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1.1.1.1.1 SIMGE LISTESI

A Absorbans

c Konsantrasyon

Ke Celsius derecesi

1 Isik yolu

g Gram

[] Konsantrasyon miktari
L Litre

ug Mikrogram

mg Miligram

ng Nanogram

nm Nanometre

ul Mikrolitre

ml Mililitre

ppm Milyonda kisim

€ Molar absorptivite katsayisi
S Standart sapma

% Yiizde

% S Varyans katsayisi

d" n.Tirev

v -



1.1.1.1.2 KISALTMA LISTESI

Abs
BHA
BHT
CA
CAC
DMSO
EC
EDTA
FDA
NDGA
PG
TBHQ
TGKY
Vis
uv

Absorbans

Butillendirilmig hidroksi anisol
Butillendirilmig hidroksi toluen
Sitrik asit

Uluslararars1 Gida Kodeks Komisyonu
Dimetilsiilfoksid

Avrupa Gida Kodeks Komisyonu
Etilen diamin tetra asetik asit
ABD Gida ve Ilac¢ Idaresi
Nordihidroguairatik asit

Propil gallat

Tersiyer butil hidrokinon

Tiirk Gida Kodeksi Y 6netmeligi
Gortiniir

Ultraviyole
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OZET

Antioksidanlar; gidalarda oksidatif bozulmay1 dnleyen veya geciktiren bilesiklerdir. Dogal ve
sentetik olmak tizere ikiye ayrilir. BHA ve BHT giinliik hayatta gidalarda kullanilan sentetik
antioksidanlardir. Bu calismada BHA ve BHT’nin tayini ic¢in spektrofotometrik ydntem
gelistirildi. Elde edilen bulgular HPLC yontemi ile karsilagtirild.

BHA ve BHT’nin birarada bulundugu sakizlarda bu maddelerin 6n ayirma yapmaksizin
kantitatif analizi i¢in tiirev spektrofotometrik bir yontem gelistirildi ve First White sekersiz
sakiz 6rnegine uygulandi. BHA ve BHT nin absorpsiyon pikleri ¢cakigsmaktadir. Bu nedenle
iist lste cizilen absorpsiyon piklerinde BHA ve BHT’nin absorpsiyon degerlerinden
faydalanarak tayinleri yapilamamaktadir. Yapilan literatlir arastirmasi sonucunda bu iki
antioksidanin birarada tayini i¢in spektrofotometrik bir yonteme rastlanmadi.

Spektrofotometrik yontemin gelistirilmesi amaciyla BHA ve BHT nin metanolde hazirlanan
¢ozeltilerinin absorpsiyon ve birinci derece tlirev spektrumlart alindi. Bunlar arasinda birinci
derece tlirev spektrumunun bu iki antioksidanin birarada tayini i¢in uygun spektrum oldugu
saptand1. Bu spektrumda BHA nin 292 nm’de, BHT nin ise 304 nm’de birinci derece tiirev
absorbansi 0°dir. Bu bakimdan bu iki antioksidani igeren karigimin metanoldeki ¢ozeltisinin
bu dalga boylarindaki birinci derece tiirev absorbans degerleri (‘D) &lgiilerek her birinin
miktar1 digerinin etkisi olmaksizin tayin edildi.

BHA i¢in 5-25 pg/ml , BHT i¢in ise 20-100 pg/ml konsantrasyon araliklarinda hazirlanan
standart ¢ozeltilerin 'D degerleri Olciilerek her iki antioksidan i¢in 6lgii egrileri olusturuldu.
Bu egrilere ait dogru denklemleri en kiiciik kareler yontemiyle hesaplandi. Gelistirilen yontem
First White sekersiz sakiz 6rnegine uygulandi.

Bulunan degerlerin kiyaslanmasi amaciyla HPLC yontemi de oOrnege uygulandi. HPLC
yonteminde BHA i¢in 20-100 pg/ml, BHT igin ise 5-25 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
hazirlanan standart ¢ozeltileri kullanilarak her iki antioksidan icin 6l¢ii egrileri olusturuldu.
Bu egrilere ait dogru denklemleri en kiiciik kareler yontemiyle hesaplandi.

Elde edilen bulgular dogruluk ve presizyon yoniinden t ve F testleri yardimiyla %95
giivenirlik diizeyinde istatistiksel olarak karsilagtirildi. Presizyon arasindaki fark anlamli
degildir. Standart Egri 1 yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar ile HPLC yontemi
arasindaki sonuglarin ortalamalari arasinda anlamli derecede fark olmadigi goriildii. Bu
yontem sakizlarda BHA tayininde laboratuarda tercihen kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: BHA, BHT, 1. derece tiirev spektroskopisi, standart katma yontemi,
HPLC
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ABSTRACT

Antioxidants play important roles like preventing the oxidative degradation and delaying
action components. They can be classified of natural and synthetic. BHA and BHT are
synthetic antioxidants that they are widely used in food industry. In this study, one analytical
method was proposed to determine the BHA and BHT which is spectrophotometric method
and acquired results were compared with HPLC method.

A derivative spectrophotometric method is developed for quantitative analysiz without pre-
separation for chewing gums which include BHA and BHT together. And, it was applied at
First White” gum. The BHA and BHT absorption peaks are overlapped. For this reason, BHA
and BHT analysiz were not determined by using absorption values. In literature research,
there is no a spectrophotometric method which two antioxidants are analyzed together.

To develop the spectrophotometric method, BHA and BHT’s solutions were prepared in
methanol. Then, the absorption spectra were taken and first derivative spectra measured of the
solutions. The best spectra is “first order derivative spectra” to measure these antioxidants
together. The absorption peak of BHA was 292 nm, for BHT was 304 nm and first order
derivative absorbance was “0”. From this point, the quantity of each antioxidants was
determined together without other as measuring the first order derivative absorbance values
on these wavelenghts.

Some calibration curve was formed by using 'D values on these concentration intervals of
BHA in 20-100 pg/ml and BHT in 5-25 pg/ml. The equations of these curves were calculated
by “least squares method”. And, this developed method was applied for “First White” gum
sample. Standard addition method and HPLC method were also applied for sample.

HPLC method was used to compare these values. For each antioxidants, some calibration
curves were formed on standard interval concentration for BHA in 20-100 pg/ml and BHT in
5-25 pg/ml.

The obtained results by these methods were statisticaly compared at 95% confidence level
using t and F tests.There was no significant difference between the mean precisions. It has
seen that results between which were had using Standard Curve 1 method and HPLC method
average was not meanly different. This method can preferably use in laboratory for BHA
determination in gum.

Key Words: BHA, BHT, first order derivative spectroscopy, standart addition method, HPLC



1. GIRIS

Havadaki oksijen, gida maddesini meydana getiren karbonhidrat, yag ve proteinlere etki
ederek, tadinin ve kokusunun bozulmasina neden olur. Antioksidan kullanimi yag ve yagh
gidalarin yiikseltgenmesini geciktirmek i¢in en etkili yontemlerden biridir. Antioksidanlar
kendileri de genellikle yiikseltgenebilen maddeler olup, radikalik zincir tepkimesini kesintiye

ugratici rol oynamaktadir.

Yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar yiiksek kararliliga sahip olup etkili ve
ucuzdur. Fakat zehirliligi ve yan etki yaratmalar1 konusunda bazi siipheler vardir. Tim diger
sentetik gida katki maddeleri gibi, antioksidanlarin da dogal kaynaklardan elde edilmis

olanlarinin kullanilmasi seklinde bir egilim gosterir.

Antioksidanlar dogal olarak, pek ¢ok yagl tohumda, ot ve baharatta bulunur. Baharatlar ve
otlar lezzet katmanin disinda koruyucu Ozellikleri nedeniyle de yillar boyunca
kullanilmiglardir. Dogal kaynaklardan antioksidan maddelerin ekstraksiyonu, izolasyonu ve
bunlarin aktivitesinin oOlg¢iilmesi amaciyla yapilan calismalardan 6nemli sonuclar elde
edilmistir. Canlilarda kimyasal prosesler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina
neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile kolayca
reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar verebilir. Antioksidanlar serbest
radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag yaparak) hiicrelere zarar vermelerini Onlerler.Bu
ozellikleriyle hiicrelerin anomalilesme, sonug olarak tiimor olusturma risklerini azalttiklart
gibi, hiicre yikimini da azalttiklar i¢in, daha saglikli ve yashilik etkilerinin minimum oldugu

bir yasam ile yasama sansimizi yiikseltirler.

Oksidasyon; ‘viicudun paslanmasi’ anlamina gelir. Oksidasyonun en Onemli nedeni ise,
viicudumuzda olusan veya disaridan aldigimiz serbest radikallerdir. Iste bu noktada
antioksidanlara tanim olarak deginebiliriz. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek
viicudun onlardan etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglar.Genis ifadeyle
antioksidanlar, oksijen ile reaksiyona girerek gidalar igindeki olumsuz etkilerini engelleyen
maddeler olarak tanimlanabilirler. Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu (CAC) nin
taniminda ise antioksidanlar gidada yagin acilagsmasi ve renk degisimleri gibi oksidasyon
reaksiyonlar1 sonucunda olusan bozulmalar1 dnleyerek raf omriinii uzatan maddeler olarak

ifade edilmektedir.



Pek ¢ok gida maddesinin bozulmasinin énemli bir kaynaginin oksijen oldugu bilinmektedir.
Istenilmeyen lezzet ve koku olusumlarina neden olan oksidatif acilasma reaksiyonu; nem, 1s1,
bazi metaller, metal iceren bilesikler, hava ve enzimler ile katalizlenebilmektedir.
Bekletilmeleri sirasinda bu etkiler altinda yaglar ‘yag bozulmasi’ veya ‘acilagsma’ olarak
adlandirilan ¢ok yonlii kimyasal degismelere ugrarlar. Yiikseltgenme, yag ve yagh gidalardaki
bozulmalarin en Onemli nedenidir. Yag yiikseltgenmesi sonucu gidanin organoleptik
ozelliklerine bagli olarak kalitesi olumsuz yonde etkilenir. Antioksidan kullanimi yag ve yagh
gidalarin yiikseltgenmesini geciktirmek icin en etkili yontemlerden biridir. Antioksidan
kullanimi i¢in esas neden, antioksidanlarin gidanin raf Omriinii uzatirken besin 0gesi
kayiplarin1 (yagda ¢oziiniir vitaminlerin kaybi) azaltmalaridir. Antioksidanlarin kullanimi
yaglarin kararliliklart arasindaki farklari giderir ve igerik bakimindan gida {irliniiniin daha

0zglin olmasini saglar. Fakat diisiik kaliteli veya siradan {iriinlerin kalitesini iyilestirmezler.

Gida yiikseltgenmesinin bir¢ok sorunu teknolojik miidahaleler ile gida {ireticisi tarafindan
cozliimlenebilir veya kontrol altina alinabilir. Uygun isleme sartlarinin se¢imi, dogru
paketleme malzemesi kullanimi, inert atmosfer kullanimi, uygun depolama kosullari, iyi
hammadde, antioksidanlarin daha etkili olmasini saglayarak, gidalarin yiikseltgenerek
bozulmasimi o6nlemede faydali olur. Bu islemler acilagsmayi geciktirmekte ancak bunu
engelleyememektedir. Antioksidanlar, gidalarda oksidasyonun baslangicindan once ilave
edildiklerinde reaksiyonu Onleyebilmekte veya azaltabilmektedir. Ornegin fiiriiniin
karakteristik 6zelliklerinin tam olarak bilinmemesi, iiretim tekniklerinin degistirilmemesi veya

ekonomik nedenler engelleyici roller {istlenebilmektedirler.

Canl1 dokularda doymamis yaglar nispeten daha kararlidir. Ciinkii hayvanlar ve bitkiler, lipid
yiikseltgenmesini 6nlemek i¢in dogal antioksidanlar ve enzimler igerirler. Tiim dogal yaglarda
0zglin antioksidanlar bulunur. Bitkisel yaglarda, bu maddeler meyva veya tohumda bulunan
yagm bozulmasimi onler. Ayrica Maillard tepkimesini dogal antioksidanlarin olusturdugu

bilinmektedir.

Antioksidanlar, elektron aldiklarinda bu elektronlar1 verebilecekleri baska reseptorlerinde
yanlarinda bulunmasi gerekir. Belki bu nedenle dogal olarak alinan, birbirine benzer ve bir
arada bulunan antioksidanlar ila¢ gibi alinan saf ve bir tip antioksidanlardan daha degerlidir.

1930’Iu yillarin baglarinda kullanimina yasal olarak izin verilen antioksidan maddenin gam
guagik oldugu ve bunun da 6zellikle hayvansal yaglarda oSlgiilebilir antioksidatif etkisinin
bulundugu belirtilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ise bu madde 1940 yilinda et
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yaglarinda kullanilmak tizere kabul edilmistir. 1940’11 yillarin baslarinda ise gallik asidin alkil
esterlerinin kullanimina izin verilmis olup 1942’de nordihidroguairetik asit (NDGA), 1948°de
butillendirilmis hidroksianisol (BHA), 1954’de butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve
1972°de tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) un gidalarda kullanim1 yasal hale gelmistir.
Yaglarda ve yag igeren gidalarda kullanilan antioksidanlarda bulunmasi gereken &zellikler
asagidaki sekilde 6zetlenebilmektedir:

* Gidalarda kullanildiklar dozlarda toksik etkileri bulunmamalidir.

* Diisiik konsantrasyonlarda etkili olabilmelidir.

* Kolaylikla temin edilebilmelidir.

* Kizartma gibi 1s1l iglemlerde etkisini kaybetmemelidir.

* Gidada istenilmeyen renk veya lezzet degisimlerine neden olmamalidir.

* Maliyeti diisiik olmalidir.

Bununla birlikte antioksidanlarin bozulmaya baglayan veya bozulmus olan bir yagin lezzetini
degistiremeyecekleri ve hidroliz veya mikrobiyal yollarla olusabilecek bozulmay1
engelleyemedikleri de ifade edilmektedir. Ancak BHA gibi bazi fenolik antioksidanlarin
antimikrobiyal etkilerinin bulundugu ve kiiflere kars1 etkili olduklar1 belirtilmektedir. Spesifik
bir uygulama i¢in en uygun antioksidanin se¢iminde;

* Antioksidan katilacak gidanin tipi (hayvansal yada bitkisel yaglar)

* Antioksidanin katildig1 yagin kullanildigi gidada etkisini gosterebilmesi

* Antioksidanin ¢oziiniirligii veya dagilimi

* Renk bozma egilimi

* Gidaya uygulanacak islemin tipi (kizartma, firinda pisirme, piiskiirtmeli kurutma)

* Lezzetin notral olmasi

* Gidanin pH’1
gibi faktorlerin g6z Oniine almmasi gerekmektedir (Giir, E. ve Altug, T., 2001;

http://www.sagligim.com; http://www.naturabesinsel.com)

Bu c¢alismanin amaci tiirev spektrofotometrisinin gida maddelerine antioksidan olarak ilave
edilen BHA ve BHT’nin herhangi bir ayirma islemine gerek kalmadan bir arada tayinine

uygulanabilirliginin incelenmesidir.

Calismamizda sakiz, domates ¢orbasi, igkembe ¢orbasi, tavuk ¢orbasi, et suyu, cips gibi gida

ve glines yagi, gece bakim kremi gibi kozmetik iiriinler calisma materyali olarak se¢ilmistir.
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2. GENEL BOLUM

2.1 ANTIOKSIDANLARIN SAGLIK ACISINDAN ONEMi

Antioksidanlara verilen 6nem genel sagliga olumlu katkilar1 nedeniyle giderek artiyor. Son
donemin en popiiler takviyelerinden olan antioksidanlar, genel yagam siiresini uzatan, kanser,
kalp hastaliklar1 gibi hastaliklara yakalanma riskini azaltan ve yaslanmanin etkilerini

geciktiren etkileriyle biliniyor.

Hava ve su kirliligi, hazir yiyecekler, yasam tarzi, stres gibi etkenler siirekli olarak saglik
iizerine tehdit olusturuyorlar. Bu etkenler sonucunda normal metabolizma faaliyetlerinin yam
sira serbest radikaller olusur. Serbest radikallerin 80 farkli hastaliga neden olabilecegi
soylenmekte, enfeksiyon disi olan bu hastaliklarin baginda kalp ve beyin damarlarinin
tikanmasina bagli hastaliklar, kanserler ve artirit gelmektedir. Serbest radikaller, hiicre i¢inde
yapilar1 bozan, DNA hiicredeki biyokimyasal bilesiklerde bozulmalara yol acan maddelerdir.
Bilim adamlar1 bu bozulmalarin kanser, kalp hastaliklari, akciger hastaliklar1 ve katarakta yol

acan en 6nemli faktorler oldugunu diisiiniiyorlar.

Ozellikle sigara tiryakileri tehlike altindadir. Sigara dumanindaki serbest radikaller, viicudun
antioksidan savunma sistemini ¢ok yipratirlar. Cesitli ¢aligmalarda sigara tiryakilerinde

antioksidan etkili vitamin ve mineral seviyelerinde dnemli azalmalar oldugu bulundu.

Serbest radikallere karsin etkin koruma saglayabilecek takviyeler antioksidanlardir.
Antioksidan etkileri en yiiksek olan maddeler vitamin A, C, E, selenyum, pycnogenol gibi
maddelerdir. UCLA School of Public Health’den Dr. James Enstroma’e gore diizenli vitamin
C alimi yasam siiresini uzatiyor. Enstrom’un ¢alismasinin sonuglarina gére giinde en az 300

mg vitamin C alimi yasam siiresini 6 y1l uzatabiliyor (Eroztiirk, N., 2000).

Antioksidanlarin dzellikle ileri yaslarda sagliga ¢cok daha yararli oldugu biliniyor. Italya’da
70-99 yas aras1 saglikli bireylerde yapilan 6l¢iimlerde plazmadaki vitamin C ve E diizeyleri
ayni yaslardaki sagliksiz bireylerden daha yiiksek bulundu. Antioksidanlarin ilerleyen
yaslarda viicudun savunma mekanizmasim giiclendirdigi, yaslanmaya bagli saglik
sorunlarinda koruma sagladigi ve bunun yaninda cildi ve saglari da besledigi yapilan

aragtirmalarla ortaya ¢ikiyor (Eroztiirk, N., 2000).



Antioksidanlar agisindan zengin olan beslenme aligkanliklarinda bazi hastaliklarin az
goriilmesi soz konusudur. Fransiz’larda kalp hastaliginin, Giineydogu Asya’da yasayanlarda
meme kanserinin az bulunmasi gibi. Ancak bu kisilerin kanlarinda bazi flavonoidlerin veya
vitaminlerin yliksek bulunmasi, yalnizca antioksidanlari almakla ayni etkilerin bizde
goriilecegi anlamina gelmemektedir. Biitiin diinyada yiizlerce milyar dolarlik piyasasi olan
antioksidan ila¢ kullanimindan beklentileri agagidaki gibidir.
Risklerin azalmasi beklenen hastaliklar;

Kalp hastaliklari( damar darhigi kdkenli ),

Kanser,

Hizli yaslanma,

Artirit,

Kronik yorgunluk sendromudur.
Antioksidanlarin pozitif etkileri;

Damarlarin giiclenmesi,

Morarmalarin azalmasi,

Toplayici kan damarlarin gliglenmesi ve dolayisiyla varislerin ve 6demlerin azalmasi,

Deri sagligiin artmast,

Elastikiyetin artmasi,

Dis etkenlere (rlizgar, giines) kars1 direncin artmasi,

Inflamasyona kars1 etkileri,

Inflamasyonla (enfeksiyon dis1) miicadeleyi arttirmasi,

Eklem agrisin1 azaltmasi,

Immum sistemi giiglendirmesi, soguk alginliginin sikligin1 azaltmast,

Seks giliciinii arttirmasidir.
Biitiin bu etkileri tam olarak her antioksidandan bekleyemeyiz. Antioksidanlarin kan
seviyesinde devamli olarak yiiksek tutulmasi ilagla miimkiin olacak gibi goriinmemektedir.
Yiiksek antioksidan seviyesi ancak; her 6giinde antioksidanlar agisindan zengin gidalarla
beslenerek yani taze, mevsimlik ve miimkiinse hasere ilact kullanilmamis sebze ve meyve
yiyerek; onemli antioksidan etkisini elde edilisi esnasinda kaybetmemis bitkisel yaglar,
ozellikle zeytinyagi kullanarak saglanabilir. Antioksidan kullanmak veya antioksidanlar
acisindan zengin gida ile beslenmekten daha dnemli olan serbest radikal iiretimine sebep
olacak etkenlerden kaginmaktir. Mevsiminde olmayan bir meyve veya sebzenin
yetistirilebilmesi i¢in onu haserelerden koruyacak ilaglarin kullanildigi ve bunlarin direkt

veya indirekt (igme sularina karisarak) bizi etkiledigi unutulmamalidir. Mevsimlik meyve
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yiyerek bundan kurtulmamiz miimkiindiir. Cok onemli bir antioksidan olan zeytinyaginin
hava ile temasini azaltip antioksidan kapasitesini kaybettirmemek icin kiigiik hacimlere
ayrilmasi ve miimkiin oldugu kadar serin ve karanlikta saklanmasi dikkat edilmesi gereken bir
baska 6nemli noktadir. Unutulmamalidir ki bugiin ilave olarak almamiz dnerilen askorbik asit
(C vitamini), asetil salisilik asit (aspirin), bitki ve meyvelerin haserelerle, enfeksiyonlarla
miicadele silahlaridir. Uzun senelerdir bu tip dis etkenlerde yetismis meyve ve sebzelerin C
vitamini ve aspirin diizeylerinin yiiz y1l evvelkilere nazaran daha diisiik olmasi dogaldir. Bu
nedenle onceki donemlerde yasamis olan insanlarin hem daha fazla bitki kdkenli besinlerle
beslenmis olmalar1 hem de bu firiinlerin daha fazla antioksidan ihtiva ediyor olmasi, gliniimiiz
insaninin antioksidan agiginin kaynagi olabilir.
Tavsiyeler;

Taze sebze ve meyve agirlikli dengeli beslenme,

Muntazam egzersiz,

Yeterli istirahat,

Toksinlerden uzak kalmak,

Kisith alkol, minimal protein kullanmaktir (Miiftiioglu,0.,2003; http://www.sagligim.com )

2.2 Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Lipid yiikseltgenmesinin serbest radikal zincir mekanizmasini bir inhibitor dort sekilde
durdurabilir:

1) Antioksidanin hidrojen vermesi

2) Antioksidanin elektron vermesi

3) Lipidin antioksidanin aromatik halkasina eklenmesi

4) Lipid ile antioksidanin aromatik halkasinin kompleks olusturmasi

Bir antioksidan molekiiliiniin araya girmesi ile okside olabilen maddenin bir¢ok molekiilleri
yiikseltgenmekten kurtulur, bdylece yiikseltgenme yavaglamig olur. Yagin aktive edilmis
molekiili F* ile gosterilirse, bu F* oksijenle aktive olmus FO," peroksidini verir, bu da
enerjisini diger yag molekiilleri F’ye gecirerek zincirleme tepkimeyi baslatir.

F + enerji——> F*

F*+0,— FO,"

FO," + F— FO, + F*

FO," + F—— FO, + F*



Antioksidanlar (A) ile birlikte baz1 etkin peroksitler (FO,") enerjilerini yag molekiillerine
vermek yerine antioksidana vererek zincirleme tepkimenin diginda kalir:

FO,"+ A—> FO, + A™

Antioksidanin etkin molekiilii (A*) enerjisini yag molekiillerine aktarmaz, genellikle etkin
olmayan molekiillere yiikseltgenir:

A*+ 0,—> AO,

Antioksidanlarin kendileri de yiikseltgenerek bozunduklari i¢in yalniz sinirh bir zaman igin
yiikseltgenebilen maddeyi bu olaydan koruyabilir ve tiim antioksidan molekiilleri kaybolunca
madde de hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam eder. Eger yagda peroksitler
zaten yeteri kadar olusmussa bundan sonra katilacak antioksidanin yarar1 olmaz, zira bu az
miktardaki antioksidan var olan peroksitler tarafindan ¢abucak yiikseltgenir. Metal
katalizorler de antioksidanin etkisini, onu yiikseltgemek suretiyle azaltir. Antioksidanlar lipid
peroksidasyonunu oOnlemeleri sirasinda kendileri de radikaller olustururlar. S6z konusu
fenoksil radikalleri ( A*) asagida belirtilen reaksiyonlara girmektedirler:

1. Radikal daha fazla okside olarak stabil kinon olusturmaktadir.

2. Ana radikal indirgeme ajanlari ile rejenere olmaktadir.

3. Dimerizasyon olusarak oligomerler meydana gelmektedir.

4. Radikal lipid peroksil radikalleri ile birlesip ¢esitli radikal olmayan maddeler

olusmaktadir.

Gidalarda kullanilan antioksidanlarin temelini olusturan fenolik yapilar, rezonans hibritleri
vasitasi ile diisiik enerjili serbest radikaller olusturmalarina imkan tanimaktadir. Sekil2.1 de

bu reaksiyon kimyasal olarak goriilmektedir
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o o a
f/;ll‘]« n .14::\'“:1 O - 'I/LL}
| ] " L] mr - | = * -___.-

Sekil 2.1 Fenolik yapilardan serbest radikal olusumu (Buck, 1991)

Belli bir sinir i¢inde antioksidanin miktari arttikca koruma 6zelligi de artmaktadir. Bununla

birlikte belirli bir noktadan sonra katilan antioksidanin etkisi azalmaya baslar. Bu belki de



antioksidanin kendisinin zincirleme tepkimeye girmeksizin yiikseltgenebilmesinden ileri

gelmektedir.

Otoksidasyonun metal ve serbest radikallerle katalizlenmesini 6nlemek i¢in, 151k  (6zellikle
UV 151k) koruyucu baz1 kimyasal maddeler tarafindan sogurulmalidir. Baz1 antioksidanlar,
radikal ~olusturmadan radyasyonu sogurabilir. Aktif karbon, fenil salisilat ve

hidroksibenzofenon UV deaktivatorlerine 0rnektir .

Iki veya daha fazla sayida antioksidanin bir arada kullanilmas: ile elde edilen daha kuvvetli
etki sinerjizm olarak ifade edilmektedir. S6z konusu etki iki antioksidan arasinda
olusabilecegi gibi, bir antioksidan ile antioksidan niteligi olmayan diger bir madde arasinda da
gergeklesebilmektedir. Sinerjizm ile ilgili iki ana mekanizma asagida aciklanmaktadir:

1. Sinerjist etki gosteren madde, ana antioksidan molekiilii ( A )’nii koruma islemi
sirasinda olusan fenoksil radikali (A* )’nden rejenere etmektedir. Askorbik asit, askorbat veya
askorbil palmitat ile tokoferoller arasinda olusan sinerjistik etkinin bu reaksiyona dayandigi
belirtilmektedir. BHA ve BHT’nin arasindaki sinerjistik etkinin tersiyer butil peroksitten
hazirlanan bir model sistem iizerinde arastirilmasi sonucunda, BHA fenoksil radikalinin
BHT’den hidrojen alarak BHA’y1 rejenere ettii ve bu arada BHT’nin kinon metid’e
yiikseltgendigi saptanmistir.

2. Fenolik antioksidanlarla sitrik asit, fosforik asit veya etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) gibi selat ajanlarn arasinda sinerjistik etki olugmaktadir. S6z konusu etki
oksidasyonun baslamasi ve hidroperoksit parcalanma isleminin olusmasinda katalizor gorevi
yapan metal iyonlarinin selat ajanlan tarafindan baglanmasi yolu ile olugsmaktadir. Bu nedenle
de pek cok antioksidan formiilasyonunda selat ajanlar1 bulunmaktadir. Sinerjistik etkiyi
optimize etmek amaciyla iki antioksidanin veya kullanilacak olan selat ajanlarinin uygun
oranlar1 deneysel olarak saptanmalidir. Antioksidanlarin istenilen etkiyi olusturmalan belirli
dozlarda kullanimlar1 ile miimkiindiir. Asirt kullamimlart sonucunda prooksidan gibi
davrandiklar1 da gozlenebilmektedir. En iyi etkinin elde edilebilmesi i¢in ise antioksidanlarin
yaglara ve yag iceren gidalara islemin miimkiin oldugu kadar erken safthalarinda, 6rnegin
rafinasyonda dnce ilave edilmeleri gerekmektedir. Bitmis tiriinde bulunan yaglarin korunmasi
amaclandiginda ise antioksidan iglemden sonra katilmalidir. Genel anlamda antioksidanlar,
oksijeni tutarak oksijene gereksinim duyulan enzimatik reaksiyonlar1 da engelleyebilmekte ve
bu reaksiyonlarda yer alan polifenol oksidaz gibi enzimlerin aktivitesini de

azaltabilmektedirler (Giir, E. ve Altug, T., 2001; Oner, Y., Tuz, U., Giileg, S., 2004).
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2.3 ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI
2.3.1 Dogal Antioksidanlar

2.3.1.1 Tokoferoller
Tokoferoller bitkilerde sikga rastlanan ancak hayvansal dokularda olduk¢a az bulunan
antioksidan tiirevleri olup ilk kez 1930’lu yillarda vitamin aktiviteleri ile fark edilmislerdir.Bu

maddeler Sekil2.2’den de goriildiigii gibi kroman’dan elde edilen tokollerin tiirevleridir.

CH;

e
CH, M CH; HCHJ

{alfa) 5,7.8-Trimetil tokol (vitamin E)
(gama) 7,8-Dimetil tokol

(beta) 5,8-Dimeti] tokol
(delta) 8-Metil tokol

(epsilon} 5-Metil tokol )
(zeta) 5,7-Dimetil tokol

{eta) 7T-Metil kol

Sekil 2.2 Tokoferollerin kimyasal yapilar1 (Patterson,1989)

Dogal kaynakli antioksidanlar icinde en genis kullanim alanina sahip olanlar tokoferollerdir.
Tokoferoller bitkisel yaglarda bulunmakta olup temel ticari kaynaklarmin soya fasulyesi
oldugu belirtilmektedir. S6z konusu maddeler genellikle, bitkisel yaglarin son islem
basamaginda buhar yikamasi ile elde edilen yan firiinler olan, deodorizasyon destillatlarindan
elde edilirler. Ilk olarak E vitamini kaynag olarak kullanilan a - tokoferol (dI- a-
tokoferol) veya (2,5.7,8,-tetra-metil-2-4",8”,12’-trimetildesil), (C29Hs00,); dogal kaynaklardan
izole edilebildigi gibi laboratuarda dogala 06zdes formu da (dl- a-tokoferol)
sentezlenebilmektedir. a-tokoferol belirli miktarda antioksidan potansiyeli gosterirken , y- ve
0- tokoferol epimerlerinin daha etkili antioksidanlar oldugu belirtilmektedir. Antioksidan
olarak kullanilacak olan iiriinlerin toplam tokoferol konsantrasyonlarinin minimum %3801
genellikle y- ve d- tokoferollerden meydana gelmektedir. Dogal kaynakli antioksidanlarin
tercih edildigi veya sentetik formlarmin kullanimma izin verildigi durumlarda karigim

halindeki tokoferol konsantrasyonlarinin 6nemi artmaktadir.
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Tokoferollerde antioksidatif etki i¢cin genel olarak kabul edilen siralama &>y>p>a seklinde
olmaktadir. Ancak basta sicaklik olmak {izere baz1 faktorlerden dolayr s6z konusu tiirevlerin
antioksidan aktiviteleri etkilenmekte ve birbirleri ile kiyaslandigi zaman verimlilikleri
degisebilmektedir. Tokoferoller, karanlik ortamlarda, aydinlik ortamlara gore daha fazla
etkilidirler. Saf hallerinde ise berrak, viskoz, sarimsi, hemen hemen hi¢ kokusuz yag
formunda olup siiksinat, palmitat gibi kristalize tlirevler verebilmektedir. Yaglarin indiiksiyon

periyodlart sirasinda dogal veya sentetik dl- a-tokoferollerde kayiplar olugsmaktadir.

Tokoferollerin oksidasyon firiinlerinin farkli &zellikleri, bu gruba ait degisik tiirevlerin
aktivitelerindeki degisimleri aciklamaktadir. Hafif atmosferik oksidasyon kosullari, bazi
tokoferollerin heteroksiklik zincirlerini agmakta, bu da antioksidan aktivite géstermeyen a-
tokokinon gibi bilesiklerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Aymi kosullarda vy-
tokoferol kismi olarak kromon 5,6-kinona doniismektedir. Tokoferollerin kinonlara kadar
okside olmasini engellemektedir. Zayif antioksidan aktivitesine ve koyu kirmizi renge sahip
olan kromon 5,6-kinon; bulundugu bitkisel yaglarda kismi oksidasyon sonucu koyukirmizi
renge neden olmaktadir. Indiiksiyon periyodunun bitmesi ile ise kromon 5,6-kinona okside
olmakta ve rengi acilmaktadir. Bu da rafine pamuk tohumu yaginin renginin oksidasyon
reaksiyonlarinin baslangicinda koyulasip, reaksiyonun ilerlemesiyle tekrar agilma nedenini
aciklamakta, ancak oksidasyon reaksiyonunun gelismesi nedeni ile bu renk agilmasi

iireticilere bir avantaj saglamamaktadir.

Hayvansal kaynakli gida iriinleri, tokoferol ve askorbik asit gibi dogal antioksidanlar1 ¢ok ya
da hi¢ icermemektedirler. Domuz yag1 ve kiimes hayvanlarindan elde edilen kat1 yaglar buna
ornek olarak verilebilmektedir. Bu iiriinlerde tokoferoller antioksidan olarak yaygin bicimde
kullanilabilmektedir. Bitkisel kaynakli siv1 yaglar ve gida {iriinleri etkin oksidatif stabilite i¢in
yeterli tokoferol icerdiklerinden, bu firiinlere rafinasyon gibi 1sisal islemler uygulanmadig
siirece tokoferol ilavesine gerek kalmamaktadir. Diger birgok dogal veya sentetik antioksidan
gibi tokoferoller de, belirli bir oranin iizerinde ilave edildiklerinde, artan doza bagli olarak
aktivitelerinde bir azalma meydana gelmekte ve prooksidan etki meydana
getirebilmektedirler. Bu  maddelerin  antioksidatif  etki  gosterdikleri  optimum
konsantrasyonlarinin dogal olarak bitkilerde bulunma oranlarina benzer oldugu ifade

edilmektedir.
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2.3.1.2 Askorbik Asit ve Tuzlar1

Dogal olarak meyvelerde ve sebzelerde yer alan bir vitamin (C vitamini) olan L-askorbik asit
(3-keto-L-gulofuranolakton), (C¢HsOg)s beyaz veya hafif sar1 renkte, kokusuz kristalimsi
yapida bir maddedir. Erime noktast 190° civarinda olan askorbik asit, suda tamamen
¢Oziliniirken, etanolde biraz, dietil eter ¢ozeltisi icinde ise hi¢ ¢oziinmemektedir. Askorbik asit,
ozellikle konserve veya siselenmis triinler gibi tepe boslugu olan gidalarda oksijen tutucu
olarak kullanilmaktadir. 1 ¢m’® tepe boslugunda bulanan oksijeni tutabilmek igin yaklagik
olarak 3.5 mg askorbik asit kullanilmas1 gerekmektedir. Havadan veya gidadan oksijenin
uzaklastirilmasi sirasinda askorbik asit, dehidroaskorbik asit formuna doniismekte ve bdylece
antioksidatif etkisini gostermektedir. Sekil2.3’de askorbik asidin kimyasal yapisi

goriilmektedir.

QR ul]} o

A 0 L S
c=c |} 2 ce—c” P

# R | e O # B
o= CH= O CH:OH =+ 0~ CH— C=— CH-0H

C\‘ {|: = Hal} Vd

H
Aakork asie Debadromska ik psal

Sekil 2.3 Askorbik asidin kimyasal yapis1 (Patterson,1989)

Askorbik asidin tuzlar1 olan sodyum askorbat (C¢H7OgNa) ve potasyum askorbat (C¢H;06K)
da cesitli gidalarda oksijen tutucu ozellikleri nedeniyle oksidasyonu onlemek amaciyla

kullanilmaktadirlar.

2.3.1.3 Askorbil Palmitat ve Askorbil Stearat

Askorbik asit sodyum ve potasyum tuzlan seklinde gidaya katilabildigi gibi askorbil palmitat
(CuH3307) ve askorbil stearat (CyH4,0O7) seklindeki yag asidi  esterleri de
kullanilabilmektedir. Askorbik asit, igeceklere kolaylikla ilave edilebilmekte ancak yaglarda
kullanimi1 s6z konusu oldugunda yag asidi esterlerinin kullanilmalan gerekmektedir. Bu
esterler, beyaz veya sarimsi beyaz kristal toz halde, turunggil kokusuna benzer hafif kokulu ve
gidalarda oksijen tutucu etkisi bulunan maddelerdir. % 0.01 oraninda kullanilan askorbil
palmitatin  6zellikle bitkisel yaglarda 9%0.02 oranindaki sentetik antioksidanlardan
butillendirilmis hidroksianisol (BHA) ve butillendirilmis hidroksitoluen (BHT)’e gore
acilasmay1 engellemede daha etkin oldugu belirtilmektedir. Diger antioksidanlar ile ayni anda
kullanimu bitkisel yaglarda ve bu yaglar kullanilarak kizartilan patates cipslerinde stabiliteyi

arttirmaktadir. a- ve vy-tokoferoller ile birlikte kullanildiginda sinerjist etki meydana
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gelmektedir. Askorbil palmitat, dogal olarak bulunmadigi halde, her ikisi de dogal olan

palmitik asit ve askorbik asit formlarina hidroliz olabilmektedir.

2.3.1.4 Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz enzim niteliginde bir madde olup, bir¢ok organizmadan elde edilebilecegi
gibi en Onemli ticari kaynagimin Aspergilus Niger’in bir tiirevi oldugu belirtilmektedir. Bu
madde gidalarda ¢6ziinmiis haldeki ya da tepe boslugunda oksijeni tutarak acilagmay1
engellemektedir. Bu enzim glukoz ve oksijen arasindaki reaksiyonu katalizleyerek D-
glukonik asit ve hidrojen peroksit olusturmaktadir. Ticari glukoz oksidaz sisitemlerini
meydana getiren katalaz, su ve oksijeni parcalayarak gidalarda hidrojen peroksidin,
birikmesini engellemektedir. Bu reaksiyon ortamdaki glukoz veya oksijen bitinceye kadar

devam etmektedir.

Glukoz oksidaz genelde toz haldeki yumurta {irtinlerinin iiretiminde glukozu uzaklastirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Glukoz oksidaz, glukoz ve protein arasinda olusan Maillard tipi
esmerlesme reaksiyonlarini engelleyerek, kurutulmus yumurta {iriinlerine ek bir dayaniklilik
kazandirmaktadir. Turunggillerden elde edilen meyve sularinda kullanilan glukoz oksidaz,
kolali i¢ecekler, gazli igecekler, bira, sarap, mayonez ve salata soslarina da katilmaktadir.
Genel olarak bu enzimin pH 2.5-7.0’de ve buzdolabi sicakligindan 50° C’a kadar aktivitesini
korudugu bildirilmektedir. Yiiksek maliyeti ve iireticilerin tatlilik 6zelligi bulunmayan
gidalara glukoz ilave etmek istememeleri gibi nedenlerden dolay1 glukoz oksidaz yaygin bir

kullanim alanina sahip degildir.

2.3.1.5 Siilfitler

Kiikiirt dioksit (SO,), sodyum siilfit (Na;SO3), sodyum ve potasyum bisiilfit (NaHSOs3,
KHSO;) ve metabisiilfit (Na;S;0s, K;S,05 ) gibi maddeler degisik gidalarda zayif antioksidan
olarak kullanilmaktadir. Ornegin, SO, bir araya depolama sirasinda, tat bozulmalarmi
engellemek icin ilave edilmektedir. Siilfitler, enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin yanisira
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarmi da kontrol ederler. Ornegin, kesilmis meyve
ve sebzelerin tazeligini korumak amaciyla siilfitleme ajanlar1 kullanilmaktadir. ABD’deki bir
yasaya gore 10 ppm’den fazla kiikiirt iceren gidalarin etiketlerinde ‘Kiikiirtle muamele
edilmistir’ yazisinin yer almasi1 gerekmektedir. Bu yasa ile kiikiirde duyarli olan kisilerin

korunmasi amaglanmaktadir.
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2.3.2 Sentetik Antioksidanlar

Yaglarin oksidasyon mekanizmalarinin anlagilmasi ile birlikte oksidasyonu dnlemek amacryla
antioksidan {iretimi konusunda pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir. Bu amagla tokoferoller ve
askorbik asidin dogala 6zdes formlar1 veya tiirevleri laboratuarda sentezlendigi gibi dogal
yapi ile ilgisi olmayan yapay antioksidanlar da iiretilmistir. 1940’11 yillardan beri yiizlerce
yapay antioksidan madde sentezlenmesine karsin, bunlarin ancak az bir kismi giinlimiizde

kullanilmaktadir.

2.3.2.1 Eritorbik Asit ve Sodyum Eritorbat

Diger adi1 ‘izoaskorbik asit’ olan eritorbik asit (CsHgOg) ve tuzu olan sodyum eritorbat
(C¢H706Na.H,0) 1n antioksidatif etkileri oksijen baglama yolu ile ger¢ceklesmektedir. Giiglii
bir indirgen ajan olan eritorbik asit, oksijen tutucu ve molekiiler oksijeni indirgeyici rol
oynamaktadir. Eritorbik asidin, asidik ortamlardan nétr ortamlara gore daha stabil oldugu
belirtilmektedir. % 0.5-1 oranlarinda kullanilan sodyum kloriir bu koruyucunun
oksidasyonunu engelleyebilmektedir.

Eritorbik asit, sitrik asit ile birlikte siilfitlere alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bu
kombinasyon, 6zellikle donmus deniz {iriinleri, salatalar ve elmalardan meydana gelen renk
kaybin1 ve acilagmayr engellemek amaciyla uygulanmaktadir. Eritorbik asit ve sodyum
eritorbat (C¢HsOgNa) 150-200 ppm diizeylerinde donmus meyvelerde oksidatif bozulmay1

engellemek amaci ile kullanilabilmektedirler.

2.3.2.2 Gallatlar
Bu antioksidanlar kimyasal olarak 3,4,5-trihidroksi-benzoik asidin propanol esteri olarak ifade

edilmektedir.

R=-(CH), CHs propil
(CH,); CH; butil
«(CH,); CH;  oktil
-(CH2)11 COH3 dodesil

L= L= (i)

Sekil 2.4 Gallatlarin kimyasal yapisi (Patterson,1989)

1940’11 yillarin basinda, gallik asidin alkil esterlerinin antioksidan etkileri belirtilmis ve kisa
bir siire igerisinde de bircok iilkede gidalarda kullanimina izin verilmistir. Fenolik tipteki

antioksidanlarin oksidasyonu dnleme mekanizmasinda da belirtildigi gibi hidroksil gruplar
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doymamus gliserid molekiiliiniin serbest radikal oksidasyonunun engellenmesinde etkili bir rol
oynamaktadir. Gallatlar, trihidroksi yapilarina bagli olarak yiliksek antioksidan potansiyeline
sahiptirler. Ancak gallat esterlerinin su varliginda demir kalintilar1 ile kompleks olusturarak
mavi-siyah renk bozulmalarina neden olmalari, s6z konusu maddelerin bitkisel yaglarda
kullanimlarin1 ¢ok diisiik bir diizeye indirgemistir. Oktil gallat (C;sH2,0s) ve dodesil gallat
(C19H3005) kat1 ve sivi yaglarda yliksek ¢oziiniirliige sahip iken propil gallat (C;oH;,05) suda
daha iyi ¢Oziiniirliik gostermektedir. Biitiin gallatlar, 6zellikle alkali ortamlarda 1siya karsi
oldukca direncli olup ates, firinda pisirme ve kizartma sirasinda gallatlarda farkedilebilir

derecede kayiplar olmaktadir.

Gallatlar igerisinde dodesil esterinin en dayanikli, propil esterinin ise en dayaniksiz
antioksidan 6zelligini gosterdigi belirtilmektedir. Beyaz kristaller seklinde kat1 halde bulunan
propil gallat, Ingiltere’de hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok kullamlan antioksidandir.
Gallat esterlerinin BHT ve BHA ile beraber kullanilmalari ile sinerjist etki olugturmaktadir.
Gallatlarin 1s1iya duyarliliklar olduk¢a az olup erime noktalari olan 148°C’de dekompoze

olmaktadirlar.

2.3.2.3.Butillendirilmis Hidroksianisol (BHA)
Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), (C;1H;60;); ticari olarak 3-tersiyer-butil-4-
hidroksianisol (%85) ile 2-tersiyer-butil-4-hidroksianisol (%15) izomerlerinin karigimi

halinde bulunmaktadir.

b HO
| \| TIJ‘\“‘ e
/' O -
_ N, :
o o
e oxs
F-tersiver-butil-4-hidroksianisol Z-tersiver-hutil-2-hidmoksianizol

Sekil 2.5 BHA nin kimyasal yapis1 (Patterson,1989)

BHA beyaz, mumsu kati bir yapiya sahip, erime noktasi yaklasik 48-63°C olan ve hem
hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda ¢dziinemeyen bir antioksidan
olarak tanimlanmaktadir. Bu antioksidanin gidalarda kullanimina ilk olarak 1948 yilinda
ABD’de izin verilmis olup giiniimiizde pek ¢ok iilkede gida olarak tiiketilen kati ve sivi

yaglarda kullanilmaktadir. Bazi durumlarda tersiyer butil grubun, fenolik hidroksil (-OH)
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grubu iizerinde koruma meydana getirdigi ileri siiriilmektedir. Bu durum molekiili dis
reaksiyonlardan korumakta ve daha az ucucu ve daha c¢ok yagda ¢Oziinlr forma
dontistirmektedir. Yapisindaki hidroksil gruba karsi orto veya meta pozisyonunda yer alan
tersiyer butil grup nedeni ile BHA’ya ‘engelleyici fenol’ adi verilmektedir. Bu sterik
engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana
getirmesi ve bu neden ile BHA nin bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu 6ne

surilmektedir.

BHA, bitkisel yaglarda etkin bir antioksidan olmamasma karsin, genellikle diger
antioksidanlar ile (gallatlar) beraber kullanildiginda hem fenolik yapida bulunan
antioksidanlarin bir arada kullanilmast ile elde edilen sinerjist etkiden, hem de BHA nin yagin
kullanildig: iiriinii koruyucu etkisinden faydalanilmaktadir. BHA firinlama veya kizartma gibi
yiiksek sicaklik islemleri uygulanan yaglarda kullanildiginda kolaylikla algilanabilen keskin

bir fenolik koku olusturmaktadir.

2.3.2.4 Butillendirilmis Hidroksitoluen (BHT)
Butillendirilmis hidroksitoluen (BHT), (C;sH240); 2,6-ditersiyer butil-4-metil fenol’un, 1954
yilinda gliseridler iizerinde etkili ve koruyucu bir antioksidan oldugunun belirlenmesi

sonucunda gida olarak tiiketilen yaglarda ve diger baz1 gidalarda kullanilmaya baslanmistir.

80
L LE CyCH L

CHs

Sekil 2.6 BHT’nin kimyasal yapis1 (Patterson,1989)

BHT, yaglarda iyi ¢6ziinebilen ancak suda ¢dziinmeyen, beyaz renkli ve kristal yapida bir
madde olup 760 mm Hg basmcinda, kaynama noktas1 265°C’dir. Erime noktas1 69.7°C"dir.
Bu madde BHA gibi bitkisel yaglarda diisiik aktiviteye sahip olmasma karsin diger
antioksidanlar ile beraber kullanildiginda yagin ilave edildigi giday1 koruma 6zelliginden
yararlanilmaktadir. BHT, BHA ile sinerjist etki gosterirken, gallatlar ile sinerjisi etki meydana

getirmemektedir.
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2.3.2.5 Tersiyer Butilhidrokinon (TBHQ)

ABD Gida ve Ilag Idaresinin (FDA) yaptig1 ¢aligmalar sonucunda etkili bir antioksidan
oldugu belirlenen tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) un kullanimina ilk kez 1972 yilinda izin
verilmistir. Mono-tersiyer-butilhidrokinon (C;oH40,) yapisinda olan bu antioksidan; beyaz,
kristalimsi ve karakteristik kokusu olan bir maddedir. Son yillarda ozellikle gidalarin
islenmesinde ve insan beslenmesinde yer alan bitkisel yaglar oksidasyona karsi oldukga
duyarli olduklan i¢in kuvvetli antioksidanlara olan gereksinimleri artmistir. Giiniimiizde
tersiyer butil hidrokinon (TBHQ)un bitkisel yaglarda stabiliteyi arttirmak amaci ile
kullanimina birgok {ilke tarafindan izin verilmektedir. TBHQ’un bitkisel yaglardaki

antioksidatif etkisi diger antioksidanlara gore daha fazladir.

(i

‘ Crhls

OF

Sekil 2.7 TBHQ’nun kimyasal yapis1 (Patterson,1989)
TBHQ yaglarda orta derecede, suda ise ¢ok az ¢6ziinebilen, beyaz ile sarims1 kahverengi arasi
renkte, kristal yapida bir madde olup erime noktasinin 127°C oldugu belirtilmektedir. Ayrica,
coklu doymamis bitkisel yaglardaki koruyucu etkisinden dolay1r kismen de olsa tercih

edilmektedir. En iyi etkiyi ise sitrik asitle birlikte kullanildiginda vermektedir.

TBHQ’nun gallatlardan farkli olarak ortamda demir varliginda renk bozulmasina neden
olmadigi, ayrica BHT ve BHA’dan daha az ugucu, yiiksek sicakliga dayanikli ve katildigi
yagm ilave edildigi gidada da etkisini gosterme O6zelliginin iyi oldugu ifade edilmektedir.
Bir¢ok uygulamada bu antioksidanin diger yapay antioksidanlara kiyasla en iyi etkiyi
gosterdigi belirtilmektedir. Bunun ilk 6rneklerinden birisinin de Malezya’dan Avrupa’ya
taginan ham hurma yagi oldugu belirtilmektedir. Ham hurma yagini gemiye yliklemeden dnce
cok yiiksek olmayan sicakliklarda, diisiik nemde ve sivi olarak tutmak oksidasyonu
engellemede iyi bir etki saglamaktadir. Taginma sirasinda gemi tanklarinin azot gazi ile
doldurulmasi ise oksidasyon derecesini biiyiikk 6l¢lide diigiirmekle, ayn1 zamanda TBHQ
kullanimi da avantaj saglamaktadir. Bu uygulamada TBHQ ile sitrik asidin kombine olarak
kullaniminin, bu maddelerin ayr1 ayr1 kullanimindan daha iyi sonug¢ verdigi ve optimum doz
olan 110 ppm TBHQ ve 365 ppm sitrik asidin hurma meyvesinden yag elde edildikten hemen

sonra katilmasi gerektigi belirtilmektedir. Bu sekilde elde edilen rafine hurma yagim istenilen
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renk standartlarinda iiretmenin yani sira, okside ham yag miktar1 azaldig: i¢in gerekli olan
agartma topragi maliyetinin de diistiigli bildirilmistir. Pilot tesis ve laboratuar bazindaki
denemelerde de TBHQ’nun oksidasyon reaksiyonunun hizin1 6nemli Olgiide yavaslattig
kanitlanmig TBHQ’nun aygicek yaginda da BHA ve BHT den daha yararhi etki gosterdigi
ifade edilmektedir. Aygicek yaginin kismi hidrolizasyonu sonucunda lezzet stabilitesinde de
artis meydana gelmektedir. Boylece hem bu yagin hem de bu yaglarda kizartilan gidalarin
oksidasyona dayaniklilig1 artmaktadir.

2.3.2.6. Nordihidroguairatik Asit (NDGA)

Nordihidroguairatik Asit (NDGA), ilk olarak 1942 yilinda kuvvetli antioksidan o6zelligi
gosteren bir madde olarak laboratuarda sentezlenmistir. 4,4’-(2,3-dimetiltetrametilen)
dipirokatesol (C;sH20,4) yapisindaki NDGA, beyaz veya grimsi beyaz kristalimsi bir

maddedir.

Sekil 2.8 Nordihidroguairatik asidin kimyasal yapis1 (Patterson,1989)

Nordihidroguairatik asit (NDGA)’in en 6nemli 6zellikleri gallatlarda oldugu gibi 1s1ya karst
duyarli olmasi ve kalinti demir ile renk bozulmasimma neden olabilmesidir. Bu maddenin
gidalarda kullanimina {ilkemiz de dahil olmak {izere pek ¢ok iilkede izin verilmemektedir

(Giir, E. ve Altug, T., 2001; Oner, Y., Tuz, U., Giileg, S., 2004;http://www.bitkisel-

tedavi.com)
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2.4 ANTIOKSIDANLARIN GIDALARDA KULLANIM ALANLARI

2.4.1 Eritilmis Hayvansal Yaglar

Yenilebilen ve yenilemeyen kati yaglar ile yliksek oranda hayvansal yag iceren sorteningler
olarak tanimlanan bu yaglar diisiik doymamisliklarinin yanisira, minimum dogal stabiliteye
sahiptirler. Bu yaglar genellikle firinlanmis driinlere katilmakta ve antioksidan
kullanilabilmektedir. Yaglarin kullanildiklar iirlinde maksimum koruma gerektiginde yiiksek
oranda BHA iceren karigimlar kullanmak gerekmektedir. Bu tip yaglarda sitrik asit (CA)
metallere kars1 selat ajan1 olarak kullanilmaktadir. Ticari uygulamalarda kullanilan en uygun
antioksidan kombinasyonunun %20 BHA + %6 propil galat + %4 sitrik asit iceren karisim
oldugu belirtilmektedir. Bu karisim hem raf Oomrii, hem de yagin kullanildigi tirinde
olusturulan stabilite agisindan oldukga etkili olup %10 BHA + %10 BHT + %6 propil
galat(PG) + %6 CA igeren karisimlarda hem hayvansal hem de bitkisel yaglar kullanilarak
elde edilen sorteninglerde de kullanilabilmektedir. Hayvansal kat1 yaglar biinyelerinde ¢ok az
miktarda antioksidan igerdiklerinden bunlara yapilan tokoferol ilavesi oksidatif stabiliteyi
olduk¢a  arttirmaktadir. Hayvansal kati yaglarda antioksidanlarin  etkinlikleri;
TBHQ>PG>BHA>BHT>Tokoferol seklinde siralanmaktadir.

Antioksidan c¢ozeltilerinin  hayvansal yaglara ilave edilmesi i¢in bircok yontem
bulunmaktadir. Yontem se¢iminde isletme ortami, eritilecek kat1 yag miktar, kullanilacak
ekipmanlar gibi faktorler etkili olabilmektedir. Biiyiik uygulamalarda antioksidan karigimlari
sicak kati yag akiskan oldugu sirada boru hattina bir pompa yardimi ile enjekte edilerek
katilmaktadir. Bu teknigin bagarili olmasi antioksidan — kat1 yag karisiminin birlikte dolagtigi
siire ve dolasimi saglayan pompanin yarattigr tiirbiilansa baglidir. Depolama tanklarinda
bekletilen az miktardaki hayvansal yaglara antioksidan direkt olarak ilave edilebilmektedir.
Bu teknikte yag, 63-79 ° C ye 1sitilmakta ve biitiin yagin hareket edebilecegi uygun bir
karistirici ile karistirilmaktadir. Karigtirma ¢ok kuvvetli olmamali ancak yagdaki artik havay1
cikartmaya yetecek Sekilde ayarlanmalidir. Karistirma ile biitiin yag harekete basladig siirede
antioksidan yavas olarak (1 galon/ 5-10 dk) ilave edilmektedir. Homojen bir karigimin
saglanmasi i¢in karistirma yaklasik olarak 20 dk daha devam etmelidir. Baz1 durumlarda da
antioksidanlar yiiksek konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra firlinlere konsantre edilmis
olarak katilmaktadir ( % 10 antioksidan igeren yag karisimlart gibi ). Sicak haldeki konsantre
edilmis materyal boru hattina ya da direkt ilave seklinde kat1 yaglara katilabilmektedirler.
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2.4.2 Bitkisel Yaglar

Bu gruba yenilebilen ve yenilemeyen sivi yaglar ile yliksek oranda kati yag igeren
sorteningler girmektedir. Bu tip yaglar ¢ok yiiksek orandaki kimyasal doymamisliklarinin
yaninda genellikle bir miktar dogal antioksidan icermektedirler. Yiiksek doymamigliklarindan
otiiri bitkisel yaglar1 normal miktarlardaki antioksidanlar ile stabilize etmenin gii¢liigiiniin
yant sira bazen ¢ok yiiksek antioksidan konsantrasyonlar1 daha etkili olmaktadir. Bu tip ¢oklu
doymamig yaglar i¢cin PG ve NDGA gibi ¢ok sayida hidroksil (OH) grubu igeren
antioksidanlarin uygun oldugu ve maksimum stabiliteyi saglamak amaciyla bunlarin izin
verilen en yliksek oranlarinda kullanilmalar1 gerektigi belirtilmektedir. Hidrojene rafine yag
kullanilan hamur igleri diger firmlanmis iiriinlerde ve sorteninglerlede maksimum raf émriini
saglamak icin BHA, BHT, PG ve CA’ nin birlikte kullanildigi kombinasyonlarin etkili

oldugunun kanitlandig1 ifade edilmektedir.

%20 PG ve 9%I10 sitrik asit iceren antioksidan karisgimlari  kizartmalik yaglarin
stabilizasyonunda veya raf Omriiniin yagin stabilizasyonu icin tek bir kriter oldugu
durumlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hem baslangi¢c hemde yagda hazirlanmig {iriin
stabilitesinin istenildigi durumlarda %10 BHA + %10 BHT + %6 PG+ %6 sitrik asit
karigimlarininizin verilen maksimum simirlarda kullanilmasi gerekmektedir. TBHQ’ nun ise
bitkisel yaglarda ¢ok etkili oldugu belirtilmektedir. Yapay antioksidanlarin etkileri konusunda
yapilan calismalar sonucunda bunlarin etkilerinin TBHQ>PG>BHT>BHA seklinde

siralanabilecegi belirlenmistir.

Antioksidan karigimlar bitkisel yaglara bircok uygulamada boru hattina pompa yardimi ile
deodorizasyondan hemen sonra enjekte edilmektedir. Deodorizasyondan 6nce bekletilmesi
gereken yaglara antioksidan karisimlari bu asamalarda ilave edilerek depolama sirasinda
olusabilecek pargalanmalar 6nlenebilmektedir. Deodorizasyon asamasinda bunlar ortamdan
uzaklastigi i¢in maksimum stabilitenin saglanmasi amaci ile deodorizasyondan hemen sonra
ortama tekrar antioksidan katilmasi1 gerekmektedir. Birgok metalin katalatik etkisini azaltmak

icin askorbik asit ve diger selat ajanlar1 islemler sirasinda bitkisel yaglara ilave edilmektedir.

2.4.3 Yiiksek oranda kat1 yag iceren yaglar
Patates cipsleri, findik ezmesi gibi bu kategoriye giren iirlinler genellikle yagda kizartilarak
elde edildikleri icin %50’ye kadar katt ve sivi yag igerebilmektedirler. Bu kizartma

islemlerinde bitkisel yaglar ve sorteningler kullanilmaktadir. Hamur isleri, pastalar ve tatlilar
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gibi %8-%10 yag iceren gidalarda bu gruba dahil edilmektedir. Ancak bu tip durumlarda

hazirlama agsamasinda hayvani yag sorteninglerinin kullanilmasi gerekmektedir.

Bu tip gidalarda antioksidan seciminde kullanilan kati yagin cinsi ve {rliniin yapilma
hazirlanma agamasindaki iglem sartlarinin da dikkate alinmasi gerekmektedir. Yagda kizartma
isleminde kullanilan bitkisel yaglarda veya sorteninglerde %10 BHA + %10 BHT+ %6 PG +
%6 sitrik asit igeren antioksidan karisimimin en fazla etkiyi gosterdigi ifade edilmektedir.
Hayvansal kati yaglar veya hayvansal sorteringler kullanildiginda ve ozellikle alkali
ortamlarda ( degisik hamur isleri ve firmlanmig iiriinler)), BHA+PG+CA karigimlari
uygulanmaktadir. Antioksidan karigimlariin bitkisel veya hayvansal yaglara kizartma
isleminden Once katilmasi gerekmektedir. Kizartma islemlerinde antioksidan kullanarak,
yagm bu islemde olusabilecek yiiksek sicakliklarda oksidasyonu engellenebilmektedir.
Fenolik tipteki antioksidanlar buharla destile olabildiklerinden, derin yagda kizartma iglemleri
sirasinda stirekli olarak antioksidan ilavesi gerekmektedir. Modern tip kizarticilarda gida ve
yag orani ¢ok yiiksek oldugu i¢in taze yagin kizartma isleminde siirekli olarak ilave edilmesi

onerilmektedir. Bu sekilde ortama siirekli olarak taze antioksidan da katilabilmektedir.

2.4.4 Diisiik oranda kat1 yag iceren gida iiriinleri

Kahvaltilik hububatlar, dehidre patatesler ve bazi kek karigimlar bu tip gidalara 6rnek olarak
verilmektedir. Bunlar yag igerdikler %1-2 veya daha az olan bitkisel kaynakli tirlinlerdir ve
BHA ve BHT gibi antioksidanlar ile stabilize edilebilmektedirler. Bu tip gidalarda karsilasilan
en onemli problem diisiik miktarlardaki antioksidanin yag ile temas ettirilme zorunlulugudur.
Bu yaglar gidalarin ana komponentlerinden olan karbonhidratlara disperse olmus

fosfolipidlerdir.

Kahvaltilik hububatlar ve dehidre patateslerde, Onemli oranda dogal antioksidan
bulunmaktadir. BHA ve BHT ikincil yada sinerjist antioksidan olarak islev gérmektedir ve
CA gibi selatlara gereksinim duyulmamaktadir. Bu tip tirlinlerde kristal halde BHA ve BHT
kullanilmasina ragmen uygun bir ¢ozgen igersinde %20 BHA ve %20 BHT
kombinasyonlarida etkili olabilmektedir. PG nem orani yiiksek ortamlarda dogal olarak
olusabilen metallerle renkli metal kompleksleri meydana getiremedikleri igin
uygulanamamaktadir. Baz1 durumlarda antioksidanlar pisirme ve dehidrasyona bagli olarak
patateslerde ve hububat karisimlarinda buharlagsma ve buhar destilasyonu ile iiriinlerin igine

disperse olabilmektedir. Bu teknik ile diploma ve islemler sirasinda stabilite
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kazandirilmaktadir. Bu Sekilde katt ve sivi yaglarin igine yayilabilen ¢cok az miktardaki
antioksidan bile belirgin derecede koruma saglayabilmektedir. Aksi takdirde iiriinlerin
korunmasi i¢in ambalaj metaryaline yiliksek oranda antioksidan ilave etmek gerekmektedir.
Bu durumda antioksidan paketleme metaryelinin yiizeyine dogru haraket etmekte ve
buharlasmaktadir. Buhar fazinda ise paketlenmis iiriiniin icerisine dispers olmakta ve iiriine
belirgin bir koruma saglamaktadir. Bazi durumlarda bu iki teknikten kombinasyon
durumunda yararlanilmaktadir. Bu konuda uygulanan bir diger islem ise , emilsiiyon
halindeki antioksidanin bitmis iirline paketleme isleminden hemen once piiskiirtiilmesidir.
Ancak bu teknik; indirekt yontem olmasina ragmen, ¢ok az miktarlardaki antioksidanin genis
bir yiizey alanina sahip olan gidanin {izerine homojen Sekilde disperse olmasi giigliigii nedeni

ile kalite kontrol agisindan problem olusturabilmektedir.

2.4.5 Sekerlemeler

Sekerlemelerde kullanilan bir¢ok ingrediyent kolaylikla bozulabilmektedir. Ornegin siit tozu,
stit, katt ve sivi yaglar, findik fistik tiiri maddeler ve esansiyel yaglar tat ve kokunun
kaybolmasina veya istenmeyen kotii koku olusumuna neden olan degisik tipte bozulmalara
maruz kalabilmektedir. Herhangi bir ingrediyentin stabilitesindeki zayiflik bitmis {iriinde
bozulmaya neden olabilmektedir. Antioksidanlar degisik tip sekerlerde acilasmay1 engelleyici
olarak kullanilmaktadir. Antioksidan uygulamasi stabilize edilecek kati yagin tipine bagh
olarak degismektedir. Ornegin degisik cesit fistiklar, sekere ilave edilmeden 6nce stabilize
edilmelidirler. Tereyaginin BHA ve BHT kombinasyonlar1 kullanilarak stabilize edilmesi
gerekmektedir. Aym1 zamanda sekerlerde lezzet arttirmak amaci ile kullanilacak olan

esansiyel yaglarin da stabilize edilmeleri gerekmektedir.

2.4.6 Et iiriinleri

Et ve et {irlinlerinde kalite bozulmalarinin en belirgin seklinin yapilarinda bulunan lipidlerin
veya yag iceren kisimlarinin oksidasyonu oldugu belirtilmektedir. Etin 6giitiilmesi, ezilmesi
ve yapisindaki lipidlerin oksidasyona maruz kalmasi oksidasyona karsi egilimin sebepleri
arasinda yer almaktadir. Ayrica ette bulunan hem pigmenti lipidler ile etkilesmekte ve
oksidasyonu katalizlemektedir. Ozellikle yiiksek oranlardaki tuz, dondurarak depolamada
oksidasyon reaksiyonunu katalizlemektedir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda gidalarda
kullanilan antioksidanlarin sigir eti, domuz eti, kiimes hayvanlar1 ve balikta oksidatif

bozulmay1 engelledikleri ifade edilmektedir.
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Et iriinlerindeki uygulamalar, antioksidanin parcalanmis etlere disperse olmasi ilkesine
dayanmaktadir. Ticari uygulamalarda bu islem BHA ve CA igeren tuz kullanilarak, bu
maddelerin kristallerinin yilizeyine disperse olmalar1 ile tamamlanmaktadir. Antioksidan ile
muamele edilmis tuz, et emiilsiyonu i¢inde karismakta ve boylece yagli doku iginde
cOziinmektedir. Bu firiinlerde kargilagilan problemlerden en 6nemlisinin antioksidan ile etin
yagmin temasinin saglanmasi oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle antioksidan kesilmis,

kiyma haline getirilmis veya ezilmis (6giitiilmis) {irlinlerde daha etkin sonuglar vermektedir.

ABD’de kurutulmus etlerde, kuru ve taze domuz sosislerinde ve eritilmis hayvansal kati
yaglarla kombinasyonunda antioksidan kullanimina izin verilmektedir. Et iriinleri %50
civarinda yagli doku icerebilmektedir. Bunlar hemoglobin igermelerine ragmen antioksidan
uygulamalarindan olumlu sonugclar elde edilmektedir. Bu tip uygulamalar i¢in; %20 BHA ve
%10 CA igeren karigimlarin uygun oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. BHA nin bir
metal selatlama ajan1 olan CA ile beraber kullanilmasi sonucunda taze domuz sosislerinin
oksidatif stabilitelerinin arttig1 belirtilmektedir. Dondurularak kurutulmus etlerin hizl
bozulmasina neden olan lipid oksidasyonunu engellemek amaci ile yapilan ¢aligmalarda ise

antioksidanlarin 6zellikle dondurarak kurutulan jambonlarda etkili olduklan belirlenmistir.

2.4.7 Balik ve balik iiriinleri

Ticari uygulamalar acgisindan gidalarda kullanimi uygun antioksidanlarin deniz iiriinlerinde
kullanimlarinin basarili olmadigi bilinmektedir. Bu durumun bir¢ok balik yagmin trigiliserid
ve fosfolipidlerinin yiiksek doymamishigindan, hem pigmentleri gibi dogal katalizorlerin

varligindan ve uygun olmayan yéntemlerin kullanilmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Dogal balik yaglariin A ve D vitaminlerinin en énemli bir kaynagi olmasi ve bu vitaminlerin
bazi oksidatif yan {iriinleri ile degrade olabilmeleri nedeni ile bu bozulmay1 engellemek icin
antioksidanlar kullanilmaktadir. Vitamin A ve D’nin degradasyonunun engellenmesinde
BHA, PG, ve CA igeren karisimlarin etkili oldugu belirtilmektedir. Eski yillarda vitamin
iceren yaglarin enkapsiilasyon teknigi ile bir jel igerisinde korunduklar1 ve bu teknik
sayesinde, oksijen ile temasin kesilerek buna bagli olusan degradasyonlarin engellendigi ifade

edilmektedir.

Yiiksek oranda doymamis yag asitleri igeren balik yaglarinda, PG ve diger galatlarin

antioksidan olarak etkili oldugu bulunmustur. Ancak s6z konusu yaglarin selatlanmayan
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yiiksek oranda demir icermeleri nedeniyle demirin galatlarla, mavimsi siyah galat
kompleksini olusturmasi sonucunda renk bozulmalar1 olusturmaktadir. Bunlara bagli olarak
sadece bazi antioksidanlar ticari amagla balik yaglarinin stabilizasyonunda kullanilmaktadir.

Balik iiriinlerinde meydana gelen en onemli bozulmalarin mikrobiyolojik kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Oksidasyonun biiyiik 6nemi olmamasina ragmen, bozulmanin ilk algilanigt
oksidasyona bagli acilasma ve bunun sonucunda olusan kotii lezzettir. Donmus baliklarda
acillasma ve paslanma iki temel oksidatif bozulma olarak gerceklesmektedir. Bu renk
bozulmasinin Maillard veya aldehit-amin tipi bir reaksiyona bagh olustugu bilinmektedir.

Ancak bu konudaki ¢aligmalarin tamamlanmadigi ifade edilmektedir.

Donmus balik filetolarina antioksidanlarin etkinliginin belirlenmesi amact ile yapilan
calismalarda basarili sonuglar elde edilememistir. Balik yaglarinin yiizey tabakasinin altinda
baligin i¢ kisimlarinda olmasi nedeni ile filetonun antioksidan ¢ozeltisine daldirilmasi veya
bir emiilsiyonun donmus baligin dis yilizeyine piiskiirtiilmesi sonucunda balikk yag: ile
antioksidan arasinda ¢ok az bir temas meydana geldigi diistiniilmektedir. Kurutulmus yagh
baliklarda ise antioksidan kullanabilmektedir. Antioksidanlar kurutma isleminden hemen
sonra ilave edilmekte ve boylece depolama ve nakliye sirasinda oksidasyon engellenmektedir.
Antioksidan ilavesi kurutma isleminden hemen sonra vidali konveyorlerde piiskiirtiilerek
yapilmakta ve burada antioksidan ile balik endiistrisinde iiretim teknikleri kesikli sistemden

siirekli hale doniismiistiir.

Islenmis hayvansal dokularda, hem yagda ¢dziinebilen (BHA, BHT) hem de suda ¢dziinebilen
(askorbik asit, sitrik asit ) antioksidanlar oksidatif acilagsmay1 engelleyebilmektedir. Ancak bu
antioksidanlar 6zellikle bozulmaya ve raf dmriiniin kisalmasina neden olan bakteriler iizerine
cok fazla etkili olamamaktadir. Bunun yanisira bakterilerin gelismesini engellemek igin
kullanilan ajanlar, bakteri gelisimi ile olusan indirgen maddelerin {iremesini
engellediklerinden oksidatif acilagsmayi1 kolaylastirmaktadirlar. Bu nedenle az miktarda sorbik
asit ve\veya onun suda ¢oziinen tuzlari, bir antioksidan ile beraber taze balik dokular iizerine
uygulandiginda, buzdolab1 sicakliklarinda bozulmaya neden olan bakterilerin gelisimi
engellenirken, antioksidan kullanimi1 ile oksidatif acilagsmayr oOnlemek de miimkiin

olabilmektedir.
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2.4.8 Esansiyel yaglar

Portakal yagi, limon yag1 ve terpen benzeri lezzet verici yaglar, fosfolipidler ve trigliseridler
gibi serbest radikal oksidasyonuna ugramaktadirlar. Gidalara katilan antioksidanlar, bu
yaglarda kullanildiklarinda lezzet ve koku maddelerindeki bozulmalar1 azaltmakta etkili
olmaktadirlar. Bu amagla BHA nin diger antioksidanlar icerisinde en fazla etkiye sahip
oldugu ve genellikle yagin cinsine bagli olarak yaklasik % 0.3 oraninda kullanildig: ifade
edilmektedir. Antioksidanlarin oksidasyonu engellemek amaci ile esansiyel yaglara islemden

hemen sonra ve miimkiin oldugu kadar diisiik sicakliklarda ilave edilmeleri gerekmektedir.

2.4.9 Ciklet hamuru

Ciklet hamurlar1 doymamig bilesenlere sahip polimerler ve petrol mumlari icermekte ve bu
maddeler siirekli oksidasyona maruz kaldiklarinda, polimerlerin capraz baglanmas: ile iliskili
olarak oldukg¢a kirillgan bir yapi olugsmaktadir. Bu sekilde istenilmeyen lezzet ve koku
maddeleri olusabilmekte ve ancak antioksidan kullanimi1 ile bu tip bozulmalar
engellenebilmektedir. BHA ve BHT bu uygulamalarda kullanilan en 6nemli antioksidanlar

olup ¢iklet hamurunun {iretimi sirasinda ilave edilmeleri gerekmektedir.

2.4.10 Kizartma islemlerinin uygulandig: gidalar

Patetes ve musir cipsleri gibi kizartma islemi uygulanan gida iiriinleri yaklasik %50 civarinda
yag icermektedir. Bu tip gidalarin ¢ok genis yiizey alanlar1 da bulunmakta olup acilagsma
nedeni ile kalitelerinde bozulmalar olusmaktadir. TBHQ genellikle kizartmalik yaglar
oksidasyona kars1 etkili bir sekilde korumakta ve kizarmis gida firiiniinde de koruyucu etki
meydana getirmektedir. TBHQ’ nun kullanimina izin verilmedigi durumlarda ise BHA, BHT
ve PG’in degisik kombinasyonlarinin sinerjistik etkilerinden yararlanilmaktadir. Hayvansal
kat1 ve sivi yaglarin kullanildig1 kizartma islemlerinde tokoferoller 1siya dayanikliliklar1 ve
ucuculuga kars1 direnglerinden dolay1 oldukga etkili olmakta ve kizarmis gidada miikemmel

bir koruyucu etki meydana getirmektedirler.

2.4.11 Firinda pisirme isleminin uygulandig gidalar

BHA, BHT ve tokoferoller gibi antioksidanlar firinda pisirilen gidalar {izerinde stirdiirdiikleri
etkilerden dolay1 firinda pisirme islemlerinde kullanilacak yaglara ilave edilmektedir. Ancak
firinlama islemindeki kullanimdan 6nce depolama sirasinda da stabilite sagladiklarindan

TBHQ ve PG’in siv1 ve kat1 yaglarda kullanimlari uygun olmaktadir. Bu nedenle, firinda
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pisirme uygulamalarinda kullanilacak kat1 ve sivi yaglara BHA, BHT, PG ve TBHQ nun

karigimlari katilarak sinerjistik etki olusturulmaktadir.

2.4.12 Findik, fistik tiirii iiriinler

Bu tip iirlinler gidalara, sekerlemelere veya hububattan elde edilen iiriinlere bilesen olarak
katilmaktadirlar. Antioksidanlarin fistik ¢ekirdegi ve parcalari iizerine de antioksidatif etkileri
mevcut olup TBHQ nun &zellikle fistiktan elde edilen kat1 yaglarin iizerinde daha fazla etkili

oldugu belirtilmektedir.

2.4.13 Hububatlar

Hububatlar; kahvaltilik kuru gidalar, sekerler, sekerlemeler ve gidalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hububatlarin lipid oranlarinin oldukca diisiik olmasma karsin igerdikleri
lipidlerin doymamishg1 yiiksek, dayanikliligi ise oldukc¢a azdir. Ekstriizyon, kizartma ve
firinda pisirme gibi 1s1l islemler de bu tip gidalarin stabilitelerini azaltmaktadir. Kahvaltilik
kuru gidalarda kullanilan hububatlar genellikle ambalaj materyallerine katilan BHA ve BHT
gibi antioksidanlarla stabilize edilmektedir. Uygun buhar basincina sahip BHT buharlagarak

paketleme materyalinden hububata gegmekte ve bu sekilde bir koruma saglamaktadir.

2.4.14 Ham bitkisel yaglar
Her ne kadar bircok ham bitkisel yag yapilarinda bulunan tokoferol, fosfolipid ve karoten gibi
dogal antioksidanlar tarafindan korunabilmekte ise de, bunlarda 6zellikle depolama, tagima ve
rafinasyon sirasinda 6nemli bozulmalar meydana gelebilmektedir. Bu tip iiriinlere TBHQ
ilavesiyle peroksit olusumunun engellenmesi, karotenin ve dogal olarak bulunan
tokoferollerin korunmasi saglanmaktadir.
Bu antioksidatif etkilerin ekonomik yararlara ¢evrilebilmesi sonucu olusan avantajlar,

- Depolama siiresinin artmast,

- Rafinasyon kayiplarinin azalmasi,

- Agartma topraginin kullaniminin azalmasi,

- Rafine yagin stabilizesinin artmasi olarak siralanabilmektedir.
TBHQ ile muamele edilen ham yaglara rafinasyon islemi uygulandiginda, bu islem sirasinda
TBHQ tamamen ortamdan uzaklagsmakta ve elde edilen rafine yagda antioksidan
bulunmaktadir. Bu nedenle de rafinasyon sirasinda depolanacak olan yaga tekrar antioksidan

ilavesi gerekmektedir.
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2.4.15 Gida ambalajlar

Ambalaj materyallerinin gidalara antioksidan ilavesinde etkili bir yol olduklar ifade
edilmektedir. Antioksidanlar, mum, parafin ve polimerler i¢inde veya emiilsiyon halinde gida
ambalajlarina ilave edilmekle ve buharlagma yolu ile de gidalarin igine gecis saglanmaktadir.
Bu yontemin etkin bir yol olmamasina ragmen olduk¢a yaygin oldugu belirtilmektedir. BHA
ve BHT’nin paketleme uygulamalarinda oldukc¢a etkili olduklari ifade edilmektedir.
Kullanilacak antioksidan miktar1 ise paketleme materyalinin biiyiikliigiine, tipine ve gerekli

olan stabiliteye gore degismektedir (Giir, E. ve Altug, T., 2001; Keskin, H., 1987).
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Cizelge2.1 Kullanilmasina izin verilen antioksidanlar ve kullanim alanlar1

ANTIOKSIDANLAR
Numara Isim Yorum

Antioksidan. 'C vitamini'; sentetik olarak
glukozdan saglanabilir, dogal olarak sebze

E300 Askorbik asit ve meyvelerde bulunur; et, unlu
iriinler,dondurulmus balik gibi iiriinlerde
kullanilir.

'E301 Sodyum askorbat Antioksidan. C vitamini'nin sodyum tuzu

| Antioksidan. C vitamini'nin kalsiyum tuzu,

E302 Kalsiyum askorbat  |'kalsiyum oksalat' taslarinin olusumunu
hizlandirabilir.

'E303 Potasyum askorbat |Antioksidan. C vitamini'nin potasyum tuzu

E304* Askorbil palmitat, |Antioksidan. Askorbik asitin yagl esteri.

IE3 06* Antioksidan. 'E vitamini'; soya, bugday,

B3 07*’ piring, pamuk tohumu, misir gibi birgok

B3 08*’ Tokoferoller sebzenin ve hayvanlarin yaginda bulunur;

B3 09*’ margarin ve salata soslarinda, ilag ve
kozmetik tiriinlerinde kullanilir.
Antioksidan. Gastrit ve cilt tahrisine neden
olabilir, kandaki hemoglobine zarar verdigi

E310 Propil gallat icin bebek ve kii¢iik cocuk gidalarinda izin
verilmemistir; yag, margarin ve salata
sosunda kullanilir.

E311* Oktil gallat Bakiniz: E310

E312* Dodesil gallat Bakiniz: E310

E317 Eritorbik asit Antioksidan. Sakkarozdan {iretilir.

E318 Sodyum eritorbat Antioksidan.

| Antioksidan. Petrol kokenli; HACSG!

Tert- sakinilmasin1 Oneriyor; bulanti, kusma ve
E319 Butilhidroquinon sayiklamaya neden olabilir, 5 gramlik bir
(TBHQ) doz oldiirticti sayilir; yag ve margarinlerde

kullanlir.
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[E320%
Antioksidan. Petrol kokenli; yenilebilen
yaglarda, ciklet, margarin, findik, patates
. . iiriinleri ve polietilen gida ambalajlarinda
Butillenmis .
Lo kullanilir, bebe  mamalarinda  izin
hydroksi-anisol . .y .. . o
verilmemistir, alerjik reaksiyon yapabilir,
(BHA) ) . . .
hiperaktiviteye,  kanserojen,  estrojen
etkilere ve diger olumsuzluklara sebep
olabilir.
| Butillenmighidroksi- |, . . .
£ .
E321 toluen (BHT) Antioksidan. Bakiniz: E320
Antioksidan. Emilgator.Soya fasulyesi,
yumurta sarisi, yerfistigl, misir veya
E322%* Lesitin hayvani yaglardan elde edilir. margarin,
cikolata, mayonez ve siit tozunda kullanilir;
bitkisel tipi tercih edilmelidir.
E305% Sodyum laktat AP'[IOk?ld&l’l. Laktik asidin tuzu. Hayvani
kokenli.
'E326* Potasyum laktat Bakimiz: E325
E327* Kalsiyum laktat Bakiniz: E325
E328* Amonyum laktat Bakiniz: E325
'E329* Magnezyum laktat |Bakimiz: E325
| Antioksidan. Gida asidi, dogal olarak
turuncgillerden  elde  edilir,  biskiivi,
T konserve balik, peynir ve peynir {iriinleri,
E330 Sitrik asit bebe mamasi, kek, corba, cavdar ekmegi,
icecekler ve mayalanmis et mamullerinde
kullanilir.
E331 Sodyum sitratlar Antioksidan. Gida asidi.
'E332 Potasyum sitratlar ~ |Antioksidan. Gida asidi.
'E333 Kalsiyum sitratlar ~ |Antioksidan. Gida asidi.
E334 Tartarik asit Antioksidan. Gida asidi.
E335 Sodyum tartaratlar |Antioksidan. Gida asidi.
E336 Potasyum tartaratlar |Antioksidan. Gida asidi.
E337 Sodyum potasyum | » i ksidan. Gida asidi.
tartarat
'E338 Fosforik asit Antioksidan. Gida asidi.
' Antioksidan. Mineral tuz; eczacilikta
E339 Sodyum fosfatlar miishil olarak, yiiksek dozlar viicuttaki
kalsiyum-fosfor dengesini bozabilir
'E340 Potasyum fosfatlar |Bakiniz: E339
E341% Kalsiyum fosfatlar Antioksidan. Mineral tuz; kaya ve kemikte
bulunur
'E343 Magnezyum fosfatlar | Antioksidan. Mineral tuz.
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'E350 Sodyum malatlar Antioksidan. Mineral tuz.

E351 Potasyum malat Antioksidan. Mineral tuz.

E352 Kalsiyum malatlar ~ |Antioksidan. Mineral tuz.

'E353 Metatartarik asit Antioksidan. Gida asidi.

E354 Kalsiyum tartarat Antioksidan. Mineral tuz.

E355* Adipik asit Antioksidan. Gida asidi.

'E357* Potasyum adipat Antioksidan. Mineral tuz

| £363 Suksinik asit ?alztail(ziill((ii?n. Gida asidi. Baz iilkelerde
E365 Sodyum fumarat Antioksidan. Mineral tuz

'E366 Potasyum fumarat  |Antioksidan. Mineral tuz

E367 Kalsiyum fumarat  |Antioksidan. Mineral tuz

'E370 1,4-Heptonolakton |Antioksidan. Bazi iilkelerde yasaklandi

Antioksidan. B3 vitamini; dogal olarak
fasulye, bezelye ve diger baklagillerde, siit,
yumurta, et, kiimes hayvanlar1 ve balikta
bulunur; doz asimi halinde seker hastaligi,
E375 Niasin gastrit, karaciger ve goz zararlan ve gut
hastaligina yol agar, kandaki iirik asit
seviyesinin yiikselmesine neden olabilir;
ciltte kizarikliklar, &zellikle a¢ karnina
alinmis ise bas ve mide agris1 yapabilir

'E380 Tri-amonyum sitrat |Antioksidan. Mineral tuz.
E381 Amonyum ferrik Antioksidan. Mineral tuz.
sitratlar
| Kalsiyum disodyum D .
E385 etilen Antioksidan. Bazi iilkelerde yasaklandi

* Bitkisel veya hayvansal kokenli olabilir. Bu sebeple siipheli kabul edilen

katkilar1 gosterir ( http://www.gidaraporu.com).
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2.5 ANTIOKSIDANLARLA iLGIiLi YASAL DUZENLEMELER

(Resmi Gazete,1990)

Cizelge 2.2 Kullanimi yasal olarak diizenlenmis antioksidan ¢esit ve miktarlar

E.C. | Maddenin Ady Kullamilacafpn | Maksimum Apklama
Mamiil Miktar
Rafine zeytinyag 200 mg/kg
Eah ve sma bitkisel | UTG (GMF)
Dogal ve Sentetik Mayrta:mlem r UTG (GMP)
E306 | o-Tekoderolve Mayonez UTG (GMI) |
Wl ki el UTG (GMP)
Soslar UTG (GMF)
Alkolstiz igecekler | UTG (GMP)
Meyve konserveler 550 mg'kg
Mantar drinleri UTG (GMP) |
Ekmek 75 mp'kg
Igecek tozlan UTG (GMP)
Mantar konserveleri | UTG (GMP)
Sofralik zeyitnler 200 me/ke
Regel, jole ve S00mgkg | Tekbepma veya izo askorbik
E300 | Askorbik Asit marmelatiar asit ve bunlermn tuzlan fe
s el UTOEET) | - eombine halde sskorbik s
- .".u.k':.r.hw e | URORSE fizerinden hesaplanarak
Kakaoh mamillar 300 mp'kg
Et tritnleri 500 mg/ki
Biskivi, gofret, kek, | 100 mg/kg
kurabiye, pasta vh.
Ketgap we soslar UTG {GMF)
Sckerlemeler UTG (GMP) |
Ean ve s1ivi bitkiel 200 mg'kg
E304 | Askorbil Palmitat ve hm’:ﬁﬂ T EE Tek basma veya karigim
A Sosiar 200 mgkg el
Et suyu tabletleri SO0mgkg | YaBdan gelen, tek bagina veya
Eaf ve spv bitkisel 100 mg'kg BHT yada gallatharls kargim
yaglar balinde
E320 Butillendiritmiz Margerinier 100 mp'kg
Hidroksi Anizal Rarlem szmesi vh. 100 mekg Tek bagina veya BHT yada
(BHLA) Bisklvi, gofret, kek, | 100 mgkg | gallatlarta kangum halinde yag
Furabiye, pasta vb. ik
Patates cipsi 50 mg'kg
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Cikbatler 75 mg'kg
Sobourtl clklotler 300 mpkp Tek bagina veyn BHT yadn
320 Putillemdirilnky Cereler 50 mplkg gellatlarks karigimn halinde yoi
Hidraksi Anteol | Exsmyuve chstrakn | 50 mg/kg bazmia
(LA ieren b bazu
rhealar
Kah ve v bitkise) | 100 ma/ue
yalix
Mearparinler Low mgdeg
T 15 aah
Bk, golret, kek, | 100 mgkg
E3Z1 Deatilleadinilmiy Jusrabiy, pista vb. Tek bagina veya BHT vada
Hidreksi Tohesn Likletler TS0mg%E | pflarlcls kengun balinde ya@
i Fokoli viklolbo 300 mgg bazinds
Hamr gochalar 100 mg'kp
Correr M mghy
Bt auyu tbletler Hmgkg
Paiates ipsi S0 mg/kg
Kah ve mv1 bitkizal 100 meky Tﬂ:hﬂqmm%ﬁﬂm
. o~ _yuftlar _ gl s b
E312 Nbsilsail | iallast T mgg 2
Ciketler 750 iy T‘]"""“""’:":“Ml“l’:h
Tokeorli cildet] 300 mah BHT, BHA [ knmigim hin
Han ve s bitkdsal 100 mpkg Tek hagma veya propdl, dodesil
yaflur gallatiaris lonpm halmde
Cikbetler 750 mekg
E311 Cctil Gallat - T T Tek hagina veya gallailarls
Margarinler 100 mal BHT, BHA il karigiin halinds
st ve vibitkisel | 100mgkg | ek bagma veya mifer gnlintiar
yaglar birlikte
Iargarinler 100 mp'kg
Cilded W Tﬂ:l:l-u.p:l:-'l.l'q‘l Ell.ll:llﬂf.’ EHT,
- T 300 mpRE DIIA ile kemmm balinds
HEa opil gallat Tatato: cipsi 100 mg'ks
=T ] B
Iye, paiin
Cerealer 100 mglkg Ve clon
Kaleoly monsilller 100 mgflg
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Cizelge 2.2 Devami
Meyve konserverleri 00 mpkg
Sofrallk zeytinler | UTG (GMP)
Et tiriinleri UTG (GMFP)
Drondurulumng UTG (GMF)
: baliklar
asit
1s0 askorbilk asit ve e e
is0 askorbat
B3 | sscpancas Regeljolcve | UTG (GMP)
marme|atlar
Alkolslz igecekler | UTG (GMP)
Monoglizerid sitrat Kat ve sivi bitkizsel 100 mg'kg
yaflar =
Tek bagma veya asitl,
Et tirfinleri 00 megkp ispagkorbit ve isonskorbatlarla
Sodyum askorbat beraber askorbik asit Qzerinden
hesap edilerck
E301 Dondurmlmes 1 prikz Asit 0zerinden hesap edilersk
firilnleri
Tek bagma veya asit,
Et orinleri 500 mgkg | isonskorbit ve isoaskorhatiarla
Potasyum askorbal beraber askorbik esit dzerinden
bezap edilerek
Dionduraloms sa 1 gk Agit izerinden hesap edilerek
friinleri
Kah ve sivi bitkize] 100 mpkp
Sodyum sitrat yaflar
B33l iargarinier 100 mg/ke
Ipecek tozlan 100 mpg
Kat ve savi bitkisel | UTG (GMF)
yalar
Margarinler UTG {GMF)
Bislbdlivy, gofret, kek, | UTG (GMP)
Jﬂnnbi'_'_mb pisty vh,
Sirik asit Tahin helvas UTG {GMF)
£330 Et firitnler] UTG (GMP)
Tgecek tozlan UTG (GMP)
Tersiyer butil- Spvr vafilar 200 me'kg
hidroksikinon Margarinler 100 mg'kg Propil gallat iie birlikte
kallamlmaz

Cizelge 2.2°de Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu tarafindan antioksidan olarak

siiflandirilmis maddelerden, CAC (1997), EC (1995) ve Tiirk Gida Kodeksi Y 6netmeligi

(TGKY, 1997)’ne gore kullanimina izin verilenler goriilebilmektedir.
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Cizelge2.3 CAC ve EC’ye gore gidalarda kullanimina izin verilen antioksidanlar

(Resmi Gazete, 1990)

NS No Antioksidanlar CAC EC TGKY
220 Kiikiirt dioksit + + +
221 Sadyum silfit + e 4+
222 Sodyum hidrojen siilfat - + +
300 Askorbik asit + + +
301 Sodyum askorbat + + +
302 Kalsiyum askorbat + + +
303 Potasyumn askorbat + - =
304 Askorbil palmitat + -+ +
305 Askorbil stearat + + +
306 Tokoferol ekstrakilan + + +
307 a-Tokoferol + + +
308 p-Tokoferol T ¥ +
309 v-Tokoferol + + +
310 Propil gallat + ¥ +
311 Okiil gallat % n T
312 Dodesil gallat § + +
315 Eritorbik asit + + +
il6 Sodyum eritorbat + + +
319 TBHQ + = -
320 BHA n T

321 BHT + + +
1102 Glukez oksidaz + = =

Cizelge2.3’den gozlendigi gibi potasyum askorbat, glukoz oksidaz ve TBHQ gibi
antioksidanlarin gidalarda kullanimina, EC ve iilkemiz yonetmeliginde heniiz izin

verilmemektedir.
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2.6 KALITATIF ve KANTITATIF TAYIN YONTEMLERI
Inskina, L.B. ve grubu quersetin ve bunlarla ilgili polifenollerin (dogal polifenoller)
antioksidan Ozelliklerini agiklamak ve bunlarin tabletlerdeki miktarin1 saptamak igin

spektrofotometrik yontem uygulamislardir (Iriskina, L.B.Zhusupova,1996).

Miller, N.J. ve grubu antioksidanlarin aktivitelerinin Ol¢ililmesi icin gelistirilen
spektrofotometrik yontem ile 660, 734 ve 820 nm’deki absorbans degerlerinden
yararlanmiglardir. Bu yontemin kullanilmasiyla 12 antioksidan molar antioksidan aktiviteleri

temel alinarak birbirleriyle karsilagtirilmistir (Miler, N.J., 1993).

Diplock A.T., anitioksidanlarin ve peroksit bozunma iiriinlerinin tayini i¢in kullanilan HPLC
ve spektrofotometrik yontemleri igeren 17 ¢alismay1 bir derleme yapmistir (Diplock, A.T.,

1991).

Bea, E.A., ve grubu soya fasulyesinde ve onun yan firiinlerinde bulunan izoflovonlar ve
onlarin antioksidatif etkileri lizerine yaptig1 ¢alismada ters faz HPLC yontem ile baglica
antioksidan bilesenlerin miktarin1 saptamislardir. Soya fasulyesinde izoflavonlarin ¢ogu
metanol ile ¢ok az bir kismu ise su ile ekstrakte edilmistir. Dort ¢esit soya fasulyesinde yapilan
calismada izoflavon igerigi kahverengi soya fasulyesinde en yiiksek miktar olarak tespit
edilirken bunu sirayla sar, kiiclik siyah ve siyah soya fasulyesindeki degerler takip etmistir

(Bea, E.A.,1997).

Summanen J. ve grubu fenolik antioksidanlarim ayrilmasi ve tayini icin kapiler zone
elektroforez (CZE) ve miceller elektrokinetik kapiler kromatografik (MEKC) yontemlerini
kullanarak rutin laboratuar tekniklerinin giivenirligini arttirmay1 amag¢lamislardir. Yo6ntemleri
yiyeceklerin oksitlenmesinin énlemek ve gelistirmek amaci ile kullanilan CZE ile yapilan 6n
calismalarin sonuglan yeterli olmaymca MEKC metodu ileri aragtirmalar i¢in kullanilmigtir

(Summanen, J., 1996).

Irache, J.M. ve grubu yagh gidalardaki 7 fenolik antioksidanin tayini i¢in ters faz HPCL
yontemi geligtirmiglerdir. Yontem margarinlerde bulunan BHA, BHT ve dodesil galat
(DG)’in miktar tayinine ve margarinlerin -18, 6, 20 ve 50 °© C depolanmalari sirasinda

antioksidanlarin davraniglarini izlemek amaciyla uygulanmistir (Irache, J.M., 1997)
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Abusshita, A.A. ve grubu modern analiz tekniklerini kullanarak en onemli sebzelerden biri
olan domateste bulunan antioksidanlarin (vitamin E, vitamin C ve [-karoten) tayinini
gergeklestirmislerdir. lon ¢iftgi kromatografi yontemi ile mitkemmel ayirma saptamislardir ve

yiiksek duyarlilik elde etmislerdir (Abusshita, A.A., 1997)

Tsuruizumi, A. kahve cekirdeklerinden 1lik veya sicak suyla ekstrakte ederek yiyecekler i¢in

uygun antioksidan elde etmistir (Tsuruizumi, A., 1994)

Zbiec, M. A. ve Goszcz, H. sentetik fenolik antioksidanlar olan butil-4-hidroksilanisol (BHA)
ve butil-hidroksil toluen (BHT)nin gidalarda tayini i¢in iki adimdan olusan yodntem
gelistirmiglerdir.

a. Antioksidanin gidalardan ekstraksyonu

b. HPLC ile tayin
Degisik prosediirler ile hazir ¢orba, ¢ignenebilen sakizlar ve yumusak iceceklerde bulunan
BHA ve BHT ckstrakte edilmis C;s kolonda, HPLC yontemi ile yapilan Olglimlerde
deteksiyon limitleri ters faz, sakiz ve hazir ¢corbalarda 0.8-2 mg BHA/kg ve 4-10 mg BHT/kg
yumusak iceceklerde ise 2 mg BHA/L ve 2 mg BHT/L olarak belirlenmistir. Yontem
marketlerde satilan bir¢ok gida maddesinde uygulanmistir (Zbiec, M.A.,1995)

Aeschbach, R. ve Rossi P. cay, baharat, sebze ve kahve gibi bitkilerden antioksidan ekstrakte
elde etmek iizere gelistirilen proseslerde elde ettigi sivi antioksidanlarin gida, kozmetik
irinler ve farmasotik emiilsiyonlarda koruma amagh kullanilabilecegini belirtmistir

(Aeschbach, R., 1996).

Chen, C.W. ve Ho, C.T. yesil ve siyah ¢aydan ekstrakte edilen polifenollerin antioksidan
ozelliklerini BHT ve theaflavinlerle (TF) karsilastirmislardir (Chen, C.W., 1995).

Huang, G. ve grubu hazir sehriyelere teotanninlerin antioksidan etkisinin arastirilmasi {izerine
yaptiklari ¢alismada teotanninlerin mitkemmel antioksidan 6zellik gosterdiklerini ve optimum

miktarin 50 ppm oldugunu belirtmislerdir (Huang, G., 1996).

Ariga, T. ve grubu liziim ve ¢ekirdiklerinin 60 © C ‘de su ile 2 saat ve daha sonra 90 °© C su
ile ekstraksiyonuyla elde edilen proantosiyanidinlerin gida ve kozmetikler icin faydali

antioksidanlar oldugunu belirterek bu konuda patent almiglardir (Ariga, T., 1991).
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Yanishlieve, N.V. ve Marinova, E.M. aycicegi yagindaki bazi dogal antioksidanlarin

antioksidatif etkileri izerine arastirmalar yapmiglardir (Yanishlieve, N.V., 1996).

Takaya 1. suda c¢oziinen rutin tlrevlerinin et drlinlerinde antioksidan olarak
kullanilabilecegini, 6rnegin balik veya tavuk etinde % 0.050-0.250 o G-rutin kullanildiginda
oksidasyonu ve koku olusumunu engelledigini belirtmistir. (Takaya 1., 1993).

Diaz, T.G. ve Cabanillas, A.G. alkil gallatlar (AG), BHA, BHT, TBHQ ve NDGA analiz
siiresini birkag saat olacagini belirtmislerdir (Diaz, T.G., 1996).

Furuta, S., Nishiba, Y. ve Suda, 1. sebzelerin antioksidatif etkilerini fluorimetrik yontemle
arastirmiglardir. Yontemin pigment igeren sebzelerede uygulanabilecegini ve analiz siiresinin

birkag saat olacagini belirtmiglerdir (Furuta, S., 1997).

Nieto,S. ve grubu balik yag1 oksidasyonuna karsi antioksidan 6zellik gosteren 6 flavonoidten
5 tanesini yerel Chilean bitkisinden elde ederek saflagtirmiglardir. Flavonoidlerin balik yagi
icin stabilizer olduklarini ve sentetik antioksidanlara alternatif teskil ettiklerini bildirmislerdir.
Bu 5 flavonoidi dl- a —tokoferol ve sentetik antioksidanlar olan BHT ve BHA ile
karsilastirmislardir. Sardunya yagi oksidasyonunda flavonoidlerden olan katesin, morin ve
quersetin’in oldukca yiiksek degerde antioksidatif etki gosterdiklerini belirtmislerdir.
Arastirma sonuglari birgok flavonoidin dogal antioksidanlar gibi sentetikler yerine

kullanabilecegini gostermistir (Nieto, S., 1994).

Tan, S. ve grubu kalp rahatsizlig1 icin kullanilan ilaglar ve sebzeler i¢in koruyucu olarak
kullanilacak antioksidani ( Hesperidin ) taze soyulmus turuncgil kabugundan 2 N NaOH ile
ekstrakte etmislerdir. Filtrasyondan sonra Hesperidin pH = 4-5’e ayarlayarak ¢oktiiriilmiis,
cokelti su ile yikanmis ve kurutulmus. Cokelti 80°C’de su ile yikanarak siiziilmiis ve oda
temperatiiriinde yeniden kristallendirilmistir. 10 kg portakal kabugunda 72.6 g Hesperidin
elde edilmistir (Tan, S., 1993).

Sawamura, M. ve grubu pericorps’den MeOH ve EtOH ile suda ¢6ziinen antioksidan
ekstrakte etmiglerdir. Ekstraksiyon isleminden sonra yagda ¢oziinen kisimlar kloroform,
n-hekzan veya her ikisi kullanilarak ayrilmistir. Elde ettikleri antioksidanin askorbik asitten

farkli oldugunu belirtmislerdir (Sawamura, M., 1993).
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Kahless, R. ve Michlbauer, F. bitkilerden (giil, kekik, ada ¢ay1, oregan....) dogal antioksidan
ekstraksiyonunu CO, ile 10-80°C ve 80-300 bar basincta gergeklestirmislerdir. 100 kg giil
yapragindan 7 kg sar1 renkte kokusuz flavonsiz dogal antioksidan elde etmislerdir (Kahless,

R., 1994).

Xie, B. ve grubu yesil ve siyah caydan antioksidan eldesi i¢in dnce suyla ekstraksiyon ve
sonra kloroform, Et-asetat ve biitanol ile ekstraksiyon yapmislardir. 8 ayn fraksiyon elde
etmislerdir. Alkoloidlerin biiyiik bir kismin1 kloroform ile ekstrakte ederken biiyiik dlgiide
onem arz eden flavanolleri ise Et-OAc ile ekstrakte etmiglerdir. Thearubiginler, biitanol
fraksiyonlarindan elde edilmis ve aminoasitlerin ¢ogu su fazinda kalmistir. Biitiin fraksiyonlar
ters faz HPLC yontem ile analiz edilmistir. Flavanollerin oldukga gii¢lii antioksidan aktivitiye

sahip olduklarim belirtmislerdir (Xie, B., 1994).

Tsuda,T. ve grubu tamarind cekirdek kabuklarindan etanol ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktin antioksidatif aktivite gosterdigi [tiyosiyanat ve tiyobarbiitiirik asit, (TBA) metod
ile] goriilmistiir. Cekirdek kabuklarmin Et-OAc ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstraktlarin ise daha giiclii antioksidatif 6zellik gosterdigini belirtmislerdir. Bu sonuglar bize
sakiz endiistrisinde bir biyolojik iiriin olarak kullanilan tamarind c¢ekirdegi kabuklarinin

giivenli ve diisiik maliyetli antioksidan kaynagi oldugunu gosterir (Tsuda, T., 1994).

Kawagishi, S., ve grubu susam tohumlarimi sicak su ile muamele ederek elde ettikleri susam
glikozitlerini tanimlayarak antioksidant 6zellik gosterdiklerini ve bunlarin gida koruyucu

olarak kullanilabileceklerini belirtmislerdir (Kawagishi, S., 1995).

Oosawa, T. ve Ochi, H. piringten % 0.5 TFA - %95 EtOH ile ekstraksiyonu ile elde edilen
siyanidin. 3-O-( B )-glukozunidin gidalarin  korunmasinda antioksidan olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir (Oosawa, T., 1996).

Hara, M. ve Sugiara, M. soya fasulyesi ve soya filizlerinin H,SO4 ve sonra MeOH ile
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktin kolonda ayrilmasiyla elde edilen saponinlerden
antioksidant, anticoloestramic ve antirombin agent olarak faydalanilabilecegini

gostermislerdir (Hara, M., 1990).
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Ahn, C.Y. ve grubu beyaz ve siyah susam tohumlarindan elde ettikleri (sefadex LH-20 ve C18
kolon kullanarak) antioksidatif maddeler lizerinde yaptiklar1 aragtirmlarda beyaz susamdan

elde edilen antioksidanlarin daha aktif ve giiclii olduklarini belirtmislerdir (Ahn, C.Y., 1993).

Sato, T. ve grubu yaptiklar1 caligmalarda askorbik asidin tiirevlerinden biri olan 3-
Oectilaskorbik asidin gidalarda oksidasyonu inhibe edici bir etkisi oldugunu ve gida olarak
kullanilan yaglara eklendiginde iyi antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmislerdir (Sato, T.,

1995).

Dei, Y. bilim adamlan tarafindan c¢esitli bitki ve sebzelerden elde edilen antioksidanlardan,
aycicegi tohumlarindan elde edilenlerin gii¢lii antioksidatif etkiye sahip oldugunu belirleyerek
bunun tizerinde c¢alismalarini siiriidiirmiistiir. Bu triiniin askorbik asidin stabilize edilmesinde
ve karotenoidlerin renginin bozulmamasinda oldukga etkili oldugunu belirterek caligmlarinda
aycicegi tohumlarinda elde ettigi suda ¢oziinen dogal antioksidanin gidalarda kullanimi

tizerindeki geligsmeleri tartismistir (Dei, Y., 1995).
Anon., susamdan molekiiler distilasyon ile elde edilen yagin sesamin, sesamolin ve linoleik

asit bakimindan zengin oldugunu ve oksidasyona karsi diren¢ gosterdiklerini ve antioksidatif

etkiye sahip oldugunu belirtmistir (Anon., 1994).
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Cizelge 2.4 Dogal Antioksidanlarin tayin yontemleri

Antioksidan

Tayin Yontemi

Uygulanan Alan

a-tokoferol, a-tokoferil
asetat,2,6-di-tert-biitil-p-
hidroksitoluen, tert-biitil-
4-hidroksianisol, tert-
biitilhidrokinon

Gaz Kromatografisi

Siv1 ve kat1 yaglardaki trigliseridler (Nieto,
S., 1994)

Akdeniz kokenli bitkisel materyallerde

Flavon, floavonollar HPLC (Skerget, M, 2004)
Askorbik, dzililtdroaskorblk HPLC Armudun etli dokusunda (Rizollo, A., 2002)
B-Karotenin HPLC— TLC Balik yaglarinda (esasli destek ilaglarinda)

bitkisel yaglarda(Lutorelli, S., 1999)

A ve E vitaminleri,
retinol asetat, a-, 3- ve v-
tokoferol, a-tekoferol
asetat

HPLC ters- faz

Bebek mamalarinda (Mendoza, B.R., 2003)

Fenolik asitler ve

Kiitle spektrometrik

Elma — armut (Schieber, A., 2001)

flavonoidler HPLC
Tokoferol Voltametrik Zeytinyag1 (Diaz, T.G., 2004)
Fenolik antioksidan Voltametrik Ticari portakal suyu (Sousa, W.R., 2003)
Vitamin E (a-tekoferol) Spektrofotometrik Bakir (II)—neoklg)r()f;;;: a)ktlﬁyle (Titem,
Pl Zhao, B., 2004
Vitamin A, C ve -karoten HPLC azma (Zhao, B., 2004)

Domates (Abushita, A.A., 1997)

a-tekoferol

Tirev Spektrofotometrisi

Farmasotik preparat (Yilmaz, B.,2004)

Askorbik asit, gallik asit

Tirev Spektrofotometrisi

Sentetik karisim (Markopoluou, C.K., 2003)

Bazi sebze (sogan), meyvelerde (elma) ve
herbal 6rneklerde (Wach, A., basimda)

HPLC
Kuersetin Insan plazma ve idrarinda (Ishii, K., 2003)
Spektrofotometrik Askorbik asitin varliginda (Pejic, N.,2004)
HPLC Plazma (biyolojik sivilar) (Oliviera, E.J.,
Kapiler elektroforez 2001)
UV veya floresans Biyolojik matrislerde(Oliviera, E.J., 2001)
Flavonoid

Elektrokimyasal yontemler

Biyolojik matrislerde(Oliviera, E.J., 2001)

GC-MS

Trimetil silil tiirevleri (Oliviera, E.J., 2001)

Kuersetin ve Kamferol,
TMS tiirevleri

GC-MS

Insan idrar1 (Oliviera, E.J., 2001)
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Cizelge 2.5 Sentetik antioksidanlarin tayin yontemleri

Antioksidan Tayin Yontemi Uygulanan Alan
BHA, BHT, oa-TA, o-T, HPLC Gida iirtinleri (Gonzalez,M.,1998)
TBHQ

BHA, BHT, TBHQ

Gaz Kromotografisi

Yemeklik s1v1 ve kati
yaglarda(Yang, M., 2001)

BHA, BHT, TBHQ

UV-Vis. Spektrofotometri,
en kiiciik kareler yontemi
(PLS)

Aycicek yagi( Espinossa-Mnsilla,
A., 1996)

Propil ve oktil galllatlar,
Tert-butilhidrokinon ve 3-
ter-biitil-4-hidroksianisol

HPLC

Aycicegi, misir, zeytinyaglari,
margarin, domuz yagi,
tereyagi(Nouguera-Orti,J.F., 1999)

BHA ve PG

Ters-faz HPLC

Et suyu, toz gorbalar (Perin,
C.,2002)

BHA Ters-faz HPLC Bulyon, kuru et, kuru hayvan
yiyeceklerinde (Perin, C.,2002)
oG Ters-faz HPLC Kuru et (Perin, C.,2002)
BHA Floresans Toz gorbalar,sakiz(Cruces-
Spektrofotometrisi Blanco,C.,1999)

BHA, BHT, PG, TBHQ

Voltametrik yontem,
CLS, PCR ve PLS

Kat1 yiyecek ornekleri, yaglarda
(N1,Y.,2000)

BHA, PG

Liiminesans
Spektrofotometrisi

Corba, yag, margarin( Aguilar,
M.P., 2000)

PG, OG, DG,BHA, BHT

S1vi kromotografisi

Unlu Mamiiller ( Rafecas, M.,
Guardiole, F., 1998)
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2.7 UV — Vis Spektrofotometrisi ve Tiirev Spektrofotometrisi
Gorsel yontemlerle yapilan analizler belli bir hata olasiligi tagir. Géz yerine 1sina
duyarli aletlerin kullanilmasi ile daha duyarli sonuglar alinabilir ve eser miktardaki
maddeler bile analiz edilebilir. UV — Vis spektrofotometrisi, kantitatif analizler i¢in
analitik kimya laboratuarlarinda en ¢ok tercih edilen yontemlerin basinda gelmektedir.
UV — Vis spektrofotometrisi, molekiillerin prizma, mercekler, gratingler veya aynalar
gibi araglar kullanarak UV — Vis boélgenin elektromanyetik spektrum icerisindeki
elektrik alan vektorleriyle etkilesmesine dayanir. (E =E; — Eg=hv=h . Cy/A ). UV —
Vis spektrofotometrisi, Lambert — Beer yasasiyla agiklanmaktadir ( A = ¢ .lL.c ).
Absorbans, A, 15181n gecirgenligine ve dl¢iilen maddenin 6zelligine baglidir. Lambert —
Beer yasasi ¢cok absorplayict madde igeren karisimlar iginde gegerlidir. Lambert — Beer
yasasina gore tiirlerin birbirini etkilemesi kosuluyla karistmin belirli bir dalga
boyundaki absorbansi kendini olusturan komponentlerin ayn1 dalga boyundaki toplam
absorbanslarina esittir.

Am=ca.euat cg.enus t oo, +Cn.€an
UV — Vis spektrofotometrisi olduk¢a fazla kullanilmasina ragmen g¢oklu komponent
tayinlerinde birtakim sorunlarla karsilagilmaktadir. Ciinkii ¢oklu komponent
tayinlerinde komponentlerin yalniz basina verdigi absorpsiyon pikleri karigim igerisinde
iist iiste cakismaktadir. Bu durum elde edilen spektrumlardan karigimi olusturan piklerin
tayinini olanaksizlastirmaktadir. UV — Vis spektrofotometrisinde elde edilen
spektrumlarin genis ve piklerin yetersiz kalmasi sonucunda tiirev spektrofotometrisi
gelistirilmigtir. Tiirev spektrofotometrisinde spektrumlar ¢oziiliir, pikler keskinlesir ve
istenmeyen girisimler yok edilir.
Tiirev spektrofotometrisinin temeli UV — Vis spektrofotometrisinde elde edilen
spektrumlarin  diizeltilmesinde tiirevsel islem yapilmasmma dayanir. UV - Vis
spektrofotometrisinde belirli bir dalga boyundaki absorbansi bir fonksiyon olarak
tanimlarsak A = f (x) = ¢ .l.c , bu fonksiyonun 1. tiirevi dA\ dA = c.l. [de\ dA]’dr.
Spektrumun herhangi bir noktasindaki tiirev degeri hesaplanip, dalga boyunun
fonksiyonu olarak grafik ¢izildiginde 1. tiirev spektrumu elde edilir. Bu grafikler daha
iist derecedeki tiirev degerleri i¢inde ¢izilebilir. d"A\ dA" = c.1. [d"¢ \ dA" ] formiilden de
anlasildig1 gibi absorbans konsantrasyonla dogru orantilidir. Absorpsiyon spektrumun
tirevi alindiginda maksimum olan yerler 0 olur; iki kere tiirevi alindiginda ise,
fonksiyonun ekstramum noktalar1 elde edilir. Bunu bir kural halinde vermek istersek,

tek sayilardaki tiirev degeri O olan noktalar, ¢ift sayilardaki tiirevi, ekstramum noktasina
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yani maksimum — minimum noktasina esit olurlar. Tiirev alindiktan sonra 0 olan bdlge
donitim noktast da denir. Ayrica, tiirev derecesi arttikca, pikler dar ve keskin bir hal
alir.Bu durum, c¢oklu komponent analizlerinde zorluga neden oldugundan yiiksek
derecelerdeki tiirevler pek tercih edilmez. Tiirev spektrumu uygulanirken birgcok

yontemlerden faydalanilir. Bunlar;

- Pik — Pik Yontem : Bu yontem, maddelerin konsantrasyon tayini i¢in kullanilir.

Tiirev absorpsiyon egrilerinin maksimum ile minimum arasindaki uzaklik maddenin

konsantrasyonu ile (Sekil 2.9) dogru orantilidir.

Sekil 2.9 p,- P, pikinin konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu pik — pik yontemi

d": n. tiirev sirasi

A: Absorbans

€ : Molar absorptiviteleri [ L.mol lem ™

¢ : Molar konsantrasyon [ mol L! ]

1 : Isin yolu [cm]

Bu yontemde, her zaman istenildigi gibi konsantrasyon ile dogru oranti grafigi elde
edilemez. Bu yiizden, logaritmik fonksiyonlar gibi ¢esitli matematiksel fonksiyonlar
kullanilir. Bunun nedeni, piklerin yeterince ayrilamamasi, maksimum pik noktasinin

bozulmasi, istenmeyen zemin olusmasi ve Lambert — Beer yasasina uymamasidir.

- Pik — Tanjant Yéntemi : iki komsu egrinin maksimum veya minumumdan gegen bir

teget cizilir. Egrinin ekstramum noktasinin ortasindan gecen ordinata paralel bir dogru
cizilir. Dogrunun, tegeti kestigi noktaya kadar olan yerin uzakhga ol¢iiliir (t;, t;, t3 ).

Lineer bir zemin olusturmak i¢in ¢ok uygun bir yontemdir (Sekil 2.10)
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Sekil 2.10 t,, P, pikinin konsantrasyonu ile dogru orantili pik — tanjant yontemi

- Pik — Sifir Yontemi : Bu yontemde, sifir ¢izgisine ¢izilen dikey dogrularin uzakliklar

olgiiliir (z, , zo , z3, z4 , zs ). Olgiilen uzaklik tiirev absorbans degerleri ile dogru
orantilidir. Coklu komponentlerin tayininde fazlaca uygulanan bir yontemidir (Sekil

2.11).

t

A A A
[ % o

lm \\E;// H&ka—‘_*

(=]
&

Sekil 2.11 z,, P, pikinin konsantrasyonu ile dogru orantili pik — sifir yontemi

- Pik — Pik Oram Yéntemi : iki komsu pikin birbirlerine olan oran1 alinarak yapilir ( p;

/ p2). Bu yontem, zemin girisimine yol actigindan pek tercih edilen bir yontem degildir.
Daha pek cok yontem bulunmaktadir (Genisleyen pik- pik yontem, doniim noktasi

yontemi...)

2.7.1 Analitik Bantlarin Tiirevlendirilmesi

Tiirev spektroskopisinin en énemli avantaji iki veya daha fazla analitik bandin ¢cakigsmasi
durumunda her iki komponentin tayin edilebilmesinin miimkiin olabilmesidir. Tiirev

derecesinin artmasi ile ¢ok {ist iiste gelmis bantlarn ayrilmasi da miimkiin olabilmektedir.

Basit bir absorpsiyom bandinin (veya analitik bandin) 1-4 tiirevlerde u¢ degerleri (min.

veya max.) vardir. Tiirev derecesinin artmasi ile bant genisligi azalmaktadir ve daha
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keskin olmaktadir. Esas egrinin doniim noktas1 tek dereceli tiirevlerde maksimum veya

minumum olmakta, ¢ift dereceli tiirevlerde ise sifir olmaktadir.

Tiirev derecesini artmasi ile uglarin sayisi artmakta n. tiirev i¢in (n+1) sayida ug

olmaktadir.

Iki bandm iist iiste geldigi bir egri veya 1-4 arasi tiirevleri Sekil 2.12 ve 2.13’de
goriilmektedir. Esas egrideki yan ve {ist ¢ikintilarin piklere donistiigii goriillmektedir. Bu

piklerin amplitiidii her bir komponentin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Tiirevlendirmenin derecesi ise durumuna gore degisir. Genellikle en uygun olan orijinal
her ¢ikintinin maksimuma veya minimuma donistigi kosullardir. Boylece yliksek
frekansli sinyallerin sebep oldugu girisim etkilerinden de kurtulmus olunur. Bu sebeple en

uygun 3., 4. ve 5. tiirevlerdir (Sekil 2.13).

'\
/i\ i <A =

\

Sekil 2.12 Sekil 2.13

L
L~

Iki bandin iist {iste geldigi bir egri 1-4 aras tiirevleri
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2.7.2 Tiirev Spektroskopisinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

1) Tiirev ¢alismasi ile orijinal spektrumun egimleri bulunabilir ve bunun yan ¢ikinti
noktalar ile doniim noktalar1 daha belirginlesir. Boylece bir bilesik daha kolay ve dogru

olarak taninabilir.

2) Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen egrilerde bircok pik iist {iste cakismistir.
Tiirev alma ile bu absorpsiyon egrileri daha ayrintili olur ve bdylece bir arada bulunan

pikler ayr1 ayr1 goriilebilir.

3) Spektrofotometride bulanik ¢ozeltiler ile ¢aligirken ¢6kme hizi, tanecik biiyiikligi gibi
etkenlere bagli olarak biiyiikk oranda hata yapilabilir. Tiirev egrilerinin hazirlanmasi ile

bulaniklik ile ilgili bu olumsuz etki giderilebilir ve bulanik ortamda ¢alisilabilir.

4) Birden fazla maddenin karisim halinde oldugu ortamlarda ekstraksiyon ve kromatografi

gibi herhangi bir ayirma islemi olmadan tek tek miktarlari tayin edilebilir.

5) Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii pikleri giderilebilir.

Tiirev spektrofotometrisinin avantajlar1 yaninda dezavantaji da vardir :

Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida yabanci pik goriiliir. Bu pikler bir karigim ile
calisirken hataya sebep olur. Tiirev derecesi arttik¢a bu cins piklerin sayis1 artacagi i¢in
kanigiklik daha artar (Talsky, 1994; Prof. Dr. Sidika Sungur’un seminer notlari, 1992;

Prof. Dr. Mahmure Ustiin Ozgiir’{in seminer notlar1, 1998 ).
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2.8 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

2.8.1 Genel Bilgi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography ya da High
Performance Liquid Chromatography = HPLC ), esas itibariyle gaz kromatografisine
benzer. Aralarindaki fark gaz kromatografisinde mobil faz olarak kullanilan gazin
ayirmay1 etkileyici bir 6zelligi bulunmamasina karsilik HPLC’de mobil faz olarak
kullanilan sivinin ayirmay1 etkileyici 6zelliklerinin bulunmasi ve gaz kromatografisinde
sadece ugucu olan veya ucucu hale gelebilen maddelerin analiz edilmesine karsilik sadece
ucucu ya da ucucu hale gelebilen (belli bir termal stabiliteye sahip) maddelerin analizinde
degil, makro molekiillerin, iyonik karakterdeki molekiillerin, polimerik materyallerin ve
biiylik fonksiyonel grup igeren molekiillerin analizinde kullanilir, yani genis bir kullanim

alanina sahiptir.

HPLC cihaz1 kendine 6zgii islevlere sahip olan pompa, 6rnek giris sistemi (enjektor),

kolon, detektor ve kaydedici olmak iizere beg ana bdliimden olugur.
2.8.1.1 Pompalar

Pompalar sikica doldurulmus kolon i¢inden mobil fazin akigini saglayan aletler olup sabit
basingli ve sabit akisli pompalar olmak tizere ikiye ayrilirlar. Sabit akishi pompalar
kolondaki diren¢ ve mobil fazin viskozitesinden meydana gelebilecek basing
degisikliklerini diizeltmeleri nedeniyle daha fazla kullanilmaktadirlar. Emme basma ve
siringa pompalardan ibaret olan iki tip sabit akishh pompa vardir. Bunlardan biiyiik
pistonlu siringa pompalar ¢ok diiz bir akis saglamalarina ragmen rezervuar kapasiteleri

sinirhdir.
2.8.1.2 Ornek Giris Sistemleri (Enjektorler)

Valf enjektorler ve siringa enjektorler olmak {izere iki tip enjeksiyon sistemi vardir. Valf
enjektorler, paslanmaz celikten yapilmis boru seklindeki bir {initeye (loop) baglanan ve
acilip kapanabilen valflerden ibaret olup kiiciik bir boru yardimi ile kolon basma
baglanmistir. Valf yiikkleme durumunda iken 6rnek loop igine verilir. Ayni anda mobil faz,
valf i¢indeki ayr1 bir bdliimden kolon icine akar. Valf “enjekt” durumuna getirildigi

zaman, loop pompa ve kolon arasindaki akisa baglanmis olur. En iyi kantitatif sonuglar,

- 46 -



47

gerekli miktarda 6rnegi alabilecek hacimde bir loop kullanilarak elde edilir. Ancak 6rnek
dereceli bir enjektor araciligi ile loop kismen doldurulacak sekilde de verilebilir. Valf
enjektorler dayanikli olup daha az bakim gerektirirler ve bu nedenle rutin ilag

analizlerinde fazlaca kullanilirlar.

2.8.1.3 Kolonlar

Kolon, sistemin en énemli kismi olup dolgu materyali ve tasiyici kisitm olmak iizere iki
boliimden meydana gelir. Dolgu materyalinin partikiil yiizeyi ile partikiil biyiikliigii, tastyic
kismin ise uzunlugu, ¢ap1 ve iiretildigi materyalin ayirma tizerinde etkileri vardir. Kolonlar
paslanmaz celikten veya plastikten yapilmis olup birinciler ikincilerden daha dayaniklidir.

Basing, paslanmaz ¢elik kolonlarda 3500, plastik kolonlarda ise 1500 psi’yi gegmemelidir.

2.8.1.4 Detektorler

Detektorler, kolondan cikan elilatin icindeki maddeleri saptamaya yarayan aletler olup
temelde tiniversal ve sec¢ici olmak iizere ikiye ayrilmakta, secici detektorler arasinda
a) fluoresans b) elektrokimyasal c)ultraviole-visibl detektorler, {iniversal detektorlerden de
d) refraktif indeks detektorleri uygulamada en fazla kullanilan detektdrler arasinda yer
almaktadir. Universal detektorler adlarindan da anlasilacag: gibi kolondan cikan solutlarin
hemen hemen tiimiine kars1 duyarli olabilen detektorlerdir. Buna karsilik segici detektorler,
yine adlarindan da anlagilabilecegi gibi eliie edilen bilesiklerin sadece bir kismina karsi
duyarli ve bu nedenle daha yiiksek bir hassasiyete sahip olan detektorlerdir. Fluoresans,
elektrokimyasal, ultraviole-visibl detektorler, tiniversal detektorler, refraktif indeks
detektorleri gibi detektorler bulunmakla beraber, bunlarin yaygin kullanilig alan1 yoktur. Bazi
0zel durumlarda bunlardan yararlanilmakta, Ornegin radyo izotop ile isaretli ilag

metabolitlerinin tanisinda radyoaktif detektor kullanilmaktadir.
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2.8.2 HPLC’ DE AYIRMA TEKNIKLERi

HPLC, adsorpsiyon, partisyon, iyon degistirme ve eleme kromatografisi olarak dort ana gruba
ayrilmakta, ayrica bu gruplarin bazilarinin kapsamina giren baglh faz kromatografisi ve iyon
cifti kromatografisi de kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle iyi bir ayirma
icin bu tekniklerden hangisinin secilecegini, dolayisiyla sayilan tekniklerin dayandigi bazi
teorik esaslar1 bilmek gerekmekte, bundan baska kolon dolgu materyalleri ve solutlarin
stasyoner ve mobil fazlarla olan iliskileri ( molekiiler etkilesimleri ) hakkinda bilgi sahibi

olmak da ayirmalarin saglikli olmasi bakimindan 6nem tasr.

2.8.2.1 Kolon Dolgu Materyalleri

Dolgu materyalleri, partikiil yapilarina baglh olarak a) biiyiik partikiillii ve tamamen gozenekli
(pordz) b) pelikiiler ¢) mikropartikiillii ve tamamen gozenekli dolgular olmak {izere ii¢ grup
altinda toplanabilir.

a) Biylk partikiilli ve tamamen gozenekli dolgular 25 pum dolayinda bir partikiil
bityiikliigiine ve 200-500 m%/g yiizey alanmna sahip bulunmakta ve bos kolona yer ¢ekimi
kuvveti ile basing gerekmeden ‘kuru teknik’ e gore doldurulabilmektedir. Kolon yataginda
5000-25000 m?>lik bir alani kaplayabilen bu dolgu materyallerinin ayrilacak maddeyi
yiikleyebilme kapasiteleri biiylik oldugundan 6zellikle preparatif sivi kromatografisine yaygin
bicimde kullanilirlar. Kuru teknikte, dolgu partikiillerinin tam olarak yerlesmesi

saglandigindan, uzun siire stabil kalabilen kolon yataklar1 hazirlanabilmektedir.

b) Pelikiiler dolgu materyalleri, diizgiin, kiiresel, inert bir cekirdek iizerinde 1-2 pm
kalinliginda dolgu materyalleri kaplanmig tamamen goézenekli partikiillerden ibarettir. Bu
partikiillerin ¢ap1 35 pm dolayinda olmakta birlikte, yiizey alanimin kii¢iikliigii nedeniyle (>30
m?/g) bunlarla hazirlanan kolonlarin madde yiikleyebilme kapasiteleri diisiiktiir. Pelikiiler
dolgularla da ‘kuru teknik’ e gore kolonlar doldurulmakta ve verimliligi yiiksek kolonlar elde

edilmektedir.

¢) Mikropartikiillii ve tamamen gozenekli dolgu materyallerinin partikiil ¢caplar1 3-12 pm’dir.
Tamamen gdzenekli olduklarindan yiiksek yiizey alanina sahiptirler (200-500m*/g). Yiikleme
kapasiteleri biiyiiktiir ve piyasadaki en yiiksek verimlilige sahip dolgu materyalleridir.

Mikropartikiillerin kolonlara doldurulmasi genellikle bulamag yontemiyle yapilmakta ve bu is
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icin dolgu materyali uygun yogunluktaki bir ¢dziiciiye alinip basing altinda kolon igine

itilmektedir.

2.8.2.2 Molekiiler Etkilesimler

Mobil faz molekiillerinin solut molekiilleri ile, mobil faz ve solut molekiillerinin stasyoner faz
ile olan total etkilesimleri s6z konusudur. Polarite, molekiiller arasi ¢ekim kuvvetleri ile
iligkilidir. Solutlarin kolon icinde alikonmasi, mobil ve stasyoner fazlar arasindaki
intermolekiiler kuvvetlerin giiciine baglidir. Solut, stasyoner faz ve mobil faz arasinda
meydana gelebilecek molekiiler etkilesimler a) Iyonik kuvvetler b)dipol etkilesimleri c)

dispersif etkilesimler d)hidrojen bagi olusumu olmak tizere dort tiptir.

2.8.2.3 Adsorpsiyon Kromatografisi (Sivi-Kati Kromatografisi)

Bir kati partikiil ile mobil faz molekiilleri ya da solut arasindaki iliski adsorpsiyon
mekanizmasinin temelini olusturur. Ayrilacak bilesenler sabit kat1 faz {izerinde tersinir olarak
adsorblanirlar. Burada hareketli faz, adsorban iizerinde sivi olarak hareket eder. Bilesenler
birbirlerinden kat1 yiizeye olan farkli derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar. Adsorpsiyon denge
sabiti biiyiik olan bilesen ylizeyde daha uzun kalirken, kii¢iik olan daha kisa siirede kalmakta,
hi¢ adsorplanmayan bilesen ise kolonda hi¢ geciktirilmeden hareketli faz ile tasinarak disari
cikmaktadir. Yiizeye adsorplanan bilesenler ise ylizeyle etkilesmelerine baglh olarak farkl

kalma siirelerinde kolonu terketmektedir.

Adsorpsiyon kromatografisinde sabit faz olarak adsorplama yapabilecek bir kat1 kullanilir. En
cok kullanilan yiizeyleri polar sabit fazlar aliimina ve silikajeldir. Sabit faz olarak genellikle
polar katilar kullanildigindan, hareketli faz olarak apolar veya ¢ok az polar sivilar kullanilir;
benzen, oktan, kloroform gibi. Ayrilacak bilesenin sabit fazla etkilesmesi dipol-dipol

cekmeleri, Van Der Waals kuvvetleri veya hidrojen baglar1 sonucunda gerceklesir.

Adsorpsiyon kromatografisi, polarliklari farkli bilesenlerden olusan karisimlarin ayrilmasinda
iyl sonug verir. Durgun fazin polaritesi, sabit fazin polaritesinden daha biiyilik oldugunda buna
‘Normal Faz Kromatografi’, hareketli fazin polaritesi daha biiyiik oldugunda buna, ‘Ters Faz
Kromatografi’ denir.Bu tip kromatografide, nicel analizlerde adsorpsiyon izoterminin
derisime gore dogrusal oldugu bolgelerde hatasiz ¢aligilabilir. Dogrusal kisim zayif

adsorplanan bilesik i¢in genistir; bu nedenle nicel caligmada zayif adsorplama istenir.
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2.8.2.4 Bagil Faz Kromatografisi

Dolgu maddesinin iizerindeki stasyoner faz fiziksel olarak mobil faz tarafindan kolaylikla
stirtiklenip gotiirebilir. Stasyoner fazin miktar1 zamanla azalir. Boyle kolonlarda yapilan
ayrimlarin tekrarlanabilirli§i az olmakta, kolon kisa zamanda bozunmaktadir. Bunu dnlemek
icin Onerilerden bir tanesi, tagityict madde iizerine polimer tasiyici kaplanir (naylon, poliamid).
Stasyoner faz destek katisi: dolgu maddesi iizerine kimyasal olarak baglanmistir. Silikajel

aktif silanol gruplar1 kimyasal olarak ¢esitli polaritede gruplar baglanarak modifiye edilmistir.

Organik fonksiyel gruplarin kovalent bagla silikajele baglanmasi ile kazanilan 5 — 10pm’lik
partikiil biiyiikliigline sahip stasyoner fazlar, HPLC ° de en fazla kullamlan dolgu
materyalleridir ve bunlarin ¢ogu, uygun bir organosilan bilesigi ile silikajeli reaksiyona
sokmak suretiyle hazirlanmistir. Bunlar arasinda en aktif olan organosilan bilesikleri

organoklorosilanlardir.

Bu yapilarin silika yilizeyindeki silanol gruplarimin bir kismi daha, trimetilklorosilan ile

kapatilirsa daha stabil ve etkin kolonlar elde edilebilir.

2.8.2.5 Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisinde ayirma, stasyoner faz olarak degisik ¢apta porlar tasiyan bir dolgu
materyali kullanmak suretiyle yapilmaktadir. Farkli molekiil agirliklarina sahip solutlar igeren
bir 6rnek, sisteme enjekte edildiginde kiigiik molekiiller biitiin porlarin icine derin bir sekilde
difuze olmakta ve kolondan biiyiik molekiillerden daha sonra ¢ikmakta; orta biiylikliikteki
molekiiller niifuz edemediklerinden kolonda kii¢iik molekiillerden daha az tutulmakta; porlara
giremeyecek kadar biiyiik molekiiller ise stasyoner faz tarafindan alikonmamakta ve kolonu

ilk terkeden solutlar1 olusturmaktadir.

Eleme kromotografisi, kullanilan dolgu materyalinin 6zelligine gore jel filtrasyon (slizme) ve
jel permasyon (gegirgenlik) kromatografisi olmak {iizere ikiye ayrilir. Jel filtrasyon
kromatografisinde dolgu materyali suda sisebilen jellerdir ve bunlar ¢apraz bagl dekstran

molekiillerinde olugmaktadir.

Jel permasyon kromatografisinde, organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilen polimerlerin ayrilmasina
yarayan ve farkli c¢aplarda porlara sahip bulunan c¢apraz bagli polistiren jeller

kullanilmaktadir. Kolonlarin se¢iminde, Oncelikle ayrilacak maddelerin molekiil agirliklari
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dikkate alinmakta ve bir dolgu materyali biitiin molekiilleri ayirmaya yeterli olmadigindan
jelleri karakterize eden kalibrasyon egrileri hazirlanmaktadir. Bunun i¢in degisik molekiil
agirliklarina sahip standartlardan (polistirenler organik, dekstranlar sulu mobil fazlar icin)
yararlanilmakta ve molekiil agirliklarinin logaritmasi ordinata, eliisyon hacimleri apsise
yazilmak suretiyle bir grafik ¢izilmektedir. Bu ayirmada biiylik molekiiller sadece mobil fazda
bulunduklarindan kolonu 6lii hacimde terketmekte ve dagilma katsayilari K = 0 olmakta;
kiigiik molekiiller biitiin porlara girebileceklerinden kolondan en son ¢ikmakta (K=1) ve total
gecirgenlik hacminde eliisyona ugramakta, orta biiyiikliikte bir molekiil agirligia sahip olan
solutlar ise dagilma katsayilarmin belirleyecegi bir retensiyonla kromatogramda yer

almaktadir.

2.8.3 HPLC’ DE KULLANILAN OZEL TEKNIKLER

2.8.3.1 Gradient Eliisyon

Yiiksek basingli sivi kromatografisinde, tek bir mobil faz kullanmak suretiyle yapilan
eliisyona “ Isokratik Eliisyon” , analiz sirasinda mobil fazin bilesiminde degisiklik
yapilmasina ise “Gradient Eliisyon” adi verilir. Gradient eliisyon, mobil fazin eliisyon
kuvvetinin, pH’1in, polaritenin ya da iyonik kuvvetlerin degistirilmesi suretiyle, solutun
kolonda tutulma siiresini kisaltan ve bu suretle birbirinden ¢ok retensiyona sahip madde

karigimlarini ayirmaya olanak veren 6nemli bir yontemdir.

Gradient eliisyonda mobil faz, genellikle iki pompadan verilen basinglandirilmis akislar
birlestirilerek ve akis hizlar elektronik bir programlayici ile ayarlandiktan sonra sisteme
siirekli ya da asamali olarak verilmektedir. Tek pompa ile gradient eliisyon yapilmasi halinde,
iki ayr1 mobil faz rezervuarindan gelen ¢ozeltilerin oranlari, pompaya girmeden 6nce bir

gradient jeneratoriinde kontrol edilerek birlestirilmektedir.
2.8.3.2 Tiirevlendirme
Yiksek basmgli sivi kromatografik analizlerde hassasiyetin ve seciciligin artirilmast

gerektiginde ya da ancak tiirevlendirilmis solut i¢in uygun olan bir dedektoriin bulunabilmesi

durumunda tiirev olusturma yoluna gidilir. Ultraviyole de tiirev olusturmak i¢in 1,2-
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naftokinon -4-siilfonik asit sodyum tuzu, N-siiksinimidil-p-nitrofenilasetat, fenilhidrazin ve

3,5-dinitrobenzoil kloriir; fluoreskamin ve o-ftalaldehid gibi reaktifler kullanilmaktadir.

2.8.4 HPLC DE CALISMA KOSULLARININ SAPTANMASI

HPLC de analiz yapabilmek i¢in ayrilacak bilesigin polar ya da nonpolar ¢oziiciilerde
cOziinebilmesi gerekmekte; bilesigin yapisina uyan bir kolon, detektéor ve mobil faz
sec¢ilmekte, ayrica mobil faz se¢ciminde kolonun dolgu meteryali de dikkate alinmaktadir.

HPLC de kullanilacak ¢oziiciilerin ve inorganik tuzlarin saflii da ¢ok Snemlidir; ¢iinkil
coziiciiler icindeki safsizliklar, diizglin bir baseline (temel c¢izgi) elde edilememesine ve
istenmeyen piklerin (sahte pikler) ¢ikmasina, ayrica dolgu materyalinin yilizeyinde tutulup
kromatografik retensiyonun degismesine, pompa filtresinin goézeneklerinin ve borularin

tikanmasina neden olmaktadir.

Mobil fazda ¢oziinmiis hava da problem olusturan etmenlerden biridir. Bu hava, pompa
basinda bir kabarcik olusturursa mobil fazin akisini azaltacak ya da durduracaktir; detektorde
olusan kabarcik ise sahte pikler meydana getirecektir. Mobil fazin i¢indeki hava ultrasonik bir
banyoda 20-30 dakika tutularak ve tercihen ¢ok zayif bir vakum uygulanarak ¢ikartilir ya da
inert bir gaz olan helyum yardimiyla uzaklastirilir. Mobil fazin ugucu ¢oziiciilerden ibaret bir
karisim olmasi durumunda havayi kovarken ¢oziicii oranlarinin degismemesine dikkat
edilmelidir. Mobil faz hazirlandiktan, manyetik bir karistirici ile 5-10 dakika karigtirildiktan
ve ultrasonik banyoda havasi uzaklastirildiktan sonra uygun filtrelerden vakum uygulanarak
siiziilmesi gereklidir. Sulu karisimlan hazirlmak i¢in kullanilan su da ayirmayi etkileyecegi
icin bu su 6zel bir itina ile cam kaplarda iki kez distile edilmek suretiyle hazirlanmis olmali ve
48 saat icinde tiiketilmelidir. Su i¢indeki rediiktor maddelerden kurtulmak igin distilasyon
sirasinda suya bir miktar potasyum permanganat ilave edilmesi ve Ozellikle fluoresans

detektorlerle calisilirken bu 6nlemin alinmasi kesinlikle istenmektedir.

Mobil faz olarak tampon ¢6zelti kullanilmas1 halinde, bu ¢6zeltilerin taze hazirlanmis olmasi,
o giinliik calismanin sonunda kolonun distile su ile yikanmasi (en az 30 ml) ve sonra
kolondan organik ¢6ziicii gegirilmesi gerekmektedir. Tampon ¢ozeltiler iginde kiif ve bakteri
iiremesi, diger mobil fazlara gore cok daha hizli oldugundan ve ayrica tampon ¢dzelti igindeki
maddeler kolon iginde kristallenerek kolonu tikayacaklarindan, bu ¢ozeltilerin kolon iginde

birakilmamasina 6zel bir dikkat gostermek yerinde olur.
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Solutlarin enjeksiyon i¢in hazirlanmasinda kullanilacak ¢oziiciilerin se¢imi de Onem
arzetmekte ve ayrilacak analiz Orneginin mobil fazda c¢oziilebilmesi en ideal durum
olmaktadir. Eger ayrilacak 6rnek mobil fazda iyi ¢6ziinmiiyorsa, bu takdirde mobil fazla
karisabilen ve detektdr cevabi kiiglik olan bir ¢o6ziiclide ¢oziildiikten sonra sisteme enjekte
edilmektedir. Bu ikinci durum s6z konusu ise, omuzlu ve genis piklerin olusumunu 6nlemek
icin enjeksiyon hacmi kiicik (5 pl) tutulmalidir (ideal enjeksiyon hacmi 20 pl’dir.).
Genellikle mobil fazin eliisyon kuvvetinin ayrilacak 6rnegin ¢oziindiigli ¢oziiciiniin eliisyon
kuvvetinden biiyiik olmasi istenir. Ciinkii aksi durumda Ornegin icerdigi madde ya da
maddelerin kolon girisinde yogunlasmasi veya kolon icinde ¢okmesi giindeme gelir. Bu
takdirde yapilacak en uygun is, diisiikk konsantrasyonda bir ¢ozelti hazirlayip bunu enjekte
etmektir (Analitik HPLC’de her enjeksiyonda verilecek ideal konsantrasyon 0.050-500 pl

arasinda degigmektedir.)

On hazirliklar bu sekilde tamamlandiktan sonra c¢alisma icin se¢ilmis kolon, dolduruldugu
yonde cihaza takilir; pompa, detektor ve kaydedici, ¢aligma kosullarinin gerektirdigi bigimde
ayarlanir. Kolon i¢ginden 5-10 ml mobil faz gecirildikten sonra ideal hacim olan 20ul solut
sisteme enjekte edilir ve kromatogram alinir. Alinan bu ilk kromatogram incelenerek daha iyi
bir kromatogram elde edebilmek i¢in akis hizinda, hassasiyette ya da enjeksiyon hacminde
gerekli degisiklikler yapilir. Bu degisikliklere karsin pik ya da pikler gerek sekil, gerekse
rezoliisyon bakimindan istenilen nitelikte degilse mobil fazda degisiklik yapmak ( karigim
oranlarini ya da bilesenlerini degistirmek) , bununla da istenen sonug¢ alinamiyorsa kullanilan
kolonda bozulma olup olmadigina bakmak, ayrica en uygun kolonun secildiginden emin
olmak gerekir. Kolonun bozulup bozulmadigi bir test maddesini enjekte etmek ve bunun
bilinen retensiyonunda belirgin bir degisiklik olup olmadigina bakmak, teorik plaka sayisim
hesaplamak sureti ile kontrol edilir. Bu kontroliin sonucu olumsuz ise kolonun bozuldugu
kesin sonucuna varmadan Once, kolon dolgu materyaline adsorbe olmus safsizliklarida goz
onilinde tutmak ve kolonu rejenere ettikten sonra alinacak kromatograma gore karar vermek
gerekir.

HPLC ¢alismalarinda kolon, aletin beyni oldugundan, émriinii uzatmak iizere bazi 6nlemler
alinmakta ve bu onlemler arasinda uygun bir mobil faz ile uygun pH’1n se¢imi en 6nemli yeri

almaktadir.

-54 -



55

2.8.4.1 USTUNLUKLERI

- Ornek otomatik kapiller elektroforezde yerine yerlestirildikten sonra operatoriin
analize higbir katkis1 kalmamaktadir. Dolayisiyla operatér hatalar1 tamamen ortadan
kalkmaktadir.

- Bir kapiler dolusu tampon pl’lerle 6l¢iildiigii i¢in ve analiz i¢in kullanilan 6rnek hacmi
birka¢ nanolitre diizeyinde oldugu i¢in 6rnek bagina ¢oziicii maliyeti sifira yaklagmaktadir.
Dolayisiyla az atik olugmaktadir.

- Teorik plaka sayis1 1 milyonun iizerine ¢ikmaktadir. (Kromatografik yontemlerde ise
en ¢ok 100.000-150.000)

- Hizl1 bir analiz yontemidir.

- Kullanim alan1 genistir.

- Hizla gelismekte olan bir yontemdir.

- Ornek hazirlama kolayligi saglar (Istanbul Universitesi ders notlari, 1995;

Enstrumental Analiz ilkeleri, 2000).
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3.DENEYSEL BOLUM

3.1.Maddeler ve Coziiciiler

BHA, BHT, metanol, dimetilsiilfoksid, etanol, hekzan, asectonitril, asetik asit, etilasetat,
distillenmis su. Kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir.

HPLC ile ilgili olan ¢aligmalarda kullanilan maddeler HPLC safliktaki maddelerdir.
Asetonitril, metanol, asetik asit (HPLC GRADE, J.T.Baker).

First White sekersiz sakiz: Tatlandiricilar (sorbitol, maltitol, maltitol surubu, mannitol,
aspartam, asesulfam-K), sakiz mayasi, sodyum bikarbonat, dikalsiyum fosfat, dogal nane
aromast, kivam arttiric1 (gum arabik), emiilgator (lesitin), parlatic1 (karnauba mumu, sellak),

renklendiriciler (titanyum dioksit), antioksidan ( BHA E320)

3.2.Cozeltiler

BHA Stok Cozeltisi: 0.01 g BHA tartilarak 100 ml’ye metanol ile tamamlandi. (100pg/ml)
BHT Stok Cozeltisi: 0.01 g BHT tartilarak 100 ml’ye metanol ile tamamlandi. (100pg/ml)
Standart Cozeltiler: Spektrofotometrik ve HPLC ile ilgili ¢calismalarda kullanilmak {izere;
deney kosullarinin saptanmasi ve standart egrilerin ¢izimi i¢gin BHA nin stok ¢ozeltilerinin
metanol ile seyreltilmesiyle 5-25 pg/ml, HPLC igin ise 20-100 pg/ml; BHT nin stok
cozeltilerinin metanol ile seyreltilmesiyle 20-100 pg/ml, HPLC i¢in ise 5-25 pg/ml
konsantrasyondaki ¢ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan BHA ve BHT stok c¢ozeltileri haftalik hazirlanarak 4° C’de buzdolabinda
bekletildi. Standart ¢ozeltiler ise bu stok ¢ozeltilerden uygun bir sekilde seyreltilerek giinliik
hazirland1 (Cruces-Blanco, C., 1999).

Mobil faz: Asetonitril:metanol (1:1) / % 1’lik asetik asit kullanildi.

3.3.Aletler ve Diger Gerecler

Spektrofotometre (Agilent 8453 Technologies spectrophotometer), HPLC (Schimadzu HPLC
System) LC-20, AT pompa, SPD-20A UV-VIS dedektor, 7725 20 pl enjektor, boyutlart Spm,
4.62*50mm olan C;3s HPLC kolonu, bilgisayar, ultrasonik banyo, manyetik karistirici, magnet,

terazi (Metler AE200), kuvars kiivet, mavi bandli siizgec kagidi, teknik cam malzemeler.

-56 -



57

3.4. Calisma Yontemi

3.4.1. Uygun Coziiciiniin Saptanmasi

Sakiz orneklerinde tiirev spektroskopisi ile BHA ve BHT tayini i¢in uygun ekstraksiyon
coOzeltisinin saptanmasinda  DMSO, etanol, metanol, hekzan, %70 etanol:su (7:3),
asetonitril:su (4:1), metanol:su (3:2), asetonitril:metanol (1:1), metanol:asetonitril:%5’lik
asetik asit (3:3:4), etilasetat ¢ozeltilerinin herbiri ile sakiza su islem yapildi: (Karovicova, J.,
2000)

Sakiz kiiciik parcalara ayrildiktan sonra 2.5 g 6rnek 50 ml’lik kapakli silifli erlene hassas
olarak tartildi. Uzerine 25 ml ekstraksiyon ¢dzeltisi ilave edildi. Manyetik karistiricida V2
saatlik karistirma siiresi uygulandi. Erlen i¢indeki karigim mavi bandli siizge¢ kagidindan
siiziildli ve hacim 25 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 5 ml alinarak 10 ml’lik balonjojelere
aktarild1 ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Elde edilen ¢6zeltinin metanole

kars1 absorpsiyon ve tiirev egrileri alindi.

3.4.2. Ekstraksiyon Siiresinin Tayini

Yapilan literatiir calismalarinda ekstraksiyon siiresi igin farkli materyaller ve farkli karistirma
cihazlart icin farkli siireler verilmistir. Kullandigimiz manyetik karistiricida ekstraksiyon
siiresinin saptanmasi i¢in 50 ml’lik erlene 2.5g sakiz &rnegi kondu. Uzerine uygun ¢oziicii
olarak saptadigimiz metanolden 25 ml ilave edildi. Swrasiyla %%, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saatlik
karigtirma siireleri uygulandi. Mavi bandli siizge¢ kagidindan siiziildii ve hacim 25 ml’ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5 ml alinarak 10 ml’lik balonjojeye aktarildi. Metanol ile hacmine
tamamlandi. Absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlari alinarak 1D304’deki tirev

absorbans degerleri kaydedildi.

3.4.3.Spektrumlarin Cizilmesi
BHA ve BHT karigimmin analizinde absorpsiyon (A) ve birinci tiirev (*D) absorpsiyon
spektrumlart metanol c¢oziiciistine karst 260-320 nm dalga boyu araliinda 2 nm bant

genisliginde ve 1200 nm/dk tarama hizi ile alindu.

3.4.4 BHA Tayini I¢in Ol¢ii Egrilerinin Hazirlanmasi
BHA’ya ait Ol¢ii egrisinin hazirlanmasi i¢in 100pg/ml konsantrasyondaki stok BHA

¢oOzeltisinden 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ml alinarak 10 ml’lik balonjojelere aktarild1 ve metanol ile
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hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra Béliim 3.4.3’deki kosullarda birinci derece
tirev spektrumlari alinarak 304 nm’deki birinci derece tiirev absorbans degerleri (*Ds304)
kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen BHA konsantrasyonlar1 arasinda bir grafik cizilerek
ol¢ii egrisi hazirland1 (Standart Egri 1).

Antioksidan icermeyen sakiz mayasi1 kiiciik parcalara ayrildi. Bu karisimdan 2.5 g sakiz
mayas1 hassas olarak tartilip 50 ml’lik erlene kondu. 25 ml metanol ilave edildi ve 4 saat
karistirildi. Mavi banth siizgec¢ kagidindan siiziildii. 25 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 ml
sakiz mayast 10 ml’lik balonjojelere aktarildi ve 100pg/ml konsantrasyondaki stok BHA
cozeltisinden 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ml konsantrasyonlardaki miktarlar alinarak hacmine
tamamlandi. Yeni bir standart egri ¢izildi. Referans olarak yukarida hazirlanan bu ¢ozeltiden
2 ml alinarak 10 ml’lik balonjojeye aktarildi ve metanol ile hacmine tamamlandi. Boliim
3.4.3°deki kosullarda birinci derece tiirev spektrumlari alinarak 304 nm’deki birinci derece
tirev absorbans degerleri ('Djo4) kaydedildi. Bu degerler ile karsililk gelen BHA

konsantrasyonlar1 arasinda bir grafik ¢izilerek dl¢ii egrisi hazirlandi (Standart Egri 2).

Yukarida hazirlanan ¢ozeltilerin birinci derece tiirev spektrumlart metanole karsi alindi.
Cozeltilerdeki BHA konsantrasyonlari ile birinci derece tiirev spektrumlarinda BHA i¢in 304
nm’deki birinci derece tiirev absorbans ( 'Dsgs ) degerleri ile l¢ii egrisi hazirland1 ( Standart

Egri 3).

Boliim 3.4.7°de anlatildig1 gibi hazirlanan sakiz 6regi ¢ozeltisinde BHA tayini i¢in standart
katma yontemi uygulamak amaciyla su sekilde ¢alisildi; 10 ml’lik balonjojelere 2 ml aktarildi.
Balonjojelerden birine BHA ilave edilmedi; yalmiz metanol ile hacmine tamamlandi.
Digerlerine BHA standart ¢ozeltilerinden 5-20 pg/ml konsantrasyon araligindaki miktarlar
eklendi. Metanol ile hacmine tamamlandi. Birinci derece tiirev absorbans ( 'Dsg4 ) degerleri

ile karsilik gelen konsantrasyon degerleri arasinda 6l¢ii egrisi hazirlandi ( Standart Egri 4 ).

3.4.5. BHT Tayini icin Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

BHT’ye ait oOl¢ii egrisinin hazirlanmas1 icin 100pg/ml konsantrasyondaki stok BHT
¢oOzeltisinden 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10 ml alinarak 10 mI’lik balonjojelere konuldu ve metanol ile
hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra Béliim 3.4.3’deki kosullarda birinci derece
tiirev spektrumlart alindi. Daha sonra, 292 nm’deki birinci derece tiirev absorbans degerleri
('D292) saptandi. Bu degerler ile karsilik gelen BHT konsantrasyon degerleri arasinda bir

grafik cizilerek ol¢ii egrisi hazirlandi.
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3.4.6 . HPLC Yéntemi I¢in Olcii Egrilerinin Hazirlanmasi

BHA ve BHT konsantrasyonlari ile pik alanlar1 arasindaki iliskiyi incelemek i¢in 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki BHA ve BHT igeren sulu ¢ozeltilerinden BHA i¢in 2-10 ml, BHT
icin 0.5-2.5 ml hacimler 10 ml’lik balonjojeye konduktan sonra metanol ile hacmine
tamamlandi. 0.45 pm’lik slizme aparati ile siiziildiikten sonra 20 pl’si sisteme enjekte edildi.
Kromotografi igslemi C;s kolonda, mobil faz olarak asetonitril + metanol (1: 1) / %1°’lik asetik
asit karisimi kullanilarak yapildi. Calismada gradient eliisyon teknigi uygulandi. Bu amagla
mobil fazda ¢oziicii karisimi orani ilk 10 dk. 70 / 30 ; daha sonra ise 100 / 100 olacak sekilde
ayarlandi. 1 ml/dk akis hizinda 280 nm dalga boyunda kromatogram alindi. Herbir ¢dzelti
icin pik alanlar1 degerleri ile karsilik gelen konsantrasyon degerleri arasinda olcii egrileri
¢izildi. Olgii egrilerine ait regresyon denklemleri en kiigiik kareler yontemi ile hesapland.

Sonuclar Boliim 4.4’te verilmistir.

3.4.7 Gelistirilen Yontemin Ornege Uygulanmasi

Icinde BHA ve BHT’yi antioksidan olarak bulunduran sakiz érneginin analizi igin alinan
ornekler kiiciik pargalara ayrildi. Bu karisimdan 2.5 g 6rnek hassas olarak tartilip 50 ml’lik
erlene kondu. 25 ml metanol ilave edildi ve 4 saat karistirildi. Mavi bandh siizgec kagidindan
stiziildii. 25 ml’ye metanol ile tamamlandi. 5 ml 6rnek alimarak 10 ml’lik balonjojelere
aktarild1 ve metanol ile hacmine tamamlandi. Ayni sartlarda 6 6mek hazirlandi. Hazirlanan bu
cozeltilerin Boliim 3.4.3’deki kosullarda birinci derece tiirev spektrumlar1 alindi. BHA icin
birinci derece tiirev spektrumunda 304 nm’deki, BHT icin ise 292 nm’deki 'D degerleri

kaydedildi.

3.4.8 Kiyas Yontemi (HPLC)

Kiyas yontemi olarak gidalarda antioksidan tayini i¢in kullanilan (Ed., P., 1995; P.D. Page,
1993) ve sentetik karigimlart uygulanan (Ivanovic,D., 1990) HPLC yonteminden
faydalanildi. Boliim 3.4.7°de anlatildig1 sekilde hazirlanan sakiz 6rnegi ¢ozeltisinden 20 pl
enjekte edildi. Elde edilen pik alanindan faydalanilarak sakiz 6rneginde BHA ve BHT tayini

yapildi. Sakiz 6rnegine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.14’te verildi.

3.4.9 Geri Kazanma Calismalari
Bolim 3.4.7°de hazirlanan sakiz 6rneginden alman 2 ml ¢ozeltiye 10, 15 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinda BHA ¢o6zeltisi ilave edilerek geri kazanma caligmalar1 yapildi. Herbir

konsantrasyon icin bagil standart sapma ve % geri kazanma degerleri hesaplandi.
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4.1. Uygun Kosullarin saptanmasi

60

Bolim 3.4.1’de anlatildign gibi yapilan denemeler sonucunda elde edilen ¢dozeltilerin

absorbans degerleri alindi. Ekstraksiyon sonunda asetonitril:su (4:1) ve DMSO ¢6ziiciileri ile

elde edilen absorbans degerleri, metanol ile ekstraksiyondan elde edilenden daha yiiksek

olmasina ragmen bu ¢oziiciiler zehirli ve pahali oldugu icin se¢ilmedi. Bunun sonucunda

uygun ¢oziiciiniin metanol oldugu belirlendi.

Cizelge 4.1 Uygun ¢oziiciiniin saptanmasi i¢in bulunan absorbans degerleri

Coziictiler A
DMSO 294 nm: 2.158
etanol 292 nm: 1.296
metanol 291 nm: 1.973
hekzan 289 nm: 1.793
etanol:su (7:3) 291 nm: 1.859
asetonitril:su (4:1) 291 nm: 2.042
metanol:su (3:2) 290 nm: 1.658
asetonitril:metanol (1:1) 292 nm: 1.886
metanol:asetonitril:%5’lik asetik asit (3:3:4) 292 nm: 1.025
Etilasetat 291 nm: 0.988

Uygun c¢oziicliniin metanol oldugu saptandiktan sonra ekstraksiyon siiresinin tayini igin

Boliim 3.4.2°de anlatildig: gibi calisilarak alinanan absorpsiyon spektrumlarinda 304 nm’deki

tiirev absorbans degerleri okundu. Karistirma siireleri ile alinan absorbans degerleri Cizelge

4.2°de verildi. 4 saatlik karistirma siiresinin ekstraksiyon i¢in uygun oldugu saptanda.

Cizelge 4.2 Karistirma siiresi(t) tayini igin 'D 304’deki tiirev absorbans degerleri

1\2 saat -4.875
1 saat -7.688
2 saat -8.248
3 saat -9.139
4 saat -9.411
5 saat -9.308
6 saat -9.327
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Cozeltinin dayanikliliginin ve farkli giinlerde alinan Olglimler arasindaki tutarliligin
aragtirtlmas1 amaciyla aynt stok BHA ve BHT cozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ¢ozeltilerin hergiin absorbans degerleri dl¢iildii. Okunan absorbans degerlerinde 5
giin boyunca alinan dl¢timlerde BHAya ait absorbans degerlerinde ¢ok az farklilik gozlendi.
BHT’ ye ait absorbans degerlerinde tutarsizliklar goriildii. Stok BHA ve BHT c¢ozeltileri hafta

basinda taze olarak hazirlandi.

Cizelge 4.3 BHA ve BHT ¢dzeltilerinin dayaniklili§inin arastirilmasina ait ¢aligma sonuclari

Hergiin Alinan

291 nm’deki Absorbans Degerleri 278 nm’deki Absorbans Degerleri
Gilin BHA’nin Konsantrasyonu(pg\ml) BHT’nin Konsantrasyonu(pug\ml)
10 15 25 40 60 80

1. 0.2055 |0.3085 0.5304 0.3749 0.5801 0.7872
2. 0.2148 |0.3123 0.5315 0.3783 0.5944 0.8133
3. 0.1913 ] 0.3070 0.5262 0.3901 0.6452 0.8322
4. 0.2196 |0.3489 0.5492 0.4033 0.6912 0.8726
5. 0.2159 [0.3218 0.5583 0.4104 0.6840 0.8574

Sekil 4.1’de goriildiigii gibi BHA, BHT ve karnisimlarina ait grafikte BHA, BHT’nin
absorpsiyon spektrumlar ¢akigmaktadir. Absorpsiyon spektrumlarindan faydalanarak BHT
tayini miimkiin degildir. Ancak sadece BHA tayini yapilabilir. Fakat Sekil 4.3’te gorildigi
gibi sakiz 6rnegine ait absorpsiyon spektrumunda sakiz 6rneginden gelen fiziksel girisimlerin
giderilmesi amaciyla BHA tayini absorpsiyon spektrumlarindan yapilamaz. Dolayisiyla
birinci derece tiirev spektrumlart alindiginda 6rnekten gelen girisimlerin spektrumlarin tiirev
degeri alinarak giderilebilecegi (Ivanovic,D., 1990) g6z oniine alinarak 304 nm’deki birinci
derece tiirev degerinin BHA tayini i¢in uygun oldugu saptandi. Sekil 4.2°de iist iiste ¢izilmig
olan 1. derece tiirev spektrumlarinda 304 nm’de BHT’nin tiirev absorbansi sifirdir. Bu
bakimdan karigimim 1. derece tiirev spektrumunda, bu dalga boyundaki absorbans degeri
Olciilerek BHA’nin konsantrasyonu digerinin etkisi olmaksizin tayin edilebilir. Ciinkil sifir
absorbans degerlerinde diger bilesikler bu spektrumda o noktada etkili degildir. BHA nin
absorbans degeri 292 nm’de sifir oldugundan BHT nin tayini de bu dalga boyundaki birinci
derece tiirev absorbans degerinden yararlanilarak yapildi. Peak to Zero yodnteminden

yararlanarak 1.derece tiirev spektrumunda 292 nm’de BHT tayini yapildi (Sekil 4.2).
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* 15 pg/ml BHA
*50 pug/ml BHT
* 15 png/ml BHA+50 pg/ml BHT

Sekil 4.1. BHA (15 pg/ml) , BHT (50 pg/ml) ve karisimlarinin (15:50) absorpsiyonspektrumlari

( Referans: metanol)

* 15 ug/ml BHA
* 50 ug/ml BHT
* 15 pg/ml BHA+50 pg/ml BHT

Sekil 4.2. BHA (15 pg/ml) , BHT (50 pg/ml) ve (15:50) karisimlarinin metanoldeki 1.derece

tiirev spektrumlari( Referans: metanol)
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A bhbsorbance &5l

12- * 15 ug/ml BHA
_ * 50 ug/ml BHT
1- * 15 ug/ml BHA+50 pg/ml BHT
- 20 pg/ml BHA igeren sakiz 6rnegi
0.8-
05-
04-
02-
0-
I e e
240 205 240 295 200 A5 Wavelength (nm)

Sekil 4.3. BHA (15 pg/ml) , BHT (50 pg/ml), karigimlariin (15:50) ve sakiz 6rmeginin

(20 pg/ml BHA igeren) absorpsiyon spektrumlari ( Referans: metanol)

difsb=orbanc=]

002-

0.04-

Q8-

0- I
- il
"—\_\_,_H.\. %
P
f
] * 15 pg/ml BHA
e * 50 pg/ml BHT
1 * 15 pg/ml BHA+50 pg/ml BHT
20 pg/ml BHA igeren sakiz 6rnegi
D D e e
20 28 240 yitt] 300 305 Wavelength (nm)

Sekil 4.4. BHA (15 pg/ml), BHT (50 pg/ml), karisimlarinin (15:50) ve sakiz d6rneginin

(20 pg/ml BHA iceren) 1. derece tiirev spektrumlari ( Referans: metanol)
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4.2. Olcii Egrileri

5-25 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan BHA standart ¢ozeltilerinin Boliim 3.4.4°de
anlatildig1 sekilde caligilarak absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlari alindi.
Cozeltilerdeki BHA konsantrasyonlart ile birinci derece tiirev spektrumlarinda BHA i¢in 304
nm’deki birinci derece tiirev absorbans ( 'D ) degerleri yardimiyla olusturulan 6l¢ii egrisi
Sekil 4.6 ve bu egrinin regresyon analizine ait parametreler Cizelge 4.4 ve 4.5’te verildi.
Ortalama 'D degerleri ile olusturulan 6l¢ii egrisi ve bu 6l¢il egrisine ait regresyon denklemi

BHA igeren sakiz 6rneginin kantitatif analizinde kullanildi (Standart Egri 1).

Sakiz orneginden gelebilecek girisimlerin tiirev spektrumlart alinarak tamamen giderilip
giderilmemesinin aragtirllmas1 amaciyla i¢inde antioksidan olmayan sakiz mayasi Boliim
3.4.4°deki gibi ¢aligilarak alinan birinci derece tiirev spektrumlarinda BHA i¢in 304 nm’deki
birinci derece tiirev absorbans ( 'D ) degerleri yardimiyla olusturulan 6lgii egrisi Sekil 4.7 ve
bu egrinin regresyon analizine ait parametreler Cizelge 4.6 ve 4.7°de verildi. Ortalama 'D
degerleri ile olusturulan 6l¢li egrisi ve bu 6l¢ii egrisine ait regresyon denklemi BHA igeren

sakiz Orneginin kantitatif analizinde kullanildi (Standart Egri 2).

Standart Egri 2’yi ¢izmek icin hazirlanan ¢ozeltilerin birinci derece tiirev spektrumlari ayrica
metanole karst alindi. Olgii egrisine ait spektrumlar Sekil 4.8 ve bu egrinin regresyon
analizine ait parametreler Cizelge 4.8 ve 4.9°da verildi. Ortalama 'D degerleri ile olusturulan
Olcii egrisi ve bu 6l¢ii egrisine ait regresyon denklemi BHA igeren sakiz Orneginin kantitatif

analizinde kullanildi ( Standart Egri 3 ).

Sakiz Orneginde spektral girisim disindaki girisimler, analizde standart ekleme yontemi
kullanilarak giderilebilir. 5-20 pg/ml konsantrasyon araliginda BHA ¢o6zeltilerinin Boliim
3.4.4 ‘de anlatildigi sekilde caligilarak birinci derece tiirev spektrumlar alindi. Cozeltilerdeki
BHA konsantrasyonlart ile birinci derece tiirev spektrumlarinda BHA i¢in 304 nm’deki birinci
derece tiirev absorbans ( 'Dso4 ) degerleri yardimiyla olusturulan 6l¢ti egrisi Sekil 4.9 ve bu
egrinin regresyon analizlerine ait parametreler Cizelge 4.10 ve 4.11’de verildi. Birinci derece
tirev absorbans ( 'Djgs ) degerleri konsantrasyona karsi grafige gecirildi. Elde edilen
dogrunun X ekseninin uzantisin1  kestigi yerin mutlak degeri sakiz Orneginin

konsantrasyonunu verdi ( Standart Egri 4 ).
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20-100 pg/ml konsantrasyon araliginda BHT c¢ozeltilerinin Boliim 3.4.5°te anlatildigi gibi
caligilarak absorpsiyon (Sekil 4.10) ve birinci derece tiirev spektrumlart alindi. Cozeltilerdeki
BHT konsantrasyonlari ile birinci derece tiirev spektrumlarinda BHT i¢in 292 nm’deki birinci
derece tlirev absorbans ( 'D ) degerleri Sekil 4.11; bu degerler yardimiyla olusturulan 6l¢ii
egrisinin regresyon analizlerine ait parametreler Cizelge 4.12 ve 4.13°de verildi. Ortalama 'D
degerleri ile olusturulan Sl¢ii egrisi ve bu Ol¢ii egrisine ait regresyon denklemi BHT igeren

sakiz Orneginin kantitatif analizinde kullanildi.

BHA ve BHT’nin 6l¢ii egrilerine ait absorpsiyon ve birince derece tiirev spektrumlarinin iist

iiste cakistirilmasi ile elde edilen grafikler Sekil 4.12 ve 4.13te verildi.

Boliim 3.4.6°da anlatildig1 sekilde HPLC yontemi ile hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait regresyon
denklemleri:

BHA i¢in A = 35840 + 19382¢ (r =0.9998)

BHT i¢in A =- 652 + 12019¢  (r=0.9998)

Bu denklemler sakiz 6rnegindeki BHA ve BHT tayininde kullanildi.
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251

*5 ng/ml
*10 pg/ml
*15 pg/ml
20 pg/ml
*25 pg/ml

Sekil4.5. BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait absorpsiyon spektrumlari

*5 pg/ml
*10 pg/ml
*15 pg/ml
20 pg/ml
*25 pg/ml

Sekil4.6. BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait 1.derece tiirev spektrumlari
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Cizelge 4.4 BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait 304 nm’deki 'Dsos degerleri

C
l-'gl 1D1(304nm) 1D2(304nm) 1D3(304nm) 1D4(304nm) 1D5(304nm) 1D6(304nm) 1Dort S %S
ml
5 1.316 1.213 1.166 1.194 1.370 1.344 1.267 0.086 6.788
10 | 2.565 2.277 2.279 2.618 2.569 2.395 2.451 0.153 6.242
15 |3.770 3.498 3.326 3.776 3.687 3.619 3.613 0.175 4.844
20 | 4.838 4.506 4.388 5.125 5.201 4.626 4.781 0.332 6.944
25 |6.162 5.581 5.670 6.467 6.451 5.701 6.005 0.405 6.744
Cizelge 4.5 BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama
a 0.1406 0.1253 0.0309 0.0793 0.0176 0.2530 0.0816
0.2393 0.2193 0.2223 0.2610 0.2559 0.2189 0.2361
r 0.9996 0.9996 0.9993 0.9996 0.9988 0.9996 0.9999
BHA’ a ait 6l¢ii egrisi Dyps=0.2361c + 0.0816 r=0.9999
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-0.01 |

-0.0Z —|

difAbsorbance)

-0.0F |

1 *5 pg/ml
0,04 *10 pg/ml

1 *15 pg/ml
20 pg/ml
*25 pg/ml

=+
a —
-0.05 —| |

) I N N ) I N N ] |
200 201 20z 202 204 205 206 207 202 Wavelength (nmj

Sekil 4.7 BHA tayini icin sakiz mayas1 kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait 1. derece

tiirev spektrumlan (Referans sakiz mayasi)

Cizelge 4.6 BHA tayini i¢in sakiz mayasi kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait

304 nm’deki 1D304 degerleri

C
pg/ml ! D1304nm) ! D2(304nm) ! D3304nm) ! D4304nm) ! D5:304nm) ! Dé304nm) ! Dort S %S
5 0.9975 0.9933 0.9952 0.9873 0.9786 0.9813 0.9889 | 0.0737 | 7.453

10 1.9856 1.9892 2.0511 2.0207 2.0032 1.9981 2.0080 | 0.0245 | 1.2201

15 3.0010 3.0439 2.8933 3.0719 2.9103 2.9789 2.9832 1 0.0711 | 2.3833

20 3.9942 4.2975 3.8681 4.0826 3.9187 3.9318 4.0154 | 0.1566 | 3.9000

25 5.0091 5.4918 4.8566 5.0744 4.9241 4.9256 5.0470 | 0.2307 | 4.5710

Cizelge 4.7 BHA tayini i¢in sakiz mayasi1 kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait

parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama
a -0.0121 0.2285 0.0709 -0.0235 0.0050 0.0165 -0.0286
0.2006 0.2261 0.1908 0.2047 0.1961 0.1964 0.2025
r 0.9999 0.9989 0.9995 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999

BHA’ a ait 6l¢ii egrisi 1D304= 0.2025 ¢ - 0.0286 r =0.9999
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M-
D018~
-
T ]
o 005
E a
S
1 <
g i
10
9
'U'Uq-: *5 pg/ml
: *10 pg/ml
{1,046 - *15 pg/ml
4 20 pg/ml
D08~ 25 ng/ml
s
300 01 a0 0 04 105 108 Kl 308 Wavelength (nm)

Sekil 4.8 BHA tayini i¢in sakiz mayasi kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait 1. derece

tiirev spektrumlar (Referans metanol)

Cizelge 4.8 BHA tayini i¢in sakiz mayasi kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait

304 nm’deki 1D304 degerleri

C
M glml ! D1 (304nm) ! D2(304nm) ! D3(304nm) ! D4(304nm) ! D5(304nm) ! D6(304nm) ! Dort S %S
5 2.3380 2.5106 2.3583 2.3703 2.1728 2.3610 2.3518 | 0.1076 | 4.5752
10 3.3592 3.4475 3.3598 3.4110 3.5070 3.4153 3.4166 | 0.0560 | 1.6390
15 4.3043 4.3477 4.0718 4.3011 4.3541 4.2980 4.2795 | 0.1047 | 2.4465
20 5.3228 5.3874 5.2732 5.3359 5.2658 5.3152 5.3167 | 0.0445 | 0.8370
25 6.3224 6.3791 6.2678 6.3357 6.2895 6.3072 6.3170 | 0.0388 | 0.6142
Cizelge 4.9 BHA tayini icin sakiz mayasi kullanilarak hazirlanan 6l¢ii egrisine ait
parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama

a |1.3496 1.5114 1.3465 1.3941 1.3202 1.4017 1.3873

b |0.1986 0.1935 0.1946 0.1971 0.1998 0.1958 0.1966

r |0.9999 0.9997 0.9975 0.9998 0.9969 0.9997 0.9989

BHA’ a ait 6l¢ii egrisi 'Dsos=0.1966 ¢ +1.3873 r =0.9989
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001

00z
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005 —
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Sekil 4.9 Standart katma ¢alismasinda BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait 1. derece
tiirev spektrumlari

Cizelge 4.10 Standart katma ¢aligmasinda BHA tayini i¢in hazirlanan 6lgii egrisine ait
304 nm’deki 1D304 degerleri

C
M g/ml ! D1 (304nm) ! D2(304nm) ! D3(304nm) ! D4(304nm) ! D5(304nm) ! D6(304nm) ! Dort S %S
0 1.4717 1.5513 1.5192 1.5587 1.5391 1.5305 1.5284 | 0.0311 | 2.0348
5 2.5815 2.6208 2.5803 2.6840 2.6390 2.6258 2.6219 | 0.0388 | 1.4798
10 3.8400 3.9202 3.9145 3.7600 3.6248 3.7308 3.7984 | 0.1150 | 3.0276
15 4.9386 5.0287 4.8861 4.9043 4.7128 4.8626 4.8889 | 0.1039 | 2.1252
20 5.9738 5.9480 5.8430 6.0178 5.8452 5.9452 5.9288 | 0.0706 | 1.1908
Cizelge 4.11 Standart katma ¢alismasinda BHA tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait
parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama
a 1.4889 1.5735 1.5579 1.5573 1.5350 1.5257 1.5397
0.2272 0.2240 0.2191 0.2228 0.2137 0.2213 0.2214
r | 0.9995 0.9985 0.9981 0.9999 0.9998 0.9999 | 0.9997
BHA’ a ait 6l¢ii egrisi 'Dsos= 0.2214 ¢+ 1.5397 r =0.9997
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78

*20 pg/ml
*40 pg/ml
*60 pg/ml
“80 pg/ml
*100pg/ml

Sekil 4.10 BHT tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisinin absorpsiyon spektrumlari

*20 pg/ml
*40 pg/ml
*60 pg/ml
“80 pg/ml
*100pg/ml

Sekil 4.11 BHT tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisinin 1.derece tiirev spektrumlari
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Cizelge 4.12 BHT tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisinin 292 nm’deki 'Dyos degerleri

C
I-'gl 1D1(292nm) 1D2(292nm) 1D3(292nm) 1D4(292nm) 1D5(292nm) 1D6(292nm) 1Dort S %S
ml
20 | 1.205 1.318 1.361 1.303 1.294 1.324 1.301 0.052 4.014
40 | 2.444 2.477 2.451 2.425 2.334 2.345 2.413 0.059 2.452
60 | 3.682 3.716 3.665 3.732 3.589 3.362 3.625 0.138 3.811
80 | 4.787 4.919 4.796 4914 4.730 4.341 4.748 0.213 4.481
100 | 5.993 6.025 5.892 6.151 5.934 5.791 5.965 0.123 2.061
Cizelge 4.13 BHT tayini i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama
a 0.0462 0.1345 0.2109 0.0498 0.0734 0.1531 0.1115
b 0.0596 0.0593 0.0570 0.0609 0.0584 0.0547 0.0583
r 0.9998 0.9998 0.9999 0.9998 0.9997 0.9970 0.9998
BHT’ e ait dl¢ii egrisi 1D292= 0.0583 ¢ +0.1115 r =0.9998
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N FERERN *5 pg/ml
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Sekil 4.12 BHA ve BHT ye ait dl¢ii egrilerinin absorpsiyon spektrumlarinin iist {iste

cakistirilmasi
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Sekil 4.13 BHA ve BHT ye ait 6l¢ii egrilerinin 1.derece tiirev spektrumlarinin iist {iste

cakistirilmasi
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Sekil 4.14 Sakiz 6rnegine ait HPLC kromatogrami
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4.3 Geri Kazanma Testi

Gelistirilen yontemin uygulanabilirliligi acisindan kontrolii i¢in sakiz Orneginde % geri
kazanma g¢aligmalarinin yapilmasi amaciyla Boliim 3.4.9°da anlatildig1 gibi calisilarak elde
edilen sonuclar i¢in bagil standart sapma ve % geri kazanma degerleri hesaplandi. Sonuglar

Cizelge 4.14’te verildi.

Cizelge 4.14 BHA cozeltilerinde geri kazanmaya ait caligma sonuglari

Standart egri 1’den Bulunan Standart Katma Yontemi ile Bulunan
6.12 (ng\ml) 6.95 (ng\ml)
Konulan | % Bulunan | Bagil standart | Verim | Konulan | % Bulunan | Bagil standart | Verim
(pg\ml) sapma % (pg\ml) sapma %
10 9.62 3.8 96.2 10 8.79 12.10 87.9
15 14.23 5.13 94.8 15 13.41 10.60 89.4
20 18.64 6.8 93.2 20 17.81 10.95 89.5

Her iki yontemde elde edilen geri kazanma degerleri %88.9 ila %96 arasinda bulunmustur.
4.4 Sakiz (First White Sekersiz Sakiz) Orneginin Analizi

BHA ve BHT yi igeren sakiz 6rneginde bu antioksidanlarin kantitatif miktar1 Boliim 3.4.7°de
anlatildigr gibi caligilarak tiirev spektrofotometrik yontem ile tayin edildi. Elde edilen
sonuclarin kiyaslanmasi amactyla HPLC yontemi uygulandi. Her bir calisma igin 6 paralel

tayin yapilarak ve ilgili 6l¢ii egrilerinden yararlanarak BHA ve BHT nin miktar1 hesaplandi. 6

adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama X , standart sapma (S), bagil standart sapma (%S)

L5

Jn

ve %95 giivenirlik diizeyinde giiven aralig1 degerleri (} * ) hesaplandu.

Gelistirilen tiirev spektrofotometrik yontem ve HPLC yontemi ile elde edilen sonuglar t testi
ile ortalamalar; F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven araliginda karsilastirldi. Elde
edilen sonuglar, bunlarin istatistik degerlendirilmesi, t ve F testleri sonuglar1 Cizelge 4.15°de
toplu halde verilmistir. Cizelge 4.15°den anlagilacagi gibi, uygulanan her bir yOntemin
sonuclart ayr1 ayr1 HPLC yontemi ile elde edilen degerle t testi yapilarak karsilastirildi.
Standart Egri 1 yontemi HPLC yontemi ile kiyaslandiginda t degeri %95 giivenilirlik i¢in
verilen tablo degerinden kiigiiktiir. Yani ortalamalar birbirinden anlamli derecede farkli
degildir. Standart Egri 2, Standart Egri 3 ve Standart Egri 4 yontemleri HPLC yontemi ile
kiyaslandiginda t degeri %95 giivenilirlik i¢in verilen tablo degerinden biiyiiktiir. Yani
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farklidir.

Yontemlerin presizyon yoniinden

kargilastirilmasi i¢in uygulanan F testi sonucuna bakildiginda % 95 giivenilirlik ve

n;= np = 6 i¢in ilgili tabloda F i¢in verilen sinir degerinden kiigiik oldugu goriiliir. Buna gore

yontemler ile elde edilen prezisyonlar arasindaki fark anlamli degildir.

Boliim 3.4.8de anlatildigi sekilde sakiz numunesinde ¢aligilarak elde edilen sonuglar Cizelge

4.15’te ve sakiz d6rnegine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.14’te verildi.

Cizelge 4.15 Sakiz numunesinde bulunan BHA tayini i¢in elde edilen sonuglar

Standart Egri 1 | Standart Egri 2 | Standart Egri 3 | Standart Egri 4 HPLC
(mg\ kg) (mg\ kg) (mg\ kg) (mg\ kg) (mg\ kg)
Ornek 1 380 355 358 359 392
Ornek 2 367 339 335 345 380
Ornek 3 392 347 342 351 387
Ornek 4 393 337 332 350 395
Ornek 5 370 362 354 356 372
Ornek 6 390 342 340 348 401
X 382 347 344 352 388
S 11.78 9.8 10.4 5.17 10.5
%S 3.08 2.82 3.02 1.46 2.72
n 6 6 6 6 6
¥+ S 3.94 3.57 3.54 3.57 3.99
Jn
t testi 0.92 6.95 7.26 9.61
F testi 1.26 1.15 1.10 4.12
n=n==06 t @ablo= 2.23
P=0.05 F tab1o=5.05
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada gida maddelerine antioksidan olarak ilave edilen BHA ve BHT nin herhangi bir
ayirma islemine gerek kalmadan birarada tayini i¢in yeni bir yontem gelistirmeyi amacladik.
Bunun i¢in BHA ve BHT igeren gida ve kozmetik 6rnekleri piyasada arastirildi. Asagidaki
ornekler; iceriklerinde sakiz : BHA, gilines yag1 : BHT, gece bakim kremi : BHA + BHT
icerdigi yazan ve ayrica domates gorbasi, iskembe ¢orbasi, tavuk corbasi, et suyu, cips gibi
gida tiriinleri ise igeriklerinde yazmadigi halde resmi gazetede ( 1990 ) verilen bilgilerden

( Cizelge 2.2 ) faydalanarak ¢alisma materyali olarak secildi.

Glines yag1 ve gece bakim kreminde sakiz 6rnegine uygulanan ¢aligma kosullar1 uygulanarak
BHA ve BHT tayin edilmeye calisildi. Ancak fiziksel ve diger etken maddelerin spektral
girisimleri nedeni ile dalga boylarinda kaymalar goriildiigiinden ¢aligmaya devam edilemedi.
Domates ¢orbasi, igkembe corbasi, tavuk ¢orbasi, et suyu ve cipste yapilan galigmalarda ise
domates corbasinin her ikisini de igerdigi; et suyu, iskembe ¢orbasi, tavuk ¢orbasi ve cipsin
ise BHT igerdigi saptanmigtir. Ancak diger etken maddelerden gelen spektral girigimlerin
olmadig fakat calisilan kosullardaki 6rnekten gelen girisimlerden yiiksek sonuclar almamiz
nedeniyle yeniden literatiirler incelendiginde bu tiir girisimlerin ¢ok seyreltik orneklerle
giderilebilecegini saptadik. Bu nedenle ¢aligmalar yalnizca sakiz 6rneginde siirdiiriildii. Sakiz
orneklerinde BHA tayini icin gelistirilen tiirev spektrofotometrik yontem dort ayr sekilde
uygulandi ve sonuglar HPLC yo6ntemi ile mukayese edildi. Gerek tiirev spektrofotometrik
gerek HPLC yontemleri ile elde edilen sonuglarin birbirine yakin degerler oldugu goriildii.
Tiirev spektrofotometrisi ile sakizdan gelen girisimlerin giderildigi saptandi. Bdylece
herhangi bir belirte¢ kullanmaksizin BHA igeren sakiz 6rneklerinden metanol ile ekstrakte
edilen antioksidanin birinci derecede tiirev spektrumlarinda 304 nm’deki tiirev absorbans
degerlerinden yararlanilarak tayinin miimkiin oldugu goriildii. Gelistirilen yontem basit ve
ekonomik bir yontem olarak laboratuvarda BHA igeren sakizlarin analizinde tercihen

kullanilabilir.

Gelistirilen yontem ile BHT tayininde ise farkli giinlerde yapilan 6lgiimlerdeki sonuglarda
tutarsizliklar goriildii. Ayrica sakiz 6rneginde yapilan kantitatif tayin sonuglart ile HPLC
yontemi ile elde edilenler arasinda da farkliliklar gozlemlendi. Sonuglar arasindaki bu
farkliliklarin BHT’ nin 292 nm olarak saptanan dalga boyunun maksimum absorpsiyonun

gbzlendigi tepe noktasmna degil de daha uc¢ noktaya gelmesinden kaynaklanabilecegi
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diistintildii. Daha iist derecede tiirevler alinarak ve seyreltik numuneler ile ¢alisarak problemin

¢oziilebilecegine karar verildi.
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