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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BILESIKLERIN EMULSIYON, LIPOZOM VE RADIKAL
ORTAMINDAKI ANTIOKSIDAN DAVRANISLARININ INCELENMESI

Lokman DURMAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ahmet MAVI

Bu calismada 10 adet bilesigin, lipozom ve emiilsiyon sistemlerinde antioksidan
davraniglar1 arastirilmistir. Calismada kullanilan maddeler; kuersetin, BHT (Biitillenmis
hidroksitoluen), N-Propil Gallat, Flavon, Naringin, Hesperidin, Rutin trihidrat, Gallik

asit, Vanilin ve C vitaminidir.

[lk asamada maddelerin, maddelerin lesitin lipozom sistemindeki lipit peroksidasyonu
inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu sistemde; kuersetin, n-propil gallat ve BHT nin

digerlerinden daha etkili antioksidan olduklar1 goriilmiistiir.

Ikinci asamada, linoleik asit emiilsiyonu sistemindeki lipit peroksidasyonu inhibisyon
etkileri incelenmistir. Bu sistemde de; kuersetin, n-propil gallat ve BHT’nin

digerlerinden daha etkili antioksidan olduklar1 goriilmiistiir.

En son agamada ise her bir maddenin DPPH (1,1-Difenil, 2-pikril hidrazin) radikal
stiptirticii etkisi belirlendi. Bu maddelerin hepsinin degisik seviyelerde radikal siipiiriicii

etkiye sahip olduklar1 goriilmustiir.

2011, 51 sayfa
Anahtar Kelimeler: Emiilsiyon, lipozom, lipit peroksidasyonu, antioksidan, radikal



ABSTRACT

Master Thesis

EXAMINATION OF ANTIOXIDANT BEHAVIORS OF SOME COMPOUNDS
IN EMULSIONS, LIPOSOME AND RADICAL MEDIUM

Lokman DURMAZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet MAVI

In this study, the antioxidant behaviours of ten compounds in the liposome and
emulsion systems were investigated. The compounds used in the study are quercetin,
BHT (Butylated hydroxytoluen), n-propyl gallate, flavone, naringin, hesperidin, rutine
trihidrate, gallic acid, vanillin and vitamin C.

Firstly, lipid peroxidation inhibitory effects of the compounds were examined in lecithin
liposome system. In this system, it was observed that quercetin, n-propyl gallate and

BHT were more effective antioxidant than that of the others.

Secondly, lipid peroxidation inhibitory effects of the compounds were examined in
linoleic acid emulsion system. In this system, it was observed that quercetin, n-propyl

gallate and BHT were more effective antioxidant than that of the other molecules, too.

Finally, DPPH (1,1-diphenyl, 2-pcrylhydrazin) radical scavenging effects of the
compounds were determined. It was detected that all compounds have a variety of

radical scavenging activity.
2011, 51 pages

Keywords: Emulsion, liposome, lipid peroxidation, antioxidant, radical
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1. GIRIS

Oksidasyon (yiikseltgenme), bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron vermesi
islemidir. Boyle bir olayda, yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore daha yiiksek
olan madde yiikseltgenirken, diger madde indirgenir. Organik molekiillerin

oksidasyonu, cogunlukla radikalik zincir reaksiyonlar {izerinden yliriiyen bir siirectir.

Bir ya da birden fazla ortaklanmamis elektron i¢eren atom veya atom gruplarina radikal
denir. Radikallere Serbest Radikaller de denilmektedir. Serbest radikallerin eslesmemis
her bir elektronu tek bir nokta ile gosterilir. Ornegin OH" hidroksil radikali gibi. Serbest
radikaller, yiiksek enerjili, ¢ok etkin, kisa Omiirli ve izole edilemeyen ara iiriinlerdir.
Serbest radikaller, eslesmemis elektronlarint eslestirme egiliminde olduklart igin,
ozellikle gevsek bagl elektronlar1 koparabilir. En basit serbest radikal, bir elektron
ihtiva eden hidrojen (H') atomudur. Hidroksil (OH’), peroksil (RO;"), alkoksil de (RO®)
serbest radikallere ornek olarak verilebilir (Gomberg 1900). Oksidasyona sebep olan

serbest radikallere 6rnek olarak siiper oksit anyonu ve hidroksil radikali verilebilir.

Sigara, bocek ilaglari, UV iginlari, radyasyon, gevre kirliligi, hava kirliligi ve
yiyeceklerde bulunan bazi katki maddeleri insan metabolizmasinda serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikaller, eksik elektronlarini tamamlamak i¢in
arayls icerisinde olduklarindan, viicut hiicrelerindeki diger molekiillere saldirir.
Dolayistyla viicudumuzda bulunan lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi
biyomolekiiller istenmeyen oksidasyona maruz kalabilir (Halliwell and Gutteridge
1989).

Canliligin devami i¢in 6nemli olan protein, lipit ve niikleik asitler, serbest radikallerle
reaksiyona girdikleri zaman, bu biyomolekiillerin fonksiyonlar1 azalabilir ya da
tamamen yok olabilir. Bu 6zelliklerinden dolayr bunlara Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS,
Reactive Oxygen Species) denilmektedir (Halliwell 1996). Reaktif oksijen tiirleri insan

metabolizmasinda siirekli bulunabilir. Anormal sartlarda bu reaktif oksijen tiirlerin



konsantrasyonlarinda artig goriilebilir. Baz1 reaktif oksijen tiirleri ise insan viicudunda
ya ¢ok az tretilir ya da hig {iretilmez. Baz1 reaktif oksijen tiirleri ise dis kaynaklardan
alinir. Reaktif oksijen tiirlerinin bazilari radikal iken bazilar1 degildir. Reaktif oksijen

tiirleri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar

Stiperoksit 0, Hidrojen Peroksit H,0,
Hidroksil OH*® Hipoklorik Asit HOCI
Peroksil RO,* Hipobromik Asit HOBr
Alkoksil RO* Ozon O3
Hidroperoksi HO," Singlet Oksijen 'Ag 10O,

Reaktif oksijen tiirlerinin yan1 sira bazi reaktif azot tiirleri de (RNS, Reactive Nitrogen
Species) viicutta olugmaktadir (Halliwell 1996). Reaktif azot tiirleri Cizelge 1.2°de

verilmistir.



Cizelge 1.2. Reaktif Azot Tiirleri

Reaktif Azot Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar

Nitrik Oksit NO* Nitroz Asit HNO,

Azot dioksit NO,* Nitrozil Katyonu NO*
Nitroksi Anyonu NO™
Diazot Tetraoksit N204
Diazot Trioksit N20s
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitroz asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Alkilperoksi nitritler ROONO

Reaktif tiirlerin zararli etkilerinin temel sebebi radikal olmalari, radikal olusumuna
sebep olmalar1 ve/veya indirgenme potansiyellerinin nispeten yiiksek olmasidir. Reaktif
tirlerin bu olumsuz etkilerine karsi koruyucu etki yapan maddeler ve sistemler
mevcuttur. Bunlara genel olarak antioksidan denilmektedir. Antioksidanlar,
oksidasyonu erteleyen ve inhibe eden fakat oksidasyonu tamamen engelleyemeyen

bilesikler olarak tanimlanir (Aruoma and Cuppett 1998).

Viicudumuzda bulunan ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve bunun sonucunda molekiiller fonksiyonlarini
kaybetmektedir. Bu duruma oksidatif stres denir. Baska bir deyisle oksidatif stres,
reaktif tiirler ile antioksidan savunma sistemi arasinda bulunan, oksidasyon lehine olan
dengesizligi ifade eden bir kavramdir. Oksidatif stres, bir¢ok farkli hastalikta 6nemli
patojenik etkendir (Mancini et al. 2010). Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif
oksijen ve azot tiirleridir (Aruoma and Cuppett 1997). Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif
azot tiirleri insan viicudunda degisik vesilelerle bulunabilir. Bazilar1 biyokimyasal
dongii icerisinde kimyasal reaksiyonlar sonucunda olusur. Reaktif oksijen tiirleri ve

reaktif azot tiirleri disaridan da organizmaya almabilir. Ornegin; sigara icilmesiyle,



sigara dumaninin asil bileseni olan azot dioksit viicuda alinmig olur. Oksidatif stres,

biyolojik sistemlerde oksidasyon arttig1 zaman olusur.

Sekil 1.1. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge ve oksidatif stres durumu

Oksidatif stres durumunda reaktif tiirlerin miktarinda artis olur ve dolayisiyla bu
iriinlerin reaksiyon hizlari artar. Bu durumdan basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler

olmak iizere viicudumuzun birgok sistemi olumsuz etkilenir (Lambeth 2004).

Bol egzersiz yapmak da, viicuttaki oksijen tiiketimini artirir. Bu da hiicre igindeki
oksidan ve antioksidan dengesini degistirir. Biyokimyasal mekanizmalarda, gii¢lii bir
sekilde hiicre ici serbest radikaller olusur. Reaktif oksijen tiirleri, hiicre i¢indeki
sistemler i¢in ciddi bir tehdit olusturur. Ancak antioksidan sistemler bu durum ile
miicadele halindedir. Antioksidan savunma sistemleri i¢in, antioksidan vitaminler ve
glutatyon ornek olarak verilebilir (Ji and Leichweis 1997). Antioksidanlar, viicut i¢i ve

besin kaynakli antioksidanlar olarak ikiye ayrilmistir (Halliwell and Gutteridge 1989).

Cizelge 1.3’de antioksidanlarin smiflandirilmasini  gorebilirsiniz  (Halliwell and

Gutteridge 1989).



Cizelge 1.3. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

ANTIOKSIDANLAR
Viicutta Bulunan Antioksidanlar Besin Kaynakh Antioksidanlar
Enzimler Kiigiik Molekiiller | Sentetik Dogal
Katalaz Askorbik asit BHA Fenolik maddeler
Peroksidaz Glutatyon BHT Askorbik asit
Siiperoksit dismutaz Urik asit TBHQ Karotenler
Glutatyon peroksidaz Metal baglayicilar Propilgallat
Glutatyon rediiktaz (Hmg ve Hmy gibi) | Kuersetin

Reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stresle birlikte {iretilir. Stiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz, reaktif oksijen tiirlerinin siipiirilmesinde en 6nemli enzimlerdir
(Fujii et al. 2003).

Viicudumuzdaki antioksidan sistemlerin en onemlileri antioksidan enzimlerdir. Ciinkii
daha oOnceden de zikrettigimiz iizere reaktif tilirler, viicut igerisinde tretilmektedir.
Ornegin, hidrojen peroksit her an i¢in hidroksil radikaline doniisebilme potansiyeline
sahip oldugu i¢in, biyolojik sistemlere zararli olabilecegi diisliniilmektedir. H,O,’deki
O-O bagi nispeten zayif oldugu i¢in kolaylikla parcalanabilir. Bu bagin homolitik

parcalanmasindan reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH" radikali olusur.

enerji
H,O0p ———— > 2 OH'

Bu homolitik pargalanma demir elementi tarafindan da gergeklestirilmektedir (Halliwell

and Gutteridge 1990, Gutteridge 1989).

H,0, + Fe — Fe™ + OH + OH® k=76 Lmol™ s™ (Fenton Reaksiyonu)

Benzer reaksiyon Cu” ile de olmaktadir (Gaetke and Chow 2003).



H,0, + Cu" — Cu™+OH +OH° k=4.7x10°molts?

Bu reaksiyon sirasinda olusan OH°, yeni radikallerin olusumunda ve bdylece de DNA
hasarinda basrolii oynamaktadir (Henle and Linn 1997). Ayni zamanda OH® radikali, en

reaktif radikallerdendir.

Bu sebeple hidrojen peroksidin uzaklastirilabilmesi dnemlidir. Hiicre igindeki hidrojen
peroksidi uzaklastirmak i¢in iki tip enzim mevcuttur. Bunlar katalaz ve peroksidazdir

(Miyamoto et al. 2003).

Katalaz
2H,0;, —— > 2H,0 + Oy

Peroksidaz
SH, + H,.0Op ——m8 > S + 2H,0

Birkag aerop disinda (bakterilerden Bacillus popilliae, Mycoplasma pneumoniae, yesil
alglerden Euglena, bazi parazit bagirsak kurtlari ve mavi-yesil alglerden Gloeocapsa)
biitiin aeroplar katalaz enzimi bulundurur. Anaeroplarda genellikle katalaz bulunmaz
fakat istisnalar1 vardir. Ornegin Propionibacterium shermanii gibi. Memelilerde biitiin
baslica organlarda ve 6zellikle de eritrosit ve karacigerde katalaz mevcuttur. Beyinde,

kalpte, iskelet sisteminde diisiik miktarlarda bulunur (Halliwell and Gutteridge 1989).

Katalaz aktivitesi hayvanlarda ve bitkilerde peroksizom denilen tek membranla ¢evrili
organellerde goriilmektedir. Peroksizomlar, H,0, iireten enzimler igerir. Bunlar glikolat
oksidaz, iirat oksidaz ve yag asitlerinin B-oksidasyonunda yer alan flavoprotein
dehidrogenazdir (Halliwell and Gutteridge 1989).

H,O, ayrica peroksidazlar tarafindan da wuzaklastinlir. Katalaz ana olarak
peroksizomlarda lokalize oldugu i¢in, sitozol ve viicut sivilarindaki H»0’1
uzaklagtirmak peroksidazlara diiser. Organizmalarda degisik tipte peroksidazlar

bulunmakla beraber, insanlar i¢in en 6nemli olan1 glutatyon peroksidazdir.



Glutatyon peroksidaz, genellikle hayvansal dokularda bulunur, yiiksek bitkilerde ve
bakterilerde ise bulunmaz. istisnai olarak bazi alg ve funguslarda da bulunmustur.
Substrat1 glutatyondur (GSH) ve glutatyonun konsantrasyonu hayvanlarda, bitkilerde ve
bakterilerde (6rnegin E. coli, fakat genelde aneoroplarda bulunmaz) genellikle 1-10 mM
araligindadir (Halliwell and Gutteridge 1989).

Glutatyon
Peroksidaz

2GSH + H,Op—> GSSG + 2H,0

Glutatyon peroksidazin Kkatalizledigi reaksiyonda H,0O, suya indirgenirken, GSH
GSSG’ye yiikseltgenir. Viicuttaki glutatyonun biiylik bir kismi ise GSSG’den ziyade
GSH seklinde bulunur. Glutatyonun yaklasik ti¢te biri ise disiilfiir halinde bulunur.

Normal hiicrelerde GSH/GSSG orani yiiksektir. Ciinkii glutatyon rediiktaz enzimi

tarafindan, yiikseltgenmis glutatyon siirekli olarak indirgenmis glutatyona doniistiiriiliir.

Glutatyon

GSSG + NADPH + HY —Redikiaz 5 5GSH + NADP?

Glutatyon peroksidaz ayrica koenzim A ile GSH arasindaki disiilfit baginin
indirgenmesini de katalizler. Enzimin ihtiyag duydugu NADPH ise ana olarak
hayvansal dokularda oksidatif pentoz fosfat yoluyla saglanir. Bu yolun ilk enzimi
glukoz 6-fosfat dehidrogenazdir (G6PD) ve NADPH iiretimini katalizler. Bu sebeple

G6PD da antioksidan sistemin bir tiyesi olarak kabul edilir.

Glukoz 6-fosfat + NADP* % 6-fosfoglukonat + NADPH + H*

Bir baska antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, bir radikal olan
siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite ve oksijene doniismesi reaksiyonunu

katalizler.

0, + 0, + 2H+% H,O, + O,



Dogal ve sentetik antioksidanlar, gida ve ila¢ sanayinde kullanilir. in vitro sartlarda
antioksidanlar, serbest radikal zincirleme oksidasyon reaksiyonunu engeller. En 6nemli
dogal antioksidanlar arasinda fenolik bilesikler, askorbik asit ve karotenoidler
sayilabilir. Fenolik bilesik olan tokoferoller, gida maddelerinin bozulmasini engelleyen
ve uzun Omiirlii olmalarinda rol oynayan énemli bir dogal antioksidan grubudur (Kohno
et al. 1995). Antioksidanlar, bulundugu sistemin 6zelligine bagl olarak farkli aktivite
gosterir. Polar antioksidanlar yagli sistemlerde, apolar antioksidanlar ise yag-su
emiilsiyon sistemlerinde daha iyi antioksidan etki gosterir (Porter et al. 1989; Frankel et
al. 1994).

Iyi bir antioksidan su dzellikleri tasimalidir:

e Fizyolojik olarak zararsiz olmalidir.

e Yag veya yagl iirlinlerin kokusuna, tadina ve goriiniisiine etki etmemelidir.

e Yemeklerin pisirilmesi sirasinda yaga ve bununla hazirlanmis besinlere etki
etmemeli ve aktif kalmalidir.

e Yagda yeterli miktarda ¢oziinmeli ve yagla karisabilmelidir.

o Kiiciik derigimler etkili olmalidir.

o Kolay elde edilebilmelidir.

e Ucuz olmalidir.

Serbest radikal zincir reaksiyonunu onleyen antioksidanlar, hayvan ve insan omriiniin
uzamasin1 saglar. Su anda bile, yasayan sistemlerde antioksidanlar tarafindan

gerceklestirilen olaylarin mekanizmasi tam olarak anlasilmis degildir.

Gida maddelerinde, peroksidasyon siirecini geciktirmek, ancak antioksidan bilesiklerin
ilavesiyle miimkiin olabilecegi belirtilmisti. Gida maddelerinin bozulmalarinin

engellenmesi i¢in yillardan beri sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir.

En yaygmn olarak da BHA (Biitillenmis hidroksianisol), BHT (Biitillenmis
hidroksitoluen), PG (Propil gallat) ve TBHQ (tert-biitilhidrokinon) kullanilmaktadir.



Fakat yapilan bazi arastirmalara gore sentetik antioksidanlarin, bazi yan etkilere sahip
oldugu bildirilmistir (Branen 1975; Imaida et al. 1983). Bu yiizden tiiketiciler bunlarin
saglik agisindaki giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler tasimaktadir. Ornegin BHT
non-toksik olmakla beraber, karacigerde sitokrom P-450 sistemine hasar verdigine dair
bazi kanitlar ve calismalar mevcuttur. Farelere yiiksek dozlarda verildiginde ise
karacigerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica Amerikan halki iizerinde yapilan
arastirmalarda, BHT gibi sentetik antioksidanlarin fazla alinmasi durumunda viicuttan

atilamayip adipoz dokuda depolandigi da saptanmistir (Halliwell and Gutteridge 1989).

Sentetik antioksidanlar genis piyasaya sahip olmalarina ragmen, bu istenmeyen yan
etkilerinden dolay1 son zamanlarda kullanim alanlar1 ciddi sekilde sinirlandirilmistir. Bu
sebeplerden dolay1 birer dogal antioksidan olan o-tokoferol ve askorbik asit; BHA,
BHT, PG ve TBHQ gibi sentetik antioksidanlardan daha diislik aktiviteye sahip
olmalarina ragmen, yagli maddelerin tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(Nisihina et al. 1991; Osawa and Namiki 1981).

Dietle alinan antioksidanlar, hiicresel antioksidan savunma sistemi basarisizliga
ugradigi zaman 6nemli hale gelmektedir. Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde reaktif
oksijen tiirlerine ve serbest radikallere karsi giiclii antioksidan aktivite gosterir

(Wijeratne et al. 2006).

Dietle alinan antioksidanlar genellikle fenolik yapida bilesiklerdir. Ornegin E vitamini
fenolik bir maddedir. Ancak yine iyi bir antioksidan olan C vitamini fenolik madde
degildir. Antioksidanlarin hastalik olusturan oksidatif strese karsi etkili ve Onleyici
bilesikler olduguna inanilir. Bundan dolay1r antioksidanlar, popiiler bir konu olmay1

stirdirmektedir (Blasco et al. 2007).

Fenolik antioksidanlar, saglikli bir diyetin 6nemli bir bilesenidir. Bitkiler, biiylime-
gelisme-bulundugu yere adapte olma esnasinda fenolik madde iiretir (Shetty et al.

2003). Antioksidan olarak kullanilan fenolik bilesikler, sentetik veya dogal olabilir
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(Koltover 2010). Zengin fenolik bilesiklerdeki esansiyel yaglar, gii¢lii antioksidan

0zellik ve DPPH radikal siipiirme aktivitesi gosterir.

Bazi fenolik yapidaki bilesiklerin antioksidan Ozellik gOstermesi genellikle fenol

radikalinin rezonans kararliligindan kaynaklanir.

Sekil 1.2. Fenol radikalinin rezonans yapilar1 (Fessenden and Fessenden 1990)

Olusan fenoksi radikali (OH®), reaktif bir molekiil olan alkoksi (RO®) radikalinden daha
kararli oldugundan ve bu nedenle de RO*’ye gore reaksiyona girme egiliminin diisik
olmasindan dolayi, radikalik zincir reaksiyonun hizin1 yavaslatacaktir. Bdylece

oksidasyon prosesinin net hizi da azalir.

Baz1 fenolik bilesikler lipitler tizerine antioksidan aktivite gostermesine ragmen, in vitro

sartlarda DNA, protein ve karbonhidratlarin oksidatif hasarin1 hizlandirir.

Reaktif oksijen tiirlerine en hassas molekiiliin, hiicre membraninin ana bileseni olan
lipitler oldugu diisiiniilmektedir. Oksijenle lipitlerin oksidasyonu tipik bir radikalik

zincir reaksiyonudur. Bu reaksiyon, lipit peroksidasyonunu kontrol eden mekanizma
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olarak da bilinir. Serbest radikal zincir reaksiyonlarini elektron vererek veya elektron
alarak durdurmak miimkiindiir. Bu reaksiyon, baslama, gelisme ve sonlanma
basamaklarindan olusur. Radikalik zincir reaksiyonunun mekanizmasi sematik olarak

asagidaki sekildeki gibi olmaktadir (Aruoma and Cuppett 1997).

Baslama basamagt:

RH + 0, ——» R*+ *O0H ya da

RH+R*® ——R®* +R'H  (Bu reaksiyon daha olasidir)

Gelisme basamagi:

R*+0, — ROO’
ROO® + R'H — ROOH + R"*

Sonlanma basamag:

R*+R* — RR
R*+ ROO*——— ROOR
ROO® + ROO® —ROOR + O,

Oksijen ya da bagka bir radikal, yag asidinin karbonuna bagli hidrojenlerden birini
elektronuyla birlikte koparir bdylece radikal olusumuna sebep olabilir. Olusan bu
radikal, komsu yag asidinden bir hidrojen koparir, kendi elektronunu esler. Ancak ayn
zamanda yeni bir radikalin olusumuna da sebep olmustur. Bu arada olusan radikal,
oksijenle reaksiyona girebilir ve peroksit radikali olusturabilir. Zamanla bu zincirleme
reaksiyonlar sonucunda radikal konsantrasyonu artar. Bu konsantrasyon artist ayni
zamanda radikallerin birbiriyle daha fazla reaksiyona girmesine neden olur ve radikal

konsantrasyonu azalarak zincir sonlanir.
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Reaktif tiirlerin sebep oldugu bir olaysa lipit peroksidasyonu oldugunu sdylemistik.
Lipit peroksidasyonu, yaglarin bozulmasi olayidir. Lipit peroksidasyonu sonucu
membrani pargalanan ve stabilitesi bozulan hiicreler, akciger rahatsizliklarina, bobrek
hasarlarina, damar tikanikligina, yaslanmaya ve kansere sebep oldugu da bilinmektedir
(Rice-Evans and Burdon 1993). Yaglarin oksidasyonu sonucu gidalarda olusan tat ve
koku bozuklugu, lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen aldehit ve ketonlardan
kaynaklanmaktadir (Frankel 1995). Et igeren iiriinlerde kalitenin bozulmasinin sebebi de

lipit peroksidasyonudur (Kanner et al. 1991).

Lipit peroksidasyonu baska sebeplerden dolay1 da énemlidir. Ozellikle atherosklerozun
(zamanla arterler i¢ yiizeyinde tabakalanmanin olusmasi sonucunda damarin daralmasi
ve sertlesmesi olay1) gelismesinde lipit peroksidasyonunun, 6zellikle de LDL’nin (Low-
Density Lipoprotein) oksidatif modifikasyonunun katkisi biiyiiktiir (Antoniades et al.
2003). Lipit peroksidasyonunun takip etmek, oksidasyonun derecesini tespit etme
yoniinden Onemlidir. Peroksidasyonun degisik basamaklarda takip edildigi birgok
yontem mevcuttur. Bu sebeple lipit peroksidasyonunu takip etmede tek bir yontem
peroksidasyon hakkinda genis bir bilgi igin yeterli olmayacaktir. Clinkii her bir yontem

peroksidasyonun belirli basamaklarini izlemeye yarar.

Tipta, biyolojide, toksikolojide ve gida ile farmasotik sanayinde serbest radikaller
gittikce artan yogun bir ilgi alanina sahip olmaktadir. Lipit peroksidasyonu, gida
endiistrisinde karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir. Imalatcilar, antioksidanlar
kullanarak, lipit iceren gidalarin oksidasyonunu yavaslatmay1 hedefler. Bunun yani sira
biyomedikalciler ve klinisyenler de organizmayi, reaktif oksijen tiirleri tarafindan
olusan hasara kars1 koruduklari i¢in, antioksidanlara ilgi duymuslardir (Frankel 1980;
Block 1992; Aruoma 1993; Papas 1993; Aruoma 1996; Duthie 1996; Pezzuto 1997).

Polidoymamis yag asitleri, doymus yag asitlerine gore hidrojen koparilmasiyla olusan
radikalin ¢ift bagin konjugasyonuyla kararli hale getirilmesi ve boylece de hidrojenin
daha kolay koparilmasina sebep olmasindan dolayi, otooksidasyona daha yatkindir

(Halliwell and Gutteridge, 1989).


http://wos15.isiknowledge.com/CIW.cgi?SID=p67glA@LJ59fJLkmGga&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Antoniades+C&curr_doc=5/3&Form=FullRecordPage&doc=5/3
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Sekil 1.3. Arasidonik asitin otooksidasyonunun dne siiriilen mekanizmasi

Sicaklik, oksijen konsantrasyonu, 151k, ge¢is metallerinin varlig1 otooksidasyonu etkiler.
Sicakligin ylikselmesi, oksijen ve gecis metal iyonlarinin konsantrasyonunun ve 11k

siddetinin artmasi1 otooksidasyon hizini artirmaktadir.

Bahsettigimiz sebeplerden dolayr antioksidanlarin ve bunlarin aktivitelerinin
belirlenmesi, 6nemli bir arastirma konusudur. Bir maddenin antioksidan aktivitesinin
tayini amaciyla bircok yontem kullanilmaktadir. Yaygmn yontemlerden birisi ise

maddenin lipit peroksidasyonuna etkisini takip etmektedir.
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Lipit peroksidasyonu genellikle lipozom ve emiilsiyon sistemlerinde bakilir.
Antioksidan miktar1 arttik¢a, lipit peroksidasyon hizi yavaslar. Lipit peroksidasyonu,

hiicrenin hayati fonksiyonlari i¢in zararlidir (Davies 2000).

Emiilsiyonlar, birbiriyle karigmayan iki sivinin birbiri i¢inde damlaciklar halinde
dagilmasindan olusmus heterojen sistemlerdir. Termodinamik olarak dayanikli degildir.
Emiilsiyonlar farmasotik, kozmetik, tarim ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Emiilsiyon sistemi, bir hidrofilik bir de lipofilik iki fazdan olusur. Bu
iki faz, emiilsiyonun i¢ ve dis fazi olarak adlandirilmaktadir. Dis faz siirekli faz olarak
da tanimlanir ve i¢ fazi damlaciklar halinde tasir. Bir emiilsiyon formiilasyonunun
gerceklestirilebilmesi i¢in en az ii¢ bilesene; yagh faz, sulu faz ve yiizey aktif maddeye
gereksinim vardir. Sulu faz: Su ve su ile karigabilen hidrofilik 6zellikteki maddelerden
olusur. Yaglh faz, sivi yaglardan meydana gelir. Yiizey etkin maddeler: Genellikte yag

ve su fazi arasindaki gerilimi diislirerek etki eder, yani deterjan 6zelligi gostermektedir.

Sekil 1.4. Mikroskop altinda Emiilgator iceren alisilagelmis kremler (Emiilsiyonlar)

www.koko-tr.com

Lipozomlar, tabakali fosfolipitlerin bilesimiyle meydana gelen ¢ok kii¢iik (nanometre

boyutunda) kiireciklerdir. Bu yapilar da hem hidrofil hem de hidrofob ug tagimaktadir.
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Sekil 1.5. Bagslica fosfolipit gruplari ve bunlarin fiziksel ve kimyasal yapilari

http://www.tekstilvekonfeksiyon.org

Lipozomlar, boyutlarina gore kiigiik (Small) ve biiyiik (Large); tabaka sayilarina gore de
tek tabakali (Monolayer), iki tabakali (Bilayer) ve ¢ok tabakali (Multiplelayer) olarak
siiflandirilmaktadir. Lipozomlar, katmanli fosfolipitlerin bilesimiyle meydana gelen
cok kiiciik (nanometre boyutunda) sulu faz igeren kabarciklardir. Lipozomlarin yapisi
genel olarak Sekil 1.6 ve 1.7°de goriilmektedir. Lipozomlar, temel olarak aktif
maddelerin etkinligini arttiracak ve istenmeyen toksik 6zelliklerini azaltacak ozellikte

olup, ¢ok segici olarak maddelerin taginmasinda kullanilmaktadir.

Sekil 1.6. Biiylik cok tabakali lipozom (a) ve ¢ok kiiciik tek-iki tabakali lipozom (b)
http://www.tekstilvekonfeksiyon.org


http://www.tekstilvekonfeksiyon.org/
http://www.tekstilvekonfeksiyon.org/pdf/20090723114734.pdf
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Cok kiigiik lipozom

(nanozom)

Hiicre zan

Sekil 1.7. Cift katli fosfolipit tabakalarindan lipozom ve hiicre zarinin olusumu

http://www.tekstilvekonfeksiyon.org


http://www.tekstilvekonfeksiyon.org/pdf/20090723114734.pdf
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2. KAYNAK OZETLERI

Fenolik maddeler basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak {izere kabaca iki gruba
ayrilmakla beraber meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddeler
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak iizere ii¢ kisimda
incelenmektedirler. Flavonoidler ise katesinler, antosiyanidinler, flavonoller,
flavanonlar ve proantosiyanidinler (16ykoantosiyanidinler) olmak iizere bes alt gruba
ayrilmaktadirlar. Flavonoidler, bitki kaynakli bilesikler olup, dogada yaygin olarak
bulunurlar. Flavonoidler, 8 grupta siniflandirilir. Bunlar: Flavonlar (Apigenin,
Luteolin), flavonoller (Kaempferol, Kuersetin, Myricetin), flavanonlar (Naringenin,
biitin, eriodiktyo), izoflavonoidler, kalkonoidler, antosiyaninler, flavonoid glikozitler ve

neoflavonoidlerdir.

Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini adi
altinda, kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligint diistirmede kullanilmasi,
flavonoidlere verilen 6nemi artirmig oldu. Bu nedenle, flavonoidlere karsi ilgi 1940’1
yillardan itibaren hizlanmaya basladi. 1970’li yillarda flavonoidlerle yapilan
caligmalarin boyutu daha da genisledi. Bu arastirmalarin sonucu olarak bugiin
bitkilerden 4000’den fazla flavonoid izole edilmis ve yapilart aydinlatilmistir.
Flavonoidler, dogada bir milyar yildan beri bulunmaktadir. Flavonoidler genellikle
meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak ve dallarda rastlanir. Bu bilesikler, insan besininin
bilesiminde yer alan vazgecilmez unsurlardir. Flavonoidler bitkilerde antioksidan,
enzim inhibitérii ve ayni zamanda 1sindan koruma gibi bir dizi 6nemli 6zeliklere
sahiptir. Geleneksel tipta, gergeklestirilen genis ¢apli arastirmalar sonucu,
flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklari

belirlenmistir (Bilaloglu ve Harmandar 2000).

Kuersetin, tipik bir anti-oksidan flavonoid’i olup sebzelerde bol miktarda bulunur.
ROS’inin temizlenmesinde rol oynar (Terao et al. 2011). Glikozitler ve kuersetin
bitkiler aleminde, yaygin olarak bulunur. Flavonollar, anti kanser ve antioksidan

ozelligine bagl olarak antiflamatuar 6zelliklere sahiptir (Biesaga and Pyrzynska 2009).
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Kuercetin, ayn1 zamanda antimutajenik olarak da kullanilir. Son zamanlarda in vitro
sartlarinda yapilan ¢aligmalar, kuersetinin antimutajenik oldugunu gdstermektedir
(Okamoto 2005).

BHT, gida ve kozmetik sektoriinde kullanilir. Hayvanlarda yapilan incelemede
kanserojen ajanlar {izerinde etkili oldugu belirlenmistir (Okamoto 2005). Serbest
radikallerin yol agtig1 hasarlari, azaltmak i¢in kullanilir. Dogal antioksidan savunma

sistemleri icin BHT, Onemli bir antioksidandir (Lanigan and Yamarik 2002).

n-propil gallat, antioksidan 6zelligi gosteren bir maddedir. n-Propil gallat, radikalleri

tutucu olarak bilinir (Yang and Hoffman 1984).

Flavon, anti kanserojenik etki gosterir. Flavon maddesine bagl iiretilen bir ilag, Ulusal
Kanser Enstitiisii (ABD) tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (Bibby and Double 1993).

Naringin, flavanon sinifina bagh bir glikozit bilesigidir. Naringin maddesi kullanilarak,
genomik hasarlar lizerinde etkili olacagi noktasinda aragtirma yapilmistir. Naringin’in

DNA hasarini azalttig1 belirlenmistir (Jagetia et al. 2007).

Hesperidin, bir bioflavonoid olup, turunggillerde bol miktarda bulunur. Viicuttaki
eksikligi; cesitli agrilara, halsizlige, gece kramp agrilarina neden olmaktadir (Garg et al.
2001).

Vanillin, radikaller {izerinde siipiiriicii etki gosterir (Mahal et al. 2001).Vanillin, fenolik
bir bilesiktir. Vanilya vanillin maddesi igermektedir. Vanilya, diinyada popiiler olan bir
maddedir. Vanilya; yiyecek, icecek, parfiimeri ve ilag endiistrisinde genis bir uygulama
ve kullanim alani vardir. Dogal vanilya 6zleri lizerinde sayisiz ¢alisma yapilmistir.
Vanilya 6ziinlin ve vanilya igeren iirlinlerin kalitesini saglamak icin, teknolojiden ve
cesitli tekniklerden faydalanilmistir. Vanilya, cesitli 6zellikleri itibariyle Vanillin olarak
da adlandirilir (Sinha et al. 2008).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&prev=/search%3Fq%3Dnaringin%26hl%3Dtr%26rlz%3D1R2GUEA_tr%26biw%3D1003%26bih%3D390%26prmd%3Divns&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DFlavanone_glycoside%26action%3Dedit%26redlink%3D1&usg=ALkJrhizfOOtlz_J_2N3PAgXHx4puR0MdQ
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C vitamini, askorbik asit olarak da bilinen indirgeyici bir bilesiktir. Yapi itibariyle en
basit  vitaminlerden  biridir.  Bir  seker asitinin  laktonundan  ibarettir.
Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. Insan dahil baz1 omurgalilarin gidalarinda
muhakkak alinmasi gereklidir. Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit, genis olgiide
bozulur. Diger suda ¢6ziinen vitaminlere gore askorbik asit, hayvansal ve bitkisel
dokularda oldukca yiiksek konsantrasyonda mevcuttur. insan kan plazmasi, 100 ml’de
1mg kadar askorbik asit bulundurur. Narenciye ve domates, askorbik asitge oldukga
zengindir. C vitamini kapiler duvarlarinin gecirgenligini azaltir. Eksikliginde deride
kanamalar meydana gelir; devam ederse askorbik asit eksikliginde ise skorbiit hastaligi
meydana gelir. Bu hastalikta dis etlerinde siddetli kanamalar olur (Keha ve Kiifrevioglu
2007).

Askorbik asit bitkiler ve birgcok memeli tarafindan karacigerde glukozdan
sentezlenebilir. Ancak insanda bir sentez yolu mevcut degildir. Askorbik asit bazi
enzimlerin kofaktorii olarak kullanilir. Bunlardan en 6nemli iki tanesi, kollejenin
biyosentezinde yer alan prolin hidroksilaz ve lizin hidroksilazdir. Bu iki enzim de aktif
merkezlerinde demir icerir. Askorbik asit ayrica bakir igeren bir enzim olan dopamin-$-
hidroksilaz aktivitesi i¢in de gereklidir. (Padayatty et al. 2003, Arrigoni and De Tullio
2002). Askorbik asit Fe*ii Fe®ye indirgeyebilir. In vivo olarak, indirgeyici
ozelliginden dolay1, bazi organik radikallerin detoksifikasyonunda yer alir. Hidroksilaz
enzimlerinin aktif merkezlerindeki demir ve bakir iyonlarinin, hidroksilasyonu
gerceklestirebilmeleri i¢in, indirgenmis halde bulunmalar1 gerekir. Bu kofaktor olan

askorbik asit tarafindan saglanir.

Bir molekiiliin indirgeme giicii onun antioksidan potansiyelinin bir gostergesidir.
Oksidasyona ugrayan molekiiller, indirgeme potansiyelinin yiiksek olmasindan dolay1
askorbik asit tarafindan indirgenebilirler. Bu sebeple askorbik asit, bir antioksidan
molekiildiir (Halliwell and Gutteridge 1989).

Metal iyonlar1 mevcut olmadigi miiddetce askorbik asitin sulu ¢ozeltileri kararlidir.

Metal iyonlarinin varligi, oksijenle askorbik asitin oksidasyonunu katalizler. Askorbatin
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bakir katalizli oksidasyonu ise hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olusturur. Bu
sebeple metal iyonlar1 varliginda askorbik asit kaynakli bazi olumsuz etkilerinin olmast
muhtemeldir. Askorbik asit-Cu*? karigimlart birgok proteini inaktive edebilmektedir.
Ayrica askorbat, hidrojen peroksit varliginda Fe™ii Fe+2’ye indirgerken hidroksil
radikali olusumuna sebep olur (Halliwell and Gutteridge 1989).
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DPPH (1,1-Difenil, 2-pikril hidrazin) Ma: 394,33 g/Mol

Sekil 2.1 Deneylerde kullanilan bazi maddelerin molekiil yapilari

v
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Literatiirde bir maddenin degisik agilardan antioksidan aktivitesinin tayini igin
gelistirilmis bircok metot bulunmaktadir. Bunlardan bazilari: Hidrojen Peroksit
Giderme Aktivitesi, Metal Selatlama Aktivitesi, Stiper oksit Radikalleri Giderme
Aktivitesi, Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi (DPPH Radical Scavenging
Capacity Assay), Oksijen Radikal Absorbans Kapasite Metodu (ORAC: Oxygen
Radical Absorbance Capacity Assay), TRAP Metodu (Total Radical-trapping
Antioxidant Potential), Beta-Carotene veya Crocine-Bleaching Metodu, TEAC Metodu
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), FRAP Metodu (Ferric Reducing Ability of
Plasma), Lipid Otooksidasyon Ol¢iim Metodu gibi metotlardir. Bu metotlardan bazilar

hakkinda bilgi asagida verilmistir.

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi; genellikle Ruch ve arkadaslarinin belirledikleri
metoda gore yapilir (Rutch et al. 1989). Numuneye ilave edilen 40 mM’lik hidrojen
peroksit ¢oOzeltisinin 230nm’de azalan absorbansi belirlenir. Antioksidan miktari

arttikca, 230nm’deki absorbans diisiisii daha hizli ve daha fazla olmaktadir.

Metal selatlama aktivitesinde genellikle Dinis ve arkadaslarinin belirledikleri metoda
gore yapilir (Dinis et al. 1994). 2mM’lik ve 0,05 ml FeCl,.4H,0 ve 0,35 ml saf su
igeren ¢ozeltisinin 562nm’de ferrozin ile verdigi absorbansi belirlenerek, antioksidan

miktari tayini yapilir. Cayin demir baglamasi, selatlamaya ornek olarak verilebilir.

Siiperoksit radikalleri giderme aktivitesinin spektrofotometrik olarak 6l¢timii genellikle
Nishimiki metoduna (1972) gore yapilir. Numune 1 ml 60 puM’ Iik PMS (Fenazin
metasiilfat) ¢ozeltisi ile karigtirtlir. Daha sonra sirayla 1ml 150 uM’lik NBT (Nitroblue
tetrazolium) ¢ozeltileri ilave edilir. 560nm’de absorbansi okunur. Azalan absorbans,

artan stiperoksit radikalleri giderme aktivitesini gosterir.

Serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi, Blois metoduna (1958) gore yapilir.
Numuneye 1mM’lik stok DPPH cozeltileri ilave edilerek 517 nm’de absorbans okunur.
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Absorbanstaki azalma, antioksidan miktar1 ile dogru orantilidir. Yani antioksidan

aktivite arttik¢a, absorbanstaki diisme daha fazla olur.

ORAC metodunda AAPH (2,2-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) ile peroksi
radikali iiretilir ve peroksi radikali fluorescein isimli floresans isaretli proteini oksitler.
Antioksidan varliginda floresans maddenin oksidasyonu daha az olmaktadir. Bu metot,
hem hidrofil antioksidanlar hem de lipofilik antioksidanlar i¢in gecerlidir (Somogyi et
al. 2007).

TRAP metodunda, yine AAPH ile peroksi radikali tretilir ve olusan peroksi radikali
liiminoli oksitler ve liiminol radikali olusur. Olusan radikal 151k yayar, bu 15181n siddeti

liiminometre ile ol¢iliir.

TEAC metodunda, ABTS (2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) hidrojen
peroksit ve peroksidaz varhiginda veya hidroksi, peroksi, alkoksi ve inorganik
radikallerin varliginda ABTS radikal katyonu olusur. Bu radikal absorbans vermektedir.
Antioksidanlarin varliginda daha az ABTS radikalleri sondiiriilecegi i¢in daha diisiik bir
absorbans gozlenmektedir. ABTS radikal katyonunun 660nm, 734nm ve 820nm’de
absorbansinin takibi yapilarak antioksidan aktivite tayini yapilir. Absorbanstaki azalma

miktari, antioksidan miktariyla dogru orantilidir (Dejian et al. 2005).

Lipit peroksidasyonunu takip etmek, oksidasyon derecesini belirlemek agisindan
onemlidir. Peroksidasyonun degisik basamaklarda takip edildigi bir¢ok yontem mevcut
oldugu igin lipit peroksidasyonunu takip i¢in tek bir yontem peroksidasyon hakkinda
genis bir bilgi i¢in yeterli olmayacaktir. Ciinkii her bir yontem, peroksidasyonun ancak

belirli basamaklarini izlemeye yarar.

Maddelerin lipit peroksidasyonu inhibisyonu iizerine etkileri genellikle lipozom veya
emiilsiyon sistemlerde degerlendirilmektedir. Lipozom sistemi olusturmak i¢in lesitin,

emiilsiyon sistemi olusturmak icin ise genellikle linoleik asit kullanilir.
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Linoleik asit, lipozom meydana getiremez. Linoleik asit, 18 karbonludur, cis
konformasyona sahip iki ¢ift bag icermektedir. Cift baglar, 9-10 ve 12-13 karbonlar
arasinda bulunur. Bu ¢ift baglardan dolayi linoleik asit, peroksidasyona doymus yaglara
gore daha yatkindir. Giiniimiizde linoleik asit omega-6 yag asiti olarak da bilinmektedir.

Linoleik asit suda ¢éziinmez, emiilgatorle suda karali emiilsiyonu olusturulabilir.

OH

N\

Sekil 2.2. Linoleik asitin yapisi

Lipozom sistemi olusturmak i¢in lesitin kullanilir. Lesitin hem polar hem de apolar uca
sahip bir molekiildiir. Oksijen gibi bir oksidanin varhiginda oksidasyona ugrar ve
MDA’ya (Malondialdehit) kadar pargalanabilir. MDA ise TBA (Tiyobarbiitirik asit)
reaktifi ile tespit edilebilmektedir.

MDA + TBA— Uriin

Tepkimesi gerceklesir. Uriin 535nm’de max. absorbans verir.

!
|

— .
> ("7 e

o Q

Sekil 2.3. Lesitinin yapisi
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Lesitin, soya fasulyesinden elde edilir. Lesitin, insan viicudundaki yasayan her hiicrenin
ihtiyaci olan bir fosfolipit’tir. Besinlerin hiicre igine giris ve ¢ikislarini ayarlayan hiicre
zar1 yapisinin biiylik kismi, lesitin’den olusur. Lesitin, beynin temel yapi taslarindan

birisidir.

DPPH’ bir serbest radikaldir ve DPPH radikal siipiirme aktivitesinde ortama ilave edilen
radikal maddedir. DPPH’1n radikal formu 517 nm’de absorbans verir. Radikal olmayan
hali ise bu dalga boyunda absorbans vermez. Bu sebeple bir maddenin radikal siipiiriicii
olup olmadigi DPPH ile tespit edilebilir. 517 nm’de absorbans ne kadar diiserse
maddenin o derece kuvvetli radikal siipiiriicii oldugu, dolayist ile o derece kuvvetli

antioksidan oldugu diisiiniiliir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan, Linoleik asit, Askorbik asit, DPPH (1,1-Difenil,2-pikril
hidrazin), Tween-20, BHT (Butylated hydroxytoluene), PBS (Phosphate buffered
saline), Flavon, Naringin, Hesperidin, Rutin trihidrat, Vanillin Fluka’dan; etanol
(%99,8), FeCl,.3/4H,0, Kuersetin Riedel-Dehaen Aktiengesellschaft’dan; HCI (%35),
TCA (Triklor asetik asit), FeCls;.6H,O, Amonyum tiyosiyanat Merck’den; n-Propil

gallat, Gallik asit, Metanol, Lesitin ise Sigma’dan temin edilmistir.

3.2.Yararlanilan Alet ve Cihazlar

UV-VIS Spektorofotometre : Jasco V-530

Sonikator : Ultrasonic Cleaner Heater COCYSON CD- 4820
Etiiv : Elektro-Mag (0-300°C)

Vorteks : Fisons, Whirlimixer

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors

Hassas Terazi : Scaltec SBP 31 Function 1211025

Manyetik Karistirict : Stuart Scientific

Destile su tliretme cihazi : SANYO Gallenkamp PLC WCA900.RTA.9

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. 10 mM pH =7,4 fosfat tamponu hazirlanmasi: Bir tablet alinarak destile suda ¢oziildi

ve hacmi 200 mI’ye tamamlandi.

2. Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 0,497 ml linoleik asit 80 ml pH=7,4 fosfat
tamponuna ilave edildi. Emiilgator olarak 0,449 g Tween-20 ilave edilerek karisim

magnetik karistiricida 30 dakika karistirildi.
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3. %3,5’lik HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi : %35°lik HCI asitten 5,00 ml alinarak hacmi
50 ml’ye destile suyla tamamlandi.

4. 20 mM FeCl; ¢ozeltisi hazirlanmasi: 0,1521 g FeCl,.3/4H,0, 60 ml %3,5’1luk HCl ile

¢Ozildi.

5. 7,7x10* M FeCl, ¢Ozeltisi hazirlanmasi: 0,0975 g FeCl,.3/4H,0, 1000 ml suda

¢Ozildii.

6. %30’luk NH4SCN Cozeltisinin hazirlanmasi: 15 g NH,SCN 35 g destile suda

¢Ozildii.

7. TBA reaksiyonu i¢in ¢dzelti hazirlanmasi: 0,375 g TBA+15 g TCA+2,2 ml %35’lik
HCI alinarak toplam hacim 100 mI’ye destile suyla tamamlandu.

8. 0,5 mM DPPH radikal ¢06zeltisinin hazirlanmasi: 0,0194 g 1,1-Difenil,2-pikril

hidrazin maddesinden alinir, 200 ml metanolle ¢6ziliir.

9. Test edilen maddelerin stok ¢ozeltilerinin konsantrasyonlart: Kuersetin (10mg/5mi
etanol), BHT (5mg/5ml metanol), n-Propil gallat (10 mg/5 ml etanol), Flavon (5mg/5ml
etanol), Naringin (5mg/5ml metanol), Hesperidin (4mg/10ml metanol sicak su
banyosunda 1d.k tutuldu.), Rutin trihidrat (5mg/5ml metanol), Gallik asit (5mg/5ml
etanol), Vanillin (10mg/5ml etanol) ve C vitamini (Askorbik asit: 10mg/5ml destile su)

3.4. Maddelerin Lipit Peroksidasyon Uzerine inhibisyon Etkileri

3.4.1. Lesitin Lipozom Sisteminin Hazirlanmasi ve Peroksidasyon Inhibisyonunun

Takibi

Lipozom sistemi hazirlanirken oncelikle 0,3 g lesitin 1,5 ml kloroform ile bir 1000
ml’lik cam balon igerisinde ¢6ziildii. Daha sonra ¢eker ocak igerisinde balondaki
karisimdan N gazi yardimiyla kloroform uzaklastirildi. Bu islem sirasinda balon siirekli

olarak dairesel sekilde g¢alkalanmis ve lesitinin balonun i¢ yiizeyine tabakalar seklinde
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yayilmasi saglanmistir. Kloroform tamamen uzaklastiktan sonra balona 120 ml 0,067 M
pH 7,4 fosfat tamponu eklendi. Daha sonra balon sonikatérde 15 dakika sonikate edildi.

Boylelikle lesitin lipozom sistemi elde edilmis oldu.

Deney tiiplerinin igerigi, numune tiiplerine 20 ul numune stok ¢ozeltisi ilave edildigi

diistintilerek Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Lipozom Sisteminde Deney Tiiplerindeki Cozeltilerin Miktarlari

Kontrol Numune Kor
Lipozom 1,5ml 1,5 mil -
Tampon 400 pl 380 ul 1880 ul
Numune stok ¢ozelti - 20 pul 20 ul
Fe®" ¢ozeltisi (7,7x10™ M) 100 pl 100 pl 100 pl
Toplam Hacim 2ml 2ml 2ml

Deney hazirlandiktan sonra tiipler 40°C’de inkiibasyona birakildi. Degisik zaman
araliklarinda bu tliplerden ornekler alinarak TBA reaktifi ile peroksidasyonun takibi
yapildi. Bu islem su sekilde yapilmistir: Numunelerden 0,4’er ml alinarak ependorf
tiiplere ilave edilmis ve miiteakiben her bir tiipe 0,8 ml TBA ¢ozeltisi ilave edilerek
ependorf tiipler agizlar1 kapali olarak 15 dakika kaynayan suda bekletilmistir. Daha
sonra tiipler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantin absorbansi 535

nm’de kore kars1 okunmustur.

3.4.2. Linoleik Asit Emiilsiyonunun Hazirlanmas1 ve  Peroksidasyon

Inhibisyonunun Takibi

Maddelerin linoleik asit emiilsiyonu iizerine inhibisyon etkileri tiyosiyanat metoduna

gore belirlendi. Once maddelerin stok ¢dzeltileri hazirland.
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Istenilen miktarlara karsilik gelen hacimde stok ¢ozelti deney tiiplerine otomatik
pipetlerle kondu ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir
deney tiipiine 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak 2,5 ml tampon
¢ozelti ve 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu karisimi kullanildi. Test edilen maddelerin
6l¢iim sirasinda meydana getirecekleri girisimi dnlemek i¢in, emiilsiyon yerine tampon
iceren test karigimi kullanilmis, bunlardan kaynaklanan absorbans degeri, ilgili

numunenin olgiilen absorbans degerinden ¢ikarilarak gergek deger bulunmustur.

Inkiibasyon 40°C’de gergeklestirildi. Belirli araliklarla tiiplerden 100’er ul almarak 4,7
ml metanol bulunan deney tiiplerine konarak 100 pul Fe?* ¢ozeltisi, 100 ul SCN™ ¢ozeltisi
ilave edildi. Kér, 4,8 ml etanol bulunan deney tiipiine 100 ul Fe?* ¢ozeltisi, 100 pl
SCN' ¢ozeltisi ilavesiyle elde edildi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslar1 kore karsi

okundu.

Deney tiiplerinin igerigi, numune tiiplerine 100 pl numune stok ¢ozeltisi ilave edildigi

diisiiniilerek Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Emiilsiyon Sisteminde Deney Tiiplerindeki Cozeltilerin Miktarlar

Kontrol Numune Kor
Emiilsiyon 2,5 ml 2,5ml -
Tampon 2,5 ml 2400 pl 4900 pl
Numune stok ¢ozelti - 100 pl 100ul
Toplam Hacim 5ml 5ml 5ml

3.5.Maddelerin DPPH Radikal Siipiiriicii Etkilerinin Belirlenmesi

Maddelerin DPPH radikal siipiiriicii etkileri Blois (1958) metoduna gore belirlenmistir.
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Numuneler tiiplere konulduktan sonra 0,5 ml 0,5 mM DPPH stok ¢6zeltisinden deney
tiiplerine konuldu ve hacim 2,0 ml’ye ilgili ¢oziicii ile tamamlandi. Kontrol olarak 0,5

ml DPPH ¢6zelti ve 1,5 ml etanol karisimi kullanildi.

Tiipler 30 dakika karanlik ortamda bekletildi. Ol¢iim yapilmadan &nce deney tiipleri
vortex cihazi ile homojenize edildi. Kor numune, 2 ml etanol kullanildi. Numunelerin

517 nm’deki absorbanslar1 kore karsi: okundu.

Ayni1 zamanda; maddelerin DPPH radikal siiptiriicii etkilerinin belirlenmesinin ardindan
n-propyl gallate, Kuersetin, BHT, Hesperidin, Rutin trihidrat ve Gallik asitin, 1Cs
degerlerine bakildi. 1Csyp degeri DPPH absorbansini %50 diisiiren madde
konsantrasyonudur. Bu amagla degisik konsantrasyonlarda numune ¢dzeltileri
hazirlanarak bunlara DPPH ilavesinden sonra 517 nm’de numunelerin absorbansi

okunmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Test edilen 10 bilesigin, lesitin lipozom sisteminde, 20 ve 40 pg/ml konsantrasyonda
lipit peroksidasyon iizerine inhibisyon etkileri Sekil 4.1 ve 4.2 goériilmektedir. Lipozom
sisteminde Fe®*’nin peroksidasyonu hizlandirici etkisi Sekil 4.3’de verilmistir. Bu
bilesiklerin linoleik asit emiilsiyon sistemi {izerine etkileri ise Sekil 4.4 ve 4.5’den
goriilebilir. Test edilen bilesiklerin DPPH radikal siipiiriicii etkileri ve bunlardan alt1
tanesinin 1Cso degerleri sirasiyla Sekil 4.6-4.12°de verilmistir (ICso degeri: DPPH
absorbansint % 50 diisiiren madde konsantrasyonudur). Bu altt madde: n-propil gallat,
Kuersetin, BHT, Hesperidin, Rutin trihidrat ve Gallik asittir. Bu maddelerin 1Cs
degerleri: BHT igin 13,46 pg/ml, kuersetin i¢in 1,14 pg/ml, n-propil gallat i¢in 1,10
ug/ml, hesperidin i¢in 122,04 pg/ml, rutin trihidrat igin 2,39 pg/ml, gallik asit i¢in 0,80

pg/ml olarak bulunmustur.



0,7

0,6

0,5

04 -

0,3 -

Absorbans (535 nm)

0,1 -+

0 A —

N -— T T T T

( 20 40 60 80 100 120 140 1

Zaman (Saat)

== Kuersetin
== BHT

=== n-Propil Gallat
==>¢= Flavon

==i¢= Naringin
=@= Hesperidin
e=f== Rutin trihidrat
=== Gallik asit
e===Vanillin
=& C Vitamini
=== Lipozom + Fe(ll)

Sekil 4.1. Maddelerin (20 pg/ml) lipozom sistemde lipit peroksidasyonu iizerine inhibisyon etkileri

51



0,8

0,7

06 /\ A
| o "

Absorbans (535 nm)

Zaman (Saat)

=@= Kuersetin
== BHT

=== n-Propil Gallat
== Flavon

== Naringin
=@= Hesperidin
==t== Rutin trihidrat
=== Gallik asit
====Vanillin
== C Vitamini
=== Lipozom + Fe(ll)

Sekil 4.2. Maddelerin (40 ug/ml) lipozom sistemde lipit peroksidasyonu tizerine inhibisyon etkileri

9¢



Absorbans (535 nm)

o o
E (O}

o
w

" i/ . //

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (Saat)

== Lipozom  ==fe==LIpozOm + te(ll)

Sekil 4.3. Lesitin lipozom sisteminde Fe

Z'nin etkisi

LE



1,8

1,6 A

1,4 — S A——
- 12 —— ————
£
o
//
s 1
g 7
§ 08 /,/": 7 — -
/|
'<° 0.6 / ,
N

N i

0 re> —l— : ——- . -
( 10 20 30 40 50 60 70

80

Zaman (Saat)

e Kuersetin

el BHT

=== n-Propil Gallat

ey [|avone

el Naringin

==@== Hesperidin

e=mjms Rutin trihidrat

e Gallik asit

e \fanillin

e C \/itamini

et Kontrol

Sekil 4.4. Maddelerin (40 ng/ml) emiilsiyon sistemde lipit peroksidasyonu iizerine inhibisyon etkileri

8¢



2,5
2

B
[ =
8 hVa
3 15 >
@ (0 \
g ——
o]
8 1 - / .
K]
<

l\\l"
\‘\\

{
il
|
|
i
3
1

70

Zaman (Saat)

e Kuercetin

el BHT

e n-Propil Gallat

i F|avon

i Naringin

==@==Hesperidin

esfes Rutin trihidrat

e Gal lik asit

=== Vanillin

=== C Vitamini

=== Kontrol

Sekil 4.5. Maddelerin (100 pg/ml) emiilsiyon sistemde lipit peroksidasyonu iizerine inhibisyon etkileri

6€



100

0]
o

o))
o

IS
o
1

% DPPH Stipiiriicii Etki

N
o
1

o
1

B 10pug/ml W50 pug/ml

2100 pg/ml

Sekil 4.6. Maddelerin DPPH radikali siipiiriicii etkileri

014



41

Kuersetin

100

90 P

80

70 T

60 e

50 e .
/ y=-7,6843x2+52,607x

40 s R?=0,9975 '

30
P /
10 -

O T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

% DPPH Siipuriicti Etki

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.7. Kuersetinin konsantrasyona karst % DPPH siipiiriicii etki grafigi (1C50
degeri:1,14 pg/ml)
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Sekil 4.8. BHT'nin konsantrasyona karst % DPPH siipiiriicii etki grafigi (IC50 degeri:
13,46 pg/ml)
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Sekil 4.9. Hesperidin'in konsantrasyona kars1t % DPPH siipiiriicii etki grafigi
(IC50 degeri: 122,04 pug/ml)
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Sekil 4.10. Rutin trihidrat'm konsantrasyona kars1t % DPPH siipiiriicii etki grafigi
(IC50 degeri: 2,39 pg/ml)
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Sekil 4.11. n-Propil gallat’in konsantrasyona karsi % DPPH siipiiriicii etki grafigi
(IC50 degeri: 1,10 pg/ml)
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Sekil 4.12. Gallik asitin konsantrasyona karst % DPPH siipiiriicti etki grafigi
(IC50 degeri: 0,80 pug/ml)



44

5. TARTISMA ve SONUC

Calismada 10 adet bilesigin, linoleik asit emiilsiyonu sistemindeki ve lesitin lipozom
sistemindeki lipit peroksidasyonu inhibisyon etkileri incelendi. Daha sonra ise her bir
maddenin DPPH (1,1-Difenil, 2-pikril hidrazin) radikal stipiiriicii etkisi belirlendi.
Calismada kullanilan maddeler: Kuersetin, BHT, n-Propil gallat, Flavon, Naringin,
Hesperidin, Rutin trihidrat, Gallik asit, Vanillin ve C vitaminidir.

Lipozom ve emiilsiyon sistemlerinde; kuersetin, n-propil gallat ve BHT’ nin
digerlerinden daha etkili antioksidan olduklar1 goriilmektedir (Sekil 4.1 ve 4.2).
Calisilan 10 adet maddenin degisik seviyelerde DPPH (1,1-Difenil, 2-pikril hidrazin)

radikal stipiiriicli etkisinin oldugu Sekil 4.6’ dan goriilebilir.

Lipozom sisteminde 20pg/ml konsantrasyonda yapilan deneyde BHT, kuersetin ve n-
propil gallat maddeleri daha iyi antioksidan 6zellik sergilemistir. Bununla birlikte diger
maddelerin pek de etkili olamadiklari; istelik flavon, naringin ve C vitamininin

oksidasyonu bir miktar hizlandirdiklar1 gériilmiistiir.

Lipozom sisteminde 40 pg/ml konsantrasyonda ise yine BHT, n-propil gallat ve
kuersetin maddeleri daha iyi antioksidan 6zellik gdstermistir. Lipozom sisteminde 40
ug/ml konsantrasyonda naringin, rutin trihidrat, gallik asit, hesperidin ve vanillin,
lipozom sisteminde etkilidir. Yine ayni1 sekilde flavon, naringin ve C vitamininin 40
ug/ml konsantrasyonda etkisiz olduklar1 goriilmustir. Ancak bu sefer flavon ve
naringinin aksine C vitamininin, lipozom sisteminde, lipit peroksidasyonu hizlandirici
etkisi yine devam etmistir. Kisacas1 C vitamini, lipozom sisteminde prooksidan olarak

davranmistir. Emiilsiyon sisteminde ise bdyle bir davranis goriilmemektedir.

Materyal ve Yontem boliimiinde bahsedildigi iizere, lipozom sistemi ile emiilsiyon
sistemi arasindaki temel farklardan biri, lipozomdaki lesitinin peroksidasyonunu
hizlandirmak icin ortama Fe?* iyonu ilave edilmektedir. Fe?* iyonu, Sekil 4.3’de

goriildiigii gibi lesitinin peroksidasyonunu hizlandirmaktadir. Bu sirada Fe?*’nin Fe**’e
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yiikseltgenmesi meydana gelmektedir. Askorbik asit iyi bir indirgeyici madde oldugu
3+,

igin Fe**’ii, Fe’"ye indirgeyebilir. Daha onceden bahsedildigi iizere Fe?*, Fenton

reaksiyonu ile reaktif bir radikal olan OH' radikali olusumuna neden olmaktadir.

Fe'? + H,0, — Fe™ + OH + OH" k=76 Lmol™s™ (Fenton Reaksiyonu)

OH' radikali, zincir reaksiyon baslatarak peroksidasyonu hizlandirabilmektedir.

Emiilsiyon sisteminde 40 pg/ml konsantrasyonda; BHT ve n-propil gallat’in diger
maddelere gore ¢ok daha iyi antioksidan oldugu goriilmektedir. Diger maddeler de
degisik seviyelerde antioksidan ozellige sahip olmakla beraber, C vitamini de bu

sistemde antioksidan olarak davranmuistir.

Emiilsiyon sisteminde 100 ug/ml konsantrasyonda ise lipozom sisteminde oldugu gibi
BHT, n-propil gallat, kuersetin maddeleri diger maddelere gore daha iyi antioksidan
ozellik sergilemistir. BHT, hem 40ug/ml konsantrasyonunda hem de 100 pg/ml
konsantrasyonda antioksidan oksidasyon siiresince inhibisyon sergilemistir. Emiilsiyon
sisteminde 100 pg/ml konsantrasyonda; gallik asit, naringin, flavon maddelerinin,

antioksidan aktivite yoniinden etkisinin nispeten daha az oldugu gozlenmistir.

Caligilan 10 adet madde 10, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda DPPH radikalini
degisik seviyelerde siiplirdiigli ve bu aktivitenin artan konsantrasyon ile arttigi
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu 10 maddeden altisinin nispeten daha yiiksek bir DPPH
radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Radikal siipiiriicii etkinin nispeten
yiiksek oldugu bu maddeler: BHT, kuersetin, n-propil gallat, rutin trihidrat, gallik asit
ve C vitaminidir. Daha sonra askorbik asit disindaki kalan 5 madde ve hesperidinin
IC50 degerleri (DPPH absorbansini % 50 diisiiren madde konsantrasyonu) tespit
edilmistir. 1C50gn1:13,46 ng/ml, 1C50kyersetin:1,14 pg/ml, (1C50n-propit gatlar: 1,10 pg/ml,
IC50nhesperiain:122,04 pg/ml, 1C50ytin trinidrat: 2,39 pg/ml, 1C50gaik asit: 0,80 pg/ml olarak

bulunmustur.
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Sekil 2.1°den de goriilebilecegi gibi yiiksek radikal siipiiriicii etkiye sahip molekiillerin
hepsi fenolik bilesiktir. Fenolik bilesikler fenoksi radikalinin rezonans kararliligindan
dolay1, rahatlikla H ile birlikte bir elektronunu karsisindaki bir radikale verip radikalin
elektronunu eslestirerek onun reaktivitesini diisiirmektedir. Bu olaya radikal siipiiriicii
etki denmektedir. Boylece bir fenolik madde olmayan flavonun ise neden iyi bir radikal
stipliricii olmadigin1 anlamak, kolaylagmaktadir. Ancak naringin, fenolik bir maddedir
ve radikal siipiiriicli etkileri ¢alisilan konsantrasyonda digerlerine gére daha diisiiktiir.
Nispeten biiyiik molekiil kiitlelerinden dolayi, ortamdaki hacim basma diisen fenolik
OH sayisi1 da nispeten daha diigiik olacaktir. Rutin trihidrat da yiiksek mol kiitleye sahip
olmasina ragmen ayni kiitledeki naringin ve hesperidine gore oldukca yiliksek bir DPPH
radikali siipiiriicii etkiye sahiptir. Ancak rutin trihidratin yapisina bakilacak olursa (Sekil
2.1), molekiil 4 fenolik OH grubuna sahiptir. Benzer sekilde etkili bir antioksidan olarak
ortaya ¢ikan kuersetin de 4 adet fenolik OH igermektedir. Yine n-propil gallat ve gallik
asitin 3 adet fenolik OH igermesi nispeten yiiksek DPPH radikal siipiiriicti aktivitelerini
aciklamaktadir. Vanillin ise bir adet fenolik OH grubuna sahiptir ve aktivitesi nispeten
diisiik bir molekiildiir. Burada bu beklentilerin aksi yonde davranan BHT dir. BHT bir

adet fenolik OH grubuna sahip olmasina ragmen oldukga ekili bir radikal siipiiriictidiir.

Gallik asit ve n-propil gallat ayn1 sayida fenolik OH igermelerine ve benzer molekiiler
yapiya sahip olmalara ragmen, emiilsiyon ve lipozom sistemlerinde n-propil gallatin
daha iyi bir sekilde lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi goriilmektedir (Sekil 4.1 ve 4.2
ile Sekil 4.4 ve 4.5). Burada aktiviteyi belirleyici faktor molekiillerin polaritesi yani lipit
ortamindaki ¢oziiniirliikleri olarak diisiiniilebilir. Ciinkii peroksidasyon lipit ortaminda
meydana gelmektedir ve antioksidanin lipitteki ¢oziiniirliigli artikga yani polaritesi
diistiikge, antioksidan aktivitesinin de artmasi beklenebilir. n-propil gallat, propil
grubundan dolay1 gallik asite gore daha az polar bir molekiildiir ve bu sebeple yagdaki
¢cOziinlirliigliniin daha fazla olmasi ve dolayisiyla daha etkin antioksidan olmasi

beklenen bir durumdur.

Sonug olarak; 1. Fenoksi radikalinin rezonans kararliligindan dolay: fenolik maddeler

antioksidan ozellik sergiler, 2. Antioksidan aktivite i¢in fenolik OH sayis1 dnemlidir;
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ancak tek basma yeterli degildir, 3. Test sistemine ve molekiiliin polaritesine gore
antioksidan aktivite degisebilir, 4. Bir sistemde antioksidan olarak davranan bir

molekiil, baska sistemde prooksidan olarak davranabilir (Ornegin askorbik asit).
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