik madde miktar: 13 glnluk
filizlerde 998.27 mg ferulik asit/100 g degerine ulasirken, tohumun esterlesmis
fenolik madde miktar1 1946.97 mg ferulik asit/100 g’a yukselmistir. TR 77705 keten
tohumunun 697.83 mg/100 g olan toplam fenolik madde icerigi de 4 kat artarak
2945.24 mg ferulik asit/100 g degerine ulagmustir.

Filizlenme islemi ile TR 73572 tohumlarinin serbest, esterlesmis ve toplam
fenolik madde miktarlarinda 6nemli miktarda (p<0,05) artis olmus ve filizlerin
esterlesmis fenolik madde miktar: serbest fenolik madde miktarindan daha yiksek
bulunmustur (Cizelge 19). TR 73572 keten tohumu filizlerinin serbest, esterlesmis
ve toplam fenolik madde icgerikleri filizlenmenin 13. giiniinde en yiksek diizeye
ulasmis olup 13. giin ile diger gunler arasinda istatistiki anlamda fark énemlidir
(p<0,05). TR 73572 keten tohumunun serbest fenolik madde miktar: 13 ginlik
filizlerde 1120.25 mg ferulik asit/100 g degerine ulasirken, tohumun esterlesmis
fenolik madde miktar1 2276.32 mg ferulik asit/100 g degerine yukselmistir. TR
73572 keten tohumunun 462.76 mg ferulik asit/100 g olan toplam fenolik madde
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miktar: (Sekil 20) da 7.3 kat artarak 3396.57 mg ferulik asit/100 g degerine
ulagmistur.

Cizelge 19. TR 73572 filizinde kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve toplam fenolik madde
miktarlari1 (mg ferrulik asit /100 g keten tohumu filizi)

Fenolik 5. 7. 9. 11. 13.

madde gun gun gun gun gun

miktari

Serbest 571.68+28.64° | 630.63+39.10° | 707.43+29.85° | 876.18+43.02° | 1120.25+60.72¢
Esterlesmis | 1437.27+74.59% | 1643.68+88.43° | 1754.29+95.26" | 1908.38+91.22" | 2276.32+117.23°

Toplam 2008.95° 2274.31° 2461.72° 2784.56° 3396.57¢

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d: aynm satirda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 dizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

stresince toplam fenolik madde iceriklerindeki degisim gortlmektedir.

Sekil 20°de keten tohumu (0. giin) ve keten tohumu filizlerinin filizlenme

Toplam fenolik madde
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P

toplam fenolik madde
(mg ferrulik asit/100g KM)

500 -

A

O.gin 5.gin 7.gin 9.gin 11.gin 13.gin

filizlenme siireleri

B TR 77705
TR73572

Sekil 20. Keten tohumu (0. giin) ve keten tohumu filizlerinin filizlenme siiresince toplam fenolik
madde miktarlarimin karsilagtirilmasi

Sekil 20°den goruldigi gibi TR 77705 tohumunun toplam fenolik madde
miktar1 TR 73572 keten tohumuna nazaran daha yuksek (p<0,05) olmasina karsin
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TR 73572 filizlerinin toplam fenolik madde miktari daha yiksek olarak
saptanmistir (p<0,05). TR 77705 ve 73572 filizlerinin toplam fenolik madde
iceriklerine kalturel gesitliligin etkisinin 5., 7., 9. ve 13. gunlerde 6nemli oldugu
gorulmustir (p<0,05). Literatrde keten tohumu filizlerinde toplam fenolik madde
miktar1 ile ilgili caligmaya rastlanmamustir.

3.5. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin Toplam Flavonoid igerigi

Yerel keten tohumu gesitlerinin yag: alinmis ununda saptanan serbest, bagl ve
toplam flavonoid miktarlart Cizelge 20°de; keten tohumu yaglarinda saptanan
toplam flavonoid miktarlar1 ise Sekil 21°da gortulmektedir.

Cizelge 20. Yagi ahinmis keten tohumu unlarinda kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve
toplam flavonoid miktarlari

Flavonoid miktarlar
Keten tohumu (mg luteolin/100 g un)
unlan
Serbest Esterlesmis Toplam
TR 77705 16.41+0.86° 11.58+0.66° 28.04%
TR 37060 7.94+0.46° 12.29+0.61° 20.23°
TR 42077 14.79+1.02° 11.17+0.73" 25.96°
TR 77418 8.16+0.33" 13.88+0.86° 22.04°
TR 73572 19.08+1.25¢ 14.57+0.79° 33.65¢
TR 32204 8.39+0.35° 13.63+0.90° 22.02°
TR 77416 5.48+0.19¢ 8.13+0.34¢ 13.61°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cahsmamizda yagsiz keten tohumu unlari1 flavonoid miktar: agisindan
incelendiginde TR 77705, TR 42077 ve TR 73572 gesitlerinde serbest flavonoid
miktar: esterlesmis flavonoid miktarindan biraz daha yuksek saptanmistir. Cizelge
20’de goraldugu gibi yagsiz keten tohumu unlarinda toplam flavonoid miktarlar:
luteolin esdegeri Uzerinden 13.61-33.65 mg/100 g arasinda degismekte olup
esterlesmis ve serbest flavonoid miktarlar: ise sirayla 8.13-14.57 mg/100 g ve
5.48-19.08 mg/100 g arasinda bulunmustur. Keten tohumlarmin serbest,
esterlesmis ve toplam flavonoid miktarlarina kultirel gesitliligin etkisi 6nemlidir
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(p<0,05). Yagsiz keten tohumu ununda serbest, esterlesmis ve toplam flavonoid
miktarlar1 en yuksek TR 73572 cesidinde saptanmis olup s6z konusu ¢esit serbest
ve toplam flavonoid icerigi agisindan diger cesitlerden farklilik géstermektedir
(p<0,05). TR 77705 cgesidi ise ikinci en yiiksek toplam flavonoid miktarina sahip
keten tohumu olup serbest flavonoid miktar: agisindan diger cesitler ile arasinda
istatistiki olarak fark vardir (p<0,05). Toplam flavonoid miktar: agisindan ise TR
42077 cesidi hari¢ diger cesitler ile arasinda 6nemli fark bulunmustur (p<0,05).
TR 77705 ve TR 73572 cesitleri arasinda da serbest, esterlesmis ve toplam
flavonoid miktarlar1 agisindan 6nemli fark saptanmistir (p<0,05).

Oomah et al. (1996) 4 farkli keten tohumu cesidini 4 yil (1989-1993)
boyunca 4 farkli bdlgeye ekmislerdir. Keten tohumunun toplam flavonoid
miktarina  kdltur cesitliliginin - ve ¢evrenin etkisinin  6nemli oldugunu
bildirmiglerdir. Keten tohumlarmin  metanol ekstraktlarinda  flavonoid
miktarlarinin luteolin esdegeri (zerinden 35-71 mg/100g arasinda degistigini
bildirmiglerdir.

Sekil 21de goruldigt gibi keten tohumu yaglarinin toplam flavonoid igerigi
keten tohumu ununa kiyasla olduk¢a disuk bulunmustur. Bu durum fenolik
bilesiklerin yagda ¢ozunmemesinden kaynaklanmaktadir.

M toplam
flavonoid
icerigi

05

Toplam flavonoid icerigi
(6g luteolin/100 g yag)

TR TR TR TR TR TR TR
77705 37060 42077 77418 73572 32204 77416

keten tohumu yaglari

Sekil 21. Keten tohumu yaglarinda kuru madde bazinda toplam flavonoid miktarlar1 (mg
luteolin/100g yag)

Sekil 21’de gorildigu gibi keten tohumu yaglarinda luteolin esdegeri olarak
toplam flavonoid miktarlar1 0.32-1.84 mg/100 g arasinda degismektedir. Keten
tohumu yaginda toplam flavonoid miktar1 en yiksek 42077 keten cesidinde
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saptanmis olup sOz konusu cesit ile diger cesitler arasindaki fark Onemli
bulunmustur (p<0,05). Choo ve ark. (2007) %2 keten tohumu kiispesi iceren yedi
adet keten tohumu yagindan metanol cozeltisi kullanarak elde ettikleri
ekstraktlarda toplam flavonoid miktarmi luteolin esdegeri Gzerinden 12,7-25,6
mg/100 g arasinda degistigini saptamislardir. Fakat, flavonoidlerin yagda
¢ozinmedigi goz onlnde bulunduruldugunda s6z konusu ¢alismada keten tohumu
yaginda saptanmig toplam fenolik madde miktarmmin oldukga yuksek oldugu
gorilmektedir.

TR 77705 ve TR 73572 cesitlerinden Uretilen filizlerin filizlenme stresince
flavonoid miktarlarindaki degisimler swasiyla Cizelge 21 ve 22°de
gosterilmektedir. TR 77705 keten tohumu filizlerinin de serbest, esterlesmis ve
toplam flavonoid miktarlar1 filizlenme siiresine gére 6nemli duzeyde degiskenlik
gostermekte (p<0,05) olup bu degerler Cizelge 21’de gosterilmektedir.

Cizelge 21. TR 77705 filizinde kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve toplam flavonoid
miktarlari1 (mg luteolin/100 g keten tohumu filizi)

Flavonoid 5. 7. 9. 11. 13.
miktarlar gun gun gun gun gun

Serbest 150.52+8.10° | 106.08+7.75" | 204.68+12.59° | 380.44+19.25" | 420.17+17.82°

Esterlesmis | 80.65+4.15% | 59.73+3.63" | 103.1845.17° 72.13+4.39° 123.05+5.64°

Toplam 231.17° 165.81° 307.86° 452.57° 543.22°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e ayn satirda farkl: harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Filizlendirme islemi ile TR 77705 tohumlarin serbest, esterlesmis ve toplam
flavonoid miktarlarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) artis olmus ve filizlerin serbest
flavonoid miktarinin esterlesmis flavonoid miktarindan daha ylksek oldugu
saptanmistir (Cizelge 21). TR 77705 keten tohumu filizlerinin serbest, esterlesmis
ve toplam flavonoid miktarlar1 filizlenmenin 13. gununde en yiksek dizeye
ulasmis olup 13. gun ile diger ginler arasinda 6nemli bir fark bulunmaktadir
(p<0,05). TR 77705 keten tohumunun serbest flavonoid miktar1 13 gunlik
filizlerde 420.17 mg luteolin/100 g degerine ulasirken, esterlesmis flavonoid
miktart 123.05 mg luteolin/100 g duzeyine yulkselmistir. TR 77705 keten
tohumunun 16.20 mg luteolin/100 g olan toplam flavonoid icerigi (Sekil 22) de
33.5 kat artarak 13 gunluk filizlerde 543.22 mg luteolin/100 g degerine ulasmistir.
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TR 73572 keten tohumu filizlerinin serbest,esterlesmis ve toplam flavonoid
miktarlar1 filizlenme siresine goére filizlerde ©nemli dizeyde degiskenlik
gostermekte (p<0,05) olup bu degerler Cizelge 22’de gosterilmektedir.

Cizelge 22. TR 73572 filizinde kuru madde bazinda serbest, esterlesmis ve toplam flavonoid
miktarlari1 (mg luteolin/100 g keten tohumu filizi)

Flavonoid 5. 7. 9. 11. 13.
miktarlan gun gun gun gun gun

Serbest 123.73+6.40° | 126.88+7.82° | 221.81+11.93" | 315.97+19.40° | 352.65+18.30"

Esterlesmis 81.49+5.01° 83.80+4.27° 99.77+6.07° 130.37+6.65° | 143.308.90°

Toplam 205.22° 210.68° 321.58" 446.34° 49595

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d ayni satirda farkl harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Filizlenme islemi ile TR 73572 tohumlarin serbest, esterlesmis ve toplam
flavonoid miktarlarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) artis olmus ve filizlerin serbest
flavonoid miktar1 esterlesmis flavonoid miktarindan daha yuksek bulunmustur
(Cizelge 22). TR 73572 keten tohumu filizlerinin serbest, esterlesmis ve toplam
flavonoid miktarlar: filizlenmenin 13. guntinde en yiksek diizeye ulasmis olup 13.
gun ile diger glnler arasinda 6nemli bir fark saptanmistir (p<0,05). TR 73572
keten tohumunun serbest flavonoid miktar1 13 gunlik filizlerde 352.65 mg
luteolin/100 g degerine ulasirken, tohumun esterlesmis flavonoid miktart 143.30
mg luteolin/100 g dlzeyine yikselmistir. TR 73572 keten tohumunun 18.48 mg
luteolin/100 g olan toplam flavonoid icerigi (Sekil 22) de 26.8 kat artarak 495.95
mg luteolin/100 g degerine ulagmustir.

Sekil 22°de keten tohumu (0. gin) ve keten tohumu filizlerinin filizlenme
stresince kuru maddede toplam flavonoid miktarlarindaki degisim gortlmektedir.
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Toplam flavonoid
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Sekil 22. Keten tohumu (0. giin) ve keten filizinin filizlenme siiresince kuru madde bazinda toplam
flavonoid miktarlarinin karsilagtiriimasi

Sekil 22’den goraldigt gibi keten tohumu filizlerinin toplam flavonoid
miktarina kilttrel gesitliliginin etkisinin 6nemli oldugu saptanmistir (p<0,05). TR
73572 tohumunun flavonoid miktart TR 77705 keten tohumuna nazaran daha
yiksek (p<0,05) olmasina karsin TR 77705 filizlerinin toplam flavonoid miktar:
acisindan daha zengin (p<0,05) olmasi dikkat cekicidir (Sekil 22). Her iki tohum
cesidinde de serbest, esterlesmis ve toplam flavonoid miktarlari 13. glnde en
yuksek diizeye ulasmustir.

3.6. Keten Tohumlarmn ve Filizlerinin SDG Lignan igerigi

Yerel keten tohumu ¢esitlerinin yagi alinmig ununda saptanan SDG lignan
miktarlar1 Cizelge 23’de gorilmektedir. Cizelge 23’de gorildugu gibi yerel keten
tohumlarinin  SDG lignan miktarlar1 %5.87-23.84 mg/g degerleri arasinda
degigsmekte olup tohumlarin SDG lignan igerigine kultirel gesitliligin dnemli
etkisinin oldugu saptanmistir (p<0,05). TR 77705 ve TR 73572 gesitleri en ylksek
SDG lignan igerigine sahip olup bu iki cesit arasindaki fark 6nemli bulunmustur
(p<0,05). TR 73572 gesidinin SDG lignan icerigi TR 77705 cesidinden yaklasik
iki kat daha yuksektir. S6z konusu cesitler ile diger cesitler arasinda da fark
onemli bulunmustur (p<0,05). Keten tohumu yaginda SDG lignan miktarlar:
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HPLC/MS-MS cihazinda 0,005 ppm olan teshis limitinin altinda kaldig: icin
saptanamamistir.

Cizelge 23. Yagsiz keten tohumu unlarinda kuru madde bazinda SDG lignan miktarlar:

Keten tohumu SDG Lignan miktarlan
unlar (mg/g)
TR 77705 23.84+1.91°
TR 37060 8.630.99"
TR 42077 10.83+0.77¢
TR 77418 10.12+0.48°
TR 73572 11.24+0.18°
TR 32204 9.10+0.15°
TR 77416 5.87+0.69"

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d ayn stitunda farkl: harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Keten tohumunun SDG lignan icerigi kiltur gesitliligine, hasad yilina, hasad
yerine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Westcott and Muir, 1996; Thompson
et al., 1997; Meagher et al., 1999). Yag: alinmig keten tohumu kispesinde SDG
lignan miktar1 11.7-24.1 mg/g olarak degismektedir (Wiesenborn et al., 2003).
Madhusudhan et al. (2000) keten tohumu cesitlerinde SDG lignan miktarmni
sirasiyla 12.9 ve 14.3 mg/g olarak saptamiglardir. Degenhardt et al. (2002) ise
yaptiklar1 ¢alismada keten tohumunun SDG lignan miktarmi 5.5 mg/g olarak
saptamglar. Eliasson et al. (2003) 2000 yilina ait 10 ¢esit keten tohumunun SDG
lignan iceriginin 13.3-25.9 mg/g arasinda degistigini; 2001 yilina ait 17 cesit
tohumda ise SDG lignan miktarmin 11.9-19.8 mg/g arasinda oldugunu
bildirmiglerdir ve cesitler arasinda farkin 6nemli oldugunu belirtmisler.
Beejmohun et al. (2007) preslenmis keten tohumu kekinde SDG lignan bilesigini
16.1 mg/g olarak saptamiglardir.

TR 77705 ve TR 73572 gesitlerinden (retilen filizlerin SDG lignan
miktarlar1 karsilastirildiginda, her iki cesidin filizlerinin SDG lignan iceriklerinin
filizlenme siresine (p<0,05) ve kiiltirel cesitlilige (p<0,05) gore 6nemli diizeyde
farkli oldugu gorilmektedir (Cizelge 24).
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Cizelge 24. Keten tohumu filizlerinin kuru madde bazinda SDG lignan icerikleri

Filiz SDG lignan igerikleri (ug/g keten filizi)

cesitleri i i i i i
5. gun 7.gun 9. gun 11. glin 13. glin

TR 77705 6.26+0.13 84.95+3.11° 6.09+0.52¢ 67.73+2.10° 719.02+2.82°

TR 73572 | 190.06+2.41* | 45.46+1.20° | 120.42+1.34° | 366.49+2.71° 309.66+2.24°

sonuclar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-e ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

TR 77705 ve TR 73572 cesitlerinde filizlenme iglemi ile SDG lignan
miktarlari mg dizeyinden pg dizeyine gerilemistir. TR 77705 TR ve 73572
cesitlerinin filizlerinin s6z konusu SDG lignan miktarlar1 arasinda 6nemli fark
bulunmaktadir (p<0,05). Bu veriler incelendiginde SDG lignan agisindan zengin
olan TR 77705 keten tohumunun soz konusu iceriginin filizlenme islemi ile
oldukca dustugu gorulmekle birlikte diger ceside nazaran daha yiksek oldugu
saptanmustir. Literattirde keten tohumu filizlerinde SDG lignan miktarlar ile ilgili
bir arastirmaya rastlanmamaistir.

3.7. Keten Tohumundan SDG Lignan Bilesiginin ASE 200 Cihazinda Kritik
Alt1 Su Ekstraksiyonu

Calismamizda keten tohumunun yapisindaki SDG lignan bilesiginin ASE
200 cihazinda en uygun kritik alt1 su ekstraksiyonu kosullarmin belirlenmesi
amaciyla materyal sekli, ekstraksiyon sicakhgi, ekstraksiyon siresi, basing, taze
¢c6zgen miktar: ve 6rnek miktar1 parametreleri denenmistir. Calisma sonucunda
asagida verilen bulgulardan da gorilebilecegi gibi en iyi ¢alisma materyalinin
yagi alinmig parca kispe oldugu belirlenmis ve ekstraksiyon isleminde etkin
faktorlerin ise ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon suresi ve 0rnek miktar: oldugu
saptanmistir.

3.7.1. Materyal seklinin etkisi
ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminde en uygun materyal

seklinin secimi icin 6gutulmis kuspe, tane keten tohumu ve parca kispe
orneklerine, materyallerin sicaklikla nasil bir degisim gosterecegini belirlemek
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amaciyla oncelikle cihazin ¢alistig1 en disik sicaklik olan 40°C’de ekstraksiyon
uygulanmstir (Cizelge 25).

Cizelge 25. ASE 200 cihazinda 40°C’de kritik alt1 su ekstraksiyonunda kullanilan materyal
sekilleri ve sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktérler
Faktor

Sicaklik Ekstraksiyon Basing Taze ¢6zgen Ornek

Materyal sekli
(°C) sresi (dak.) (psi) miktari (%) miktari (g)

eOgiitiilmiis kiispe
e Tane keten tohumu 40 15 1500 40 5

eParca kispe

v Oglitilmis keten tohumu kiispesi ile 40°C’de yapilan denemelerde keten
tohumunun icerdigi musilaj nedeniyle 6guttlmus kispenin suyla sisdigi ve yiksek
basincla da sikismasi nedeniyle ekstraksiyon haznesinde silindir seklinde kalip
olusturdugu (Sekil 23a) gorilmistur. Bu nedenle ekstraksiyon haznesi igindeki
suyun ekstrakt toplama sisesine gecisinin engellendigi ve buna bagl olarak
ekstrakt toplama sisesinde elde edilen ekstrakt miktarinin ¢cok az oldugu
gOzlenmistir. (Sekil 24a).

v' Tane keten tohumu ile 40°C’de yapilan denemelerde ekstraksiyon
sirasinda sistem i¢ basinci belirlenen degerde sabit kalmis ve ekstraksiyon
sonrasinda yumusak kalip halinde tane keten tohumu (Sekil 23b) ¢ikmistir. Bu
durum ekstraksiyon haznesi igindeki suyun ekstrakt toplama sisesine gecisini
biraz daha kolaylastirmis ve bu dogrultuda elde edilen ekstrakt miktarmin da
arttigr goralmastar (Sekil 24b).

v' Parca keten tohumu kispesi ile 40°C’de yapilan ekstraksiyon denemeleri
sonucunda Sekil 23c’de de goruldigl gibi parca keten tohumu kiispesinin suyla
sistiginde arada buyik bosluklar kaldig: ve bu bosluk hacimlerinin sicaklikla daha
da artmasi nedeniyle su ekstraktinin metal hazneden daha kolay ekstrakt toplama
sisesine aktarilabildigi ve buna bagh olarak da ahinan ekstrakt miktarinin daha
fazla oldugu gorulmuistir (Sekil 24c).
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Sekil 23. 40°C’de oOgutllmis kiispe (a), tane keten tohumu (b) ve parca kispenin (c)
ekstraksiyon sonrasindaki gorintmleri

Sekil 24. 40°C’de 6gltilmis kispe (a), tane keten tohumu (b) ve parga kiispenin (c) ekstraktlar:

Cizelge 25°de gosterilen sartlarda elde edilen ekstraktlarda HPLC-MS/MS
ile saptanan SDG lignan miktarlar1 Cizelge 26°da gosterilmektedir.

Cizelge 26. 40°C ekstraksiyon sicakhginda 6gutulmis kiispe, tane keten tohumu ve parca kispe
ekstraktlarmin SDG lignan miktarlar:

Materyal sekli SDG lignan miktarlari (mg/g)
Ogutulmis kiispe 0.010+0.00%
Tane keten tohumu 0.005+0.00"
Parca kiispe 0.013+0.00°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayni stitunda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 dizeyinde birbirinden farklidir (n=3)
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Yagsiz keten tohumu unlarinin yiksek miktarda SDG lignan igerdigi
(Cizelge 26) gbz Onune alindiginda, Cizelge 26’°da gorilen 40°C’de elde edilmis
ekstrakstlardaki SDG lignan miktarlarmin ¢ok disik oldugu ve parca kuspe
orneklerinde SDG lignan miktarmin 6gutilmis kiispeye gore biraz daha yuksek
oldugu gorulmektedir. 40°C denemelerde saptanan SDG lignan miktarmin ¢ok
dustk olmas: ve incelenen literaturlerde (Cacae and Mazza, 2006; Ho et al.,
2007) 120°C ve Uzerindeki sicakliklarda daha iyi verim ahindiginin gorulmesi
nedeniyle 120°C’de asagida belirtilen ekstraksiyon kosullarinda deneme
yapilmistir (Cizelge 27).

Cizelge 27. ASE 200 cihazinda 120°C’de kritik alti1 su ekstraksiyonunda kullanilan materyal sekli
ve sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktérler
Faktor

Sicaklik | Ekstraksiyon Basing Taze ¢6zgen Ornek

Materyal sekli
(°C) suresi (dak) (psi) yuzdesi (%) miktari (g)

eOgiitlilmus Kispe
e Tane keten tohumu 120 15 1500 40 5

eParca kiispe

ASE 200 cihazinda 6gutilmus kuspe ile 120°C’de yapilan denemelerde
ogutulmis kispenin metal hazne icinde kalip haline (Sekil 25) gelerek sistem i¢
basincini cihazin Ust basing sinirina olan 3000 psi degerine kadar yikselttigi ve
ekstraksiyon islemini engelledigi gorulmistir. Bu nedenle ASE 200 cihazinda
ogutulmis kispe ile 120°C ve Uzerindeki sicakliklarda calisilamayacagina karar
verilmis, tane keten tohumu ve parca kiispe drnekleri analize alinarak birbirleriyle
karsilastirma yapilmistir.

Sekil 25. 120°C’de oOgutllmis kispe (a), tane keten tohumu (b) ve parca kispenin (c)
ekstraksiyon sonrasindaki goranimleri
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Cizelge 27°de belirtilen kosullarda ekstraksiyon islemi uygulanan keten
tohumu ve parca kispe drneklerine ait 120°C’de elde edilen su ekstraktlarindaki
SDG lignan miktarlar1 Cizelge 28’de g0sterilmektedir.

Cizelge 28. 120°C ekstraksiyon sicaklhiginda tane keten tohumu ve parca kiispe ekstraktlarmin
SDG lignan miktarlar

Materyal sekli SDG lignan miktarlari (mg/g)
Tane keten tohumu 0.55+0.00°
Parca kiispe 0.83+0.00°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayn1 satirda farkh harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cizelge 28’de goruldugi gibi ekstraksiyon sicakligi 40°C’den 120°C’ye
yukseldiginde ekstraktlarin SDG lignan icerikleri de artris ve parca kiispe
ekstraklarmin SDG lignan iceriginin tane keten tohumundan daha ytksek oldugu
saptanmustir (p<0,05).

Sicaklik 20°C daha yukseltilerek 140°C’de yapilan denemelerde tane keten
tohumu ve parcga kispenin sicakliga karsi tepkisi incelendiginde ise, tane keten
tohumunun yapisindaki musilajin 140°C’de yapiskan bir dokuya donuserek (Sekil
26) ekstraktlarda yapiskan kolloidal bir fazin olusmasina (Sekil 27), metal
haznelerde sizmaya ve sistem i¢ basincinin ¢ok fazla yikselmesine neden oldugu
gorulmustr.

14,0°C

Sekil 26. 140°’de tane keten tohumunun ekstraksiyon sonrasi gérinim
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Sekil 27. 140°C’de tane keten tohumu ekstraktlar:

Bu denemeler sonucunda, ASE 200 cihazinda kritik alt: su ekstraksiyonu
calismasinda tane keten tohumu ve o6gutilmis kispe ile c¢ahisilamayacag:
sonucuna varilmis olup, bundan sonraki denemelere parca kispe ile devam
edilmesine karar verilmistir.

3.7.2. Ekstraksiyon sicakhgimn etkisi

Kritik alt1 su ekstraksiyonu igleminde sicaklik keten tohumunun yapisindaki
baglar1 kirip suyun yayilma gucinl ve seciciligini artirmaktadir (Cam ve Higil
2009). Calismamizin bu asamasinda ASE 200 cihazinda, sicaklhik degerleri
baslangi¢ olarak 120°C secilmis ve faktor seviyeleri 20°C artirilarak parca kiispe
orneklerinin 120, 140, 160 ve 180°C sicakliklarda ekstraksiyonu yapilmistir.
Sicakligin ekstraksiyon islemi Uzerine etkisini belirlemek amaciyla sicaklik
faktori seviyeleri degistirilirken diger faktorler sabit tutulmustur. Bu asamada
kullanilan sicaklik seviyeleri ve sabit tutulan faktorler Cizelge 29°da verilmistir.
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Cizelge 29. ASE 200 cihazinda kritik alti su ekstraksiyonunda kullanilan sicakliklar ve sabit
tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktorler
Faktor
Sicaklik(°C) Materyal Ekstraksiyon Basing Taze ¢dzgen Ornek

stiresi (dak) (psi) yiizdesi (%) miktari (g)

120 Parca 15 1500 40 5
140 kispe

160

180*

* En etkin seviye

Sekil 28’de parca keten tohumu kispesinin ekstraksiyon sonrasi farkl
sicakliklarda fotograflari gorulmektedir.  Ekstraksiyon sicakligi 120°C’den
160°C’e arttirildikga kiispe parcalari daha fazla sismekte ve ara bosluklar
artmaktadir, bu da ekstraksiyon islemi sirasinda 1500 psi basincin sabit kalmasini
saglamaktadir. 180°C’de ise kiispe parcgalari sicaklik ve basing nedeniyle cok fazla
ufalansa da birbirlerine yapismis formda olmadiklar: igin 1500 psi ekstraksiyon
basincinin yine sabit kaldigi gortlmektedir. 120, 140, 160 ve 180°C’lerde elde
edilen ekstraktlarin gérinimi incelendiginde, 120°C de alinan ekstraktlar seffaf
renkte iken sicakhk arttikca su ekstraktlarinin renginin koyu kahverengiye
dondugu gortlmektedir (Sekil 29). Benzer durumun literatiirde bazi ¢alismalarda
da bulundugu saptanmis ve olusan kahverengi rengin fenolik bilesiklerin
oksidasyonundan ileri geldigi bildirilmistir (Alonso-Salces et al., 2001; Cam ve
Hisil, 2009).

Ao

140

160 c

180 °c

Sekil 28. 120°C, 140°C, 160°C ve 180°C’de Sekil 29. 120°C, 140°C, 160°C ve 180°C’de
ekstraksiyon sonrasi parga kuspeler parca kispe ekstraktlar
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Ekstraksiyon sicakliginin degisimine bagli olarak ekstraktlarin SDG lignan
miktarlar1 Cizelge 30’da gosterilmektedir.

Cizelge 30. Parca keten tohumu kispesi orneklerinden farkli sicakliklarda elde edilen su
ekstraktlarmin SDG lignan igerikleri

Ekstraksiyon sicakhklar (°C) SDG lignan miktarlari (mg/g)
120 0.83+0.00%
140 2.20+0.03"
160 4.87+0.10°
180 12.94+0.30°

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-d ayni sttunda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cizelge 30’da goruldigi gibi, parca keten tohumu kispesi drneklerinden
elde edilen su ekstraktlarinin SDG lignan igerikleri ekstraksiyon sicaklig: arttikga
artmaktadir. En yiksek SDG lignan miktar1 180°C’de elde edilen ekstraktlarda
saptanmis olup bu miktar ile diger sicakhiklardaki ekstraklarda elde edilen SDG
lignan miktarlart arasindaki fark istatistiksel anlamda Onemli bulunmustur
(p<0,05). Sonug olarak bir sonraki asama olan ekstraksiyon stresi denemesi igin
180°C ekstraksiyon sicaklig: sabit faktor olarak segilmistir.

Cacae and Mazza (2006) keten tohumundan SDG lignan bilesigini kritik alt1
su ile ekstrakte etmek icin pilot tipi dizenek ile yaptiklari ¢aligmada, 100°C,
120°C, 140°C ve 160°C sicaklik degerlerini kullanmiglar ve sicaklik yikseldikge
SDG lignan miktarminin arttigin1  saptamislardir. Ayni cihazla yapilan diger bir
caligmada ise 0gutulmis keten tohumu kiispesinden SDG lignan bilesigini kritik
alt1 su ile ekstrakte etmek icin 130°C, 160°C ve 190°C sicaklik degerleri denemis
ve en yiksek SDG lignan miktart 160-190°C araliginda saptanmistir (Ho et al.,
2007).

3.7.3. Ekstraksiyon siresinin etkisi
ASE 200 cihazinda parca keten tohumu kispesinden SDG lignan bilesiginin

kritik alt1 su ile ekstraksiyonu isleminde ekstraksiyon siresinin etkisini saptamak
amaciyla 15, 30, 60 ve 90 dak. parametreleri denenmistir (Cizelge 31).
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Cizelge 31. ASE 200 cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonunda kullanilan ekstraksiyon sireleri ve
sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktorler
Faktor

Ekstraksiyon Materyal Sicaklik (°C) Basing Taze ¢0zgen Ornek
suresi (dak.) (psi) yuzdesi (%) miktari (g)

15*

30 Parca

60 kiispe 180 1500 40 5

90

* En etkin seviye

Kispe parcalarinin 15, 30, 60 ve 90 dak. ekstraksiyonu sonrasinda ¢ekilen
fotograflar incelendiginde, ekstraksiyon siresi arttikca kispe parcalarmin
kekleserek seklini korudugu gorilmekle birlikte her parganin partukullt bir
yapiya donistigl gorilmektedir (Sekil 30). Bu partiktller gevsek yapida oldugu
icin ekstraksiyon stireleri boyunca ASE 200 cihazinda 1500 psi basing degeri sabit
kalmistir. S0z konusu ekstraksiyon sirelerinde elde edilen ekstraktlarin
fotograflari ise Sekil 31°de gOsterilmektedir.

Sekil 30. Parca kuspe ekstraktlarinin 180°C’de 15, 30, 60 ve 90 dak. seviyelerinde ekstraksiyon
sonrast gortnumleri
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Sekil 31. Par¢a kiispe ekstraktlarinin 180°C’de 15, 30, 60 ve 90 dak. seviyelerdeki ekstraktlari

Degisen ekstraksiyon surelerine gore ekstraktlarin SDG lignan icerikleri
Cizelge 32’de gosterilmektedir.

Cizelge 32. Parca keten tohumu kiispesi 6rneklerinden farkl: ekstraksiyon stirelerinde elde edilen
su ekstraktlarmin SDG lignan icerikleri

Ekstraksiyon sureleri (dak.) SDG lignan miktarlar: (mg/g)
15 12.90+0.30°
30 10.63+0.31°
60 8.44+0.16°
90 8.43+0.21°

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-c ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cizelge 32’den gorildugu gibi, 15 dak. ekstraksiyon yapilmig parca kispe
ekstraktlarimin en yiuksek miktarda SDG lignan icerdigi saptanmis olup 30 ve 60
dak. ekstraksiyon slrelerinde elde edilen ekstraktlar ile arasinda 6nemli fark
bulunmustur (p<0,05). Ekstraksiyon suresi arttikga su ekstraktlarindaki SDG
lignan miktarimin azaldigi goOrulmistir. Bu azalmanin, keten tohumunun
yapisindaki SDG lignan bilesiginin ekstraksiyon slresinin uzamasina (15 dak.’dan
90 dak.’ya dogru) baghh olarak daha uzun sire 1s1 muamelesine maruz
kalmasindan dolay: olabilecegi dusuntlmektedir. Ayrica, ekstraksiyon siresinin
uzamasina bagh olarak kiispe pargalarinin kekleserek bir kalip olusturmasi
nedeniyle suyun materyal icine yeterince nifuz edemedigi ve bundan dolayi
ekstraksiyon isleminin olumsuz etkilendigi distintilmektedir.
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Cacae ve Mazza (2006) pilot tipi diizenekte tane keten tohumu ile yaptiklar:
kritik alt1 su ekstraksiyonu ¢alismasinda, 140°C’de 60-80 dak. arasinda en yuksek
SDG lignan miktarin1 elde ettiklerini belirtmislerdir. Ayni cihazla yapilan bir
diger calismada ise, 6gutilmis keten tohumu kuspesi kullanilmis ve en yiksek
SDG lignan miktarlarmnin 160°C’de 100 dak. ve 190°C’de 30 dak. surelerde elde
edildigi bildirilmistir (Ho et al. 2007).

3.7.4. Basincin etkisi

Kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminde basincin islevi suyu ekstraksiyon
sicakliginda sivi halde tutmaktir (Palma et al., 2001). Calismamizda ASE 200
cihazinda 1500 ve 2000 psi basing degerleri denenmistir. Bu asamada kullanilan
basing seviyeleri ve sabit tutulan faktorler Cizelge 33’de verilmistir.

Cizelge 33. ASE 200 cihazindaki kritik alti su ekstraksiyonunda kullanilan ekstraksiyon
basinglari ve sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktorler
Faktor
. Sicaklhik Ekstraksiyons | Taze ¢bzgen Ornek
Basing (psi) | Materyal C) resi (dak) | yizdesi (%) | miktan (g)
1500* Parca 180 15 40 5
2000 kiispe

* En etkin seviye

Denemeler sirasinda, ASE cihazinin 1500 psi basin¢ degerinde normal
olarak c¢alismasmi sirdirdigt ve sonlandirdigi gozlenirken, 2000 psi basing
degerinde islem sonunda cihazin i¢ basincmin dismesi oldukga uzun zaman
almistir. Ekstraktlardaki SDG lignan miktarlar1 Cizelge 34°de gorulmektedir.

Cizelge 34. 1500 ve 2000 psi basinglarda elde edilen su ekstraktlarindaki SDG lignan miktarlari

Basing (psi) SDG lignan miktarlar: (mg/g)
1500 12.92+0.27°
2000 11.51+0.13"

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayn1 sttunda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)
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Cizelge 34’den goruldigi gibi, elde edilen ekstraktlarin SDG lignan
miktarlart 1500 psi basingta 2000 psi basinca gore daha ylksek saptanmistir
(p<0,05). Literatirde taranan ASE c¢alismalarin ¢ogunda basing faktoru sabit
degerde tutulmus ve 1500 psi basing degeri kullanilmistir (Ju ve Howard, 2005;
Herrero et al., 2005; Rodriguez-Meizoso et al., 2006; Monrad et al., 2010). Kritik
alt1 su ekstraksiyonu isleminde basincin daha yuksek degerlerde olmasinin
ekstraksiyon verimine herhangi bir etkisinin olmadigmi belirten ¢alismalar da
bulunmaktadir (Li et al., 2006; Luthria, 2008; Cam ve Hisil, 2009).

3.7.5. Taze ¢dzgen miktarmin etkisi

ASE 200 cihazinda ekstraksiyon suresinin bitiminde ekstraksiyon isleminin
yapildigr metal haznenin igine taze ¢ozlcl puskirtme imkanit mevcuttur. Taze
¢ozgen miktar: ekstraksiyon haznesinin hacminin %5-150’si kadar olabilmektedir.
Ekstraksiyon suresi sonunda ekstrakt, ekstrakt toplama sisesine alinmaya baslanir
bu arada statik valf agilir ve metal haznesinin kapasitesinin (33 ml) belirlenen
yuzdesinde sisteme tekrar taze su verilir. Calismada 3 farkli seviyede taze ¢ozgen
miktart denenmis olup bu seviyeler ve sabit tutulan faktorler Cizelge 35°‘de
gosterilmektedir.

Cizelge 35. ASE 200 cihazindaki kritik alti su ekstraksiyonunda kullanilan taze ¢dzgen miktarlar:
ve sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktorler
Faktor
Taze ¢0zgen Materval Sicaklik Ekstraksiyon B(asslir;g Ornek
miktar1 (%) Y (°C) stiresi (dak.) P miktari (g)
> arca
40* pee 180 15 1500 5
100 P

* En etkin seviye

%5, 40 ve 100 taze ¢ozgen miktarlar: kullanilarak elde edilen ekstraktlarin
SDG lignan icerikleri Cizelge 36°da g0Osterilmektedir.
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izelge 36. %5, 40 ve 100 oranlarinda taze ¢6zgen miktart kullanilarak elde edilen su
g ¢ozg
ekstraktlarindaki SDG lignan miktarlar:

Taze ¢bzgen yluzdesi (%) SDG lignan miktarlar: (mg/g)
5 12.44+0.27°
40 12.92+0.28°
100 12.63+0.28°

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayn1 sttunda farkl: harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cizelge 36’dan goruldigt gibi elde edilen ekstraktlarin SDG lignan
icerikleri taze ¢6zgen miktarlarina gore farklhilik gdstermemektedir (p>0,05). Bu
nedenle taze ¢ozgen miktar: faktéri bundan sonraki denemelerde, bundan dnceki
denemelerde de kullanilmis olan %40 taze ¢tzgen miktar: alinacaktur.

Literaturde yapilan taramalarda Cam ve Hisil (2009) cahismalarinda taze
¢cozgen miktarmin ekstraksiyon islemini etkilemedigini belirtirken, bazi
caligmalarda taze ¢6zgen miktar1 bir faktor olarak ele alinmamis ve sabit degerler
kullanilmigtir (Ju and Howard, 2005; Herrero et al., 2005; Rodriguez-Meizoso et
al., 2006; Monrad et al., 2010).

3.7.6. Ornek miktarmn etkisi

ASE cihazinda kritik alt1 su ekstraksiyonu isleminde Ornek miktarinin
arttirillmasinin SDG  lignan bilesiginin ekstraksiyonuna etkisinin saptanmasi
amaciyla 5 ve 10 g parca kispe 6rnekleri materyal olarak kullanilmistir (Cizelge
37).

Cizelge 37. ASE 200 cihazindaki kritik alt1 su ekstraksiyonunda kullanilan érnek miktarlar1 ve
sabit tutulan faktorler

Degistirilen Sabit tutulan Faktorler
Faktor
Ornek miktar Materyal Sicaklik Ekstraksiyon Basing | Taze ¢Ozgen
(9) (°C) stiresi (dak.) (psi) yiizdesi (%)
5* Parca
10 kilspe 180 15 1500 40

* En etkin seviye

Elde edilen su ekstraktlarinin SDG lignan icgerikleri Cizelge 38’de
gosterilmektedir.
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Cizelge 38. 180°C’de 5 ve 10 g 6rnek miktar1 kullanilarak elde edilen ekstraktlardaki SDG lignan

miktarlar

Ornek miktar (g) SDG lignan miktarlari (mg/g)
5 12.94+0.28°
10 7.30+0.11°

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayn1 sutunda farkl: harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Cizelge 38’den goruldigl gibi, elde edilen ekstraktlarin SDG lignan
icerikleri 5 g parca kuspe kullanildiginda daha yiksek saptanmistir (p<0,05).
Metal hazne igindeki 6rnek miktarinin artmasi fakat ¢6zgen miktarinin ayni
olmasi nedeniyle kispe/su orani artmakta bu da SDG lignan bilesiginin
ekstraksiyonunu zorlastirmaktadir. Luthria (2008) yaptigi calismalarda 6rnek
miktarmin 6nemli bir faktor oldugunu ve optimize edilmesi gerektigini bildirmis,
Alonso-Salces et al. (2001) ve Li et al. (2006) ise 6rnek miktarmin bir faktor
olarak 6nemli olmadigmni bunun yerine 6rnek/¢ozicli oranmnin daha onemli bir
faktor oldugunu belirtmiglerdir. Cam ve Hisil (2009) ise calismasinda 6rnek
miktarinin etkin bir faktor olmadigmi saptamis olup mumkin oldugunca 6rnegi
iyi temsil edecek ve alinan ekstraktlarin da ilgili bilesenler agisindan konsantre
oldugu uygun bir 6rnek miktarmin secgilmesi gerektigini belirtmistir. Bazi
calismalarda ise 6rnek miktar: sabit degerde tutulmustur (Ju and Howard, 2005;
Herrero et al., 2005; Rodriguez-Meizoso et al., 2006; Monrad et al., 2010).

Calismanin buraya kadar olan kisminda, ASE 200 cihazinda keten
tohumunun yapisinda bulunan SDG lignan bilesiginin kritik alt1 su ekstraksiyonu
isleminde etkin faktorlerin belirlenmesi ¢calismasinda, etkin faktorler; ekstraksiyon
sicakligi, ekstraksiyon suresi ve 6rnek miktari olarak belirlenmistir. Parca kiispede
en yiksek SDG lignan miktar1 12.94 mg/g kuspe olarak 5 g materyal kullanilarak
180°C sicakhkta ve 15 dak. ekstraksiyon siresinde elde edilmistir (Cizelge 30).
Bu veriler dogrultusunda, kritik alti1 su ekstraksiyonunda ekstraksiyon verimine
ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon suresininin etkisini daha iyi saptamak icin
ASE 200 cihazinda yeniden ¢esitli ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon suresi
seviyelerinde ekstraktlar elde edilerek, bu ekstraktlardaki SDG lignan miktarlar:
saptanmistir.
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3.7.7. Etkin faktorler arasindaki etkilesim

15 dak. ekstraksiyon siresinde, parca kispeden SDG lignan bilesigi en
yuksek 180°C sicaklikta elde edilmis olup ikinci en ylksek degere 160°C
sicaklikta ulasilmistir. Bu nedenle 160°C sicaklikta gergeklestirilen kritik alti su
ekstraksiyonu islemi, 15 dak. olan ekstraksiyon suresi arttirilarak 30 ve 60 dak.
surelerde de tekrarlanmistir (Cizelge 39). 180°C sicaklikta en yiiksek SDG lignan
bilesigi 15 dak. seviyesinde bulunmustur ve ekstraksiyon siresinin artmasiyla elde
edilen SDG lignan miktarmin azaldigi saptanmistir. Ekstraksiyon siresinin
azaltilmasmin etkisini  de belirlemek amaciyla 180°C sicaklikta 5 dak.
ekstraksiyon suresi de denenmistir (Cizelge 41). Ayrica ASE cihazinda, 160 ve
180°C arasinda kalan 170°C sicaklik seviyesinde de 5, 15, 30 ve 60 dak.
ekstraksiyon strelerinde kritik alt1 su ekstraksiyonu islemi yapilmistir (Cizelge
40).

Cizelge 39. 160°C ekstraksiyon sicakhiginda elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon siiresi
seviyelerinde SDG lignan miktarlari

Ekstraksiyon sureleri (dak.) SDG lignan miktarlari (mg/g)
15 7.61+0.17°
30 9.41+0.17°
60 13.73+0.28°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-c ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Parca kuspeden 160°C ekstraksiyon sicakhiginda 15, 30 ve 60 dak.
ekstraksiyon surelerinde elde edilen ekstraktlarin SDG lignan miktarlar:
ekstraksiyon suresi arttikga artmaktadir. Su ekstraktlarindaki en yiksek SDG
lignan miktar1 60 dak. ekstraksiyon siresinde 13,73 mg/g olarak elde edilmis olup
60 dak. ile diger ekstraksiyon sureleri arasindaki fark Onemli bulunmustur
(p<0,05).
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Cizelge 40. 170°C ekstraksiyon sicakhiginda elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon suresi
seviyelerinde SDG lignan miktarlart

Ekstraksiyon sureleri (dak.) SDG lignan miktarlari (mg/g)
5 7.63+0.20°
15 12.60+0.27°
30 12.32+0.29"
60 11.20+0.17¢

sonuglar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-c ayni sttunda farkl harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Parca kispeden 170°C ekstraksiyon sicakhiginda 5, 15, 30 ve 60 dak.
ekstraksiyon sirelerinde elde edilen ekstraktlarin SDG lignan miktarlar: 15 dak.
strede en yuksek diizeye ulastiktan sonra azalmaya baslamistir. 15 ve 30 dak.
ekstraksiyon sureleri arasinda istatistiksel agcidan 6énemli bir fark bulunmaktadir
(p>0,05).

Gizelge 41. 180°C ekstraksiyon sicaklikliginda elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon siiresi
seviyelerinde SDG lignan miktarlari

Ekstraksiyon sureleri (dak.) SDG lignan miktarlarr (mg/g)
5 10.32+0.27°
15 12.94+0.33"
30 10.63+0.20°

sonuclar (tstandart sapma degeri) olarak verilmistir
a-b ayn1 sttunda farkli harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir (n=3)

Parca kuspeden 180°C ekstraksiyon sicakhginda 5, 15 ve 30 dak.
ekstraksiyon sirelerinde elde edilen ekstraktlarin SDG lignan miktarlari da 15
dak. strede en yiiksek duzeye ulasmistir ve diger ekstraksiyon sireleri ile arasinda
onemli fark saptanmistir (p<0,05).

160, 170 ve 180°C ekstraksiyon sicakliklarinda en yiksek SDG lignan
miktarlar1 sirasiyla 60, 15 ve 15 dak. ekstraksiyon sirelerinde elde edilmistir.
Kisa ekstraksiyon suresi goz o©nunde bulunduruldugunda 170°C ve 180°C
ekstraksiyon sicakliklarinda elde edilen ekstraktlarin SDG lignan miktarlar:
birbirileriyle Kkarsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel bir fark olmadigi
gorulmaistir (p>0,05). Bu veriler dogrultusunda ASE 200 cihazinda parca
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kiispeden en ylksek SDG lignan bilesiginin kritik alti su ile eldesi i¢in en uygun
ekstraksiyon sicakligi 170°C ve ekstraksiyon siresi 15 dak. olarak saptanmistir.

Cahsmamizda, ASE 200 cihazinda en uygun ekstraksiyon sicakligi ve
ekstraksiyon suresi kosullarinda SDG lignan bilesiginin  kritik alti  su
ekstraksiyonu verimi, materyal olarak segilen TR 77705 keten tohumu gesidinin
yagr alinmis kuspesinde hesaplanmistir. Cizelge 42°de kuspeden kimyasal
yontemle metanol ¢ozeltisi ile ve ASE 200 cihazinda kritik alti su ile 170°C ve 15
dak. strede elde edilen ekstraktlardaki SDG lignan miktarlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 42. Parca kiispeden metanol ekstraksiyonu ve kritik alt1 su ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktlardaki SDG lignan miktarlar:

Ekstraktlar SDG lignan miktarlar: (mg/g)
Metanol ekstrakti 17.83+0.28
Kritik alt: su ekstrakti 12.60+0.27

sonuclar (xstandart sapma degeri) olarak verilmistir

Kispede kimyasal yontemle (metanol ile) ekstrakte edilen SDG lignan
miktar1 17,83 mg/g iken ASE 200 cihazinda elde edilen su ekstraktlarinda SDG
lignan miktar1 12,60 mg/g olarak saptanmistir. Bu durumda parca kiispeden SDG
lignan bilesiginin ASE 200 cihazinda cihazinda kritik alti su ile ekstraksiyon
verimi %69.63 olarak belirlenmistir.
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4. SONUC ve ONERILER

Arastirma sonucunda, keten tohumunun igerdigi s6z konusu biyoaktif
bilesikler tzerine kulturel cesitliligin etkisi 6nemli bulunmustur. Cesitlerimiz
arasinda TR 77705 yerel cesidinin diger cesitlere kiyasla yiksek toplam fenolik
madde ve SDG lignan igerdigi, TR 73572 yerel tescilli cesidimizin ise toplam
flavonoid, toplam yag, doymamis yag asidi ve o-linolenik asit igeriginin daha
yuksek oldugu belirlenmistir.

TR 77705 ve TR 73572 keten tohumu cesitlerinin filizlerinin biyoaktif
bilesik icerigine filizlenme suresinin ve kulturel cesitliligin etkisi 6nemli
bulunmustur. Filizlendirme iglemi ile keten tohumlarinin toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid miktarlar: yiiksek oranda artarken, toplam yag ve SDG lignan
iceriklerinde 6nemli diizeyde dusme saptanmustir. Filizlendirme islemi suresince
ise filizlerin doymamis yag asidi ve a-linolenik asit iceriklerinde énemli disme
oldugu belirlenmistir. Her iki cesit icin de filizlerin 5. ginde doymamis yag asidi,
a-linolenik asit ve toplam yag icgerikleri en yiiksek duizeyde bulunurken, 13 gunlik
filizlerin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktari agisindan daha zengin
oldugu gorulmustir. Genel olarak TR 77705 cesidinin filizlerinin toplam
flavonoid, doymamis yag asidi ve o-linolenik asit icerigi acisindan zenginligi
dikkat cekerken, TR 73572 ¢esidinin filizlerinin ise toplam fenolik madde miktar1
acisindan daha zengin oldugu saptanmistir.

Keten tohumunun yapisindaki SDG lignan bilesiginin ASE 200 cihazinda
kritik alt1 su ekstraksiyonu islemini etkileyebilecek faktOrler olarak materyal
sekli, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon suresi, basing, taze ¢6zgen miktar: ve
ornek miktar1 parametreleri denenmistir. Denemeler sonucunda en iyi ¢alisma
materyalinin yagi alinmis parca kuspe oldugu belirlenmis olup, ekstraksiyon
isleminde etkin faktorler ise ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siresi ve 6rnek
miktar: olarak saptanmustir. Parga keten tohumu kispesinden kritik alti su ile SDG
lignan bilesiginin ekstraksiyonunda en yuksek ekstraksiyon verimi; 5 g 0rnek,
170°C sicaklik, 15 dak. ekstraksiyon suresi, 1500 psi basing ve %40 taze ¢6zgen
miktar: kullanilan ¢alisma kosullarinda %69.63 olarak saptanmistir.
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Bu arastirmada elde edilen bulgular dogrultusunda;

v' biyoaktif bilesiklerce zengin olan TR 73572 ve TR 77705 keten tohumu
cesitlerinin kultlr olarak yetistirilmesi, bu cesitlerin ve drinlerinin Glke
icinde ve disinda satisa sunumunun saglanmas: ve fonksiyonel gidalarda
bu gesitlerin kullanilmasinin tesvik edilmesi,

v’ keten tohumu filizlerinin; taze olarak tiiketilmek (izere piyasaya sunulmasi,

gida sektdrtinde fonksiyonel gidalarin icerisine katilmasi

ile insanlara yeni drunler sunularak Ulke insanmin beslenmesine katkida
bulunulacagi ve ulke ekonomisine genis bir alanda 6nemli bir arti deger

katilacag: disunulmektedir. Ayrica,

v' kritik alt1 su ekstraksiyonu ile elde edilecek SDG lignanin antioksidan,
antibakteriyel, antiviral ve antifungal Ozelliklerinden dolay: gida
endistrisinde  dogal antioksidan ve antimikrobiyal olarak 6nemli bir

kullanim alanina sahip olabilecegi distunulmektedir.

S6z konusu arastirmanin devaminda yerel keten tohumu cesitlerimizde
bulunan fenolik asit ve flavonoid bilesiklerinin tanimlanmas: ve bunlarin ceside
gOre degisimlerinin saptanmasi yararli olacaktir. Ayrica baska filizlendirme
kosullar1 da denenerek bu kosullarin filiz kalitesine ve filizin biyoaktif bilesik
icerigine etkisi ile ilgili calismalar da yapilmalidir. Gergeklestirilen arastirma ve
bunun devaminda yapilacak calismalarla keten tohumunun anavatani sayilan
ulkemizde bu konudaki tarimin ve sanayiinin 0nld agilacak tiketici agisindan

fonksiyonel gida cesitliligine de katkida bulunulacaktir.
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