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OZET

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, fonksiyonel gida, antioksidan kapasite

Modern diinyanin getirdigi sorumluluklar insanlarda stres faktorlerinin artmasina
neden olmus ve bu stresin birgok hastaliga sebep oldugunun fark edilmesiyle stres ile
basa ¢ikmak icin yoga ve meditasyon yapmak, stres azaltici ilag kullanimi, bitki ¢ay1
icmek, gida takviyesi alimi gibi pek ¢ok metot 6nerilmis ve uygulanmastir.

Bu calismada gida katki maddesi ya da foksiyonel gida olarak kullanilabilecek,
¢imlendirilmis bugday tohumu-zencefil (CBT-ZEN), ¢imlendirilmis bugday tohumu-
biberiye (CBT-BIB), cimlendirilmis bugday tohumu-asafoetida (CBT-ASA) ve
zencefil-biberiye (ZEN-BIB) yiiklii BSA mikropartikiilleri ile zencefil-biberiye (ZEN-
BIB), resveratrol-zencefil (RES-ZEN), resveratrol-biberiye (RES-BIB), resveratrol-
asafoetida (RES-ASA) ve asafoetida-zencefil (ASA-ZEN) yiiklii BSA mikrokiireleri
gelistirilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi icin DPPH radikal
stiplirme aktiviteleri, stiperoksit anyon giderme aktiviteleri, hidroksil radikali giderme
aktiviteleri ve toplam fenolik bilesen igerikleri tayin edilmistir. DPPH serbest radikali
giderme kapasitesi analizinde serbest radikal giderme etkinlikleri sirastyla RES-ASA
> RES-BIB > ASA-ZEN > RES-ZEN seklinde bulunmustur. Hidroksil radikali
giderme analizinde RES-ASA mikrokiireleri en yiiksek serbest radikal siipiirme
kapasitesine sahip bilesen olarak tespit edilmistir. Siiperoksit anyon giderme giderme
kapasitesi analizinde siiperoksit anyon giderme giicii en yiiksek bilesenlerin RES-ASA
mikrokiireleri and CBT-ASA mikropartikiilleri oldugu bulunmustur. Toplam fenolik
bilesen icerigi en yiiksek bilesikler RES-BIB ve RES-ASA mikrokiireleri olarak
bulunmustur. Yapilan tiim analizler degerlendirildiginde gii¢lii antioksidan 6zelligi ve
zengin fenolik bilesen igerikleri nedeniyle RES-ASA mikrokiirelerinin 1yi bir gida
takviyesi veya fonksiyonel gida olabilecegi diisiiniilmektedir.

viii



SYNTHESIS OF SUITABLE MICROPARTICULE FOOD
COMPONENTS FOR FUNCTIONAL FOODS AND
INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES

SUMMARY

Keywords: Resveratrol, functional food, antioxidant capacity

The responsibilities brought by the modern world have led to an increase in stress
factors in people, and with the realization that this stress causes many diseases, many
methods such as yoga and meditation, use of stress-reducing drugs, drinking herbal
tea, taking food supplements have been suggested and applied to cope with stress.

In this study, both germinated wheat germ-ginger (GSW-GIN), germinated wheat
germ-rosemary (GSW-ROS), germinated wheat germ-asafoetida (GSW-ASA) and
ginger-rosemary (GIN-ROS) loaded BSA microparticles and resveratrol-ginger (RES-
GIN), resveratrol-rosemary (RES-ROS), resveratrol-asafoetida (RES-ASA) and
asafoetida-ginger (ASA-GIN) loaded BSA microspheres, which can be used as food
additives or functional food, have been developed.

In order to determine the antioxidant capacities of the synthesized compounds, DPPH
radical scavenging activities, superoxide anion scavenging activities, hydroxyl radical
scavenging activities and total phenolic component contents were detected. In DPPH
free radical scavenging capacity analysis, free radical scavenging effectivenesses were
found as RES-ASA> RES-ROS> ASA-GIN > RES-GIN, respectively. In the hydroxyl
radical scavenging analysis, RES-ASA microspheres were determined as the
component with the highest free radical scavenging capacity. In the analysis of
superoxide anion scavenging capacity, it was found that the components with the
highest superoxide anion scavenging power were RES-ASA microspheres and CBT-
ASA microparticles. The compounds with the highest total phenolic component
content were found to be RES-ROS and RES-ASA microspheres. When all performed
analyzes are evaluated, it is thought that RES-ASA microspheres may be a good food
supplement or functional food due to their strong antioxidant properties and rich
phenolic component contents.



BOLUM 1. GIRIS

Modern diinyadaki yasam sartlar1 gidaya ve suya erisimi kolaylastirma, ulagim aginin
genislemesi, maddi gelir saglama yollarinin gesitlenmesi gibi ¢cok sayida avantajlar
saglamasinin yaninda ge¢im sikintisi, trafik problemleri, insanlarin yalnizlagmasi gibi
bir¢ok stres sebebini de beraberinde getirmistir. Modern tibbin gelismesi, hastalik
analiz yontemlerinin iyilestirilmesi ile bu stresin insanlarda fiziksel ve/veya ruhsal

sikintilara sebep oldugu tespit edilmistir [1].

Insanlar modern diinyanin getirdigi stres faktorleri ile basa cikabilmek i¢in yoga,
meditasyon, gida takviyesi alimi1 gibi ¢esitli tedavi ve terapi yontemlerine bagvurmaya
baslamigtir. Insanlarin alternatif tibba olan talebinin artmasiyla temel besin dgelerinde
yer almayan bitkisel ilag, gida takviyesi, bitkisel karigimlar gibi iriinler iiretilmeye
baslanmis ve ayn1 zamanda temel besin ogeleri icerik bakimindan daha zengin ve

fonksiyonel hale getirilmesi igin ¢caligmalar yapilmistir [2].

Uzun yillar boyunca nutrasétik ve tedavi edici 6zellikte biyoaktif bilesenler iizerine
caligmalar yapilmistir. Son ylizyillda insanlarda tip-2 diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser gibi kronik rahatsizliklarin sayisindaki ani artig arastirmacilari
biyoaktif bilesen iceren maddeleri ve gidalar1 kesfetmeye yonlendirmistir. Diinya
tizerinde bir¢cok noktada geleneksel tibbi uygulamalarda gida takviyesi, fonksiyonel
gida veya nutrasotik gidalar giinliik beslenmeye ilave edilmistir [3—6] T1bbi gerekgeler
ile kullanilan bitkilerin saglhiga faydasi icerigindeki esansiyel yaglar ve fenolik

bilesenlerden kaynaklanmaktadir.

Insanlik tarihi baglangicindan modern diinyaya kadar yiyecekler cogunlukla insanlarin
temel beslenme ihtiyaglarini karsilamaktan Oteye gegmemistir ve eski caglarda

uygulanan bitkisel tedavi yontemleri tamamen deneme yanilma yoluyla kesfedilmistir.



Ancak teknolojinin gelismesi ve yeni gida analiz yontemlerinin bulunmasi ile
insanoglu beslenmesinde biiyiik bir degisim yasanmis, yiyeceklerin icerigi, saglik
tizerine etkileri, yiyecegin fonksiyonel hale getirilmesi gibi pek ¢ok yeni ¢alismalar
yapilmustir [7]. Modern tibbin gelismesi ile diyabet, kanser ve kalp hastaliklarinin esas
nedenleri anlasilmaya baglanmis ve bu hastaliklara yonelik ilaglarin yani sira

bitkilerden elde edilen gida takviyeleri de gelistirilmeye baglanmistir [7, 8].

Gida katki maddesi ya da fonksiyonel gida olarak kullanilan mikrokiireler (MK)
boyutlari 1 ila 1000 um ¢apa sahip kiiresel formda kati parcaciklardir. MK’lerin elde
edilmesinde albiimin ve jelatin gibi dogal polimerler tercih edilmektedir [9] Alerjen
olmamasi, diisiik maliyetli ve biyolojik olarak kolay parcalanabilir protein yapida
olmasi sebebiyle jelatin, genelde sigir kaynakli kullanilmaktadir [10]. Kontrollii ilag
salimi1 saglamasi [11], toksik ve/veya antijenik olmamasi [10, 12] gibi nedenler ile

albiimin MK ’ler tercih edilir.

Fenolik bilesenler biyoaktif gida bilesenleri igerisinde yer alir ve kronik hastaliklarin
gelisim ihtimalini azaltma, antiinflamatuar, antifungal gibi bir¢cok faydali 6zelligi
bulunur. DNA oksidasyonunu ve oksidasyon yan iiriinlerine karst DNA’y1 koruyarak

yapisinin bozulmasini 6nler [3, 5].

Gidalarda antioksidan olarak kullanilan fenolik bilesenler eski zamanlarda dogal
kaynaklara gore daha uygun maliyeti sebebiyle sentetik yollardan elde edilmekteydi.
Fakat zamanla sentetik antioksidanlar {izerine yapilan bilimsel ¢alismalar bu
antioksidanlarin insan sagligina zarar verdigini ortaya koymustur ve sentetik
antioksidanlarin gidalarda kullanimina kisitlamalar getirilmistir [6]. Gida endiistrisi
insanlarin saglikli gidaya artan talebi nedeniyle sentetik antioksidandan daha uygun

maliyetli ve daha yiiksek verimli dogal antioksidanlar bulmaya yonelmistir [5].

Viicudumuzda bazi dogal biyokimyasal olaylar ile serbest radikaller olusur, olusan
radikallerin viicuttan uzaklastirilamamas1 halinde serbest radikaller yararli biyo-
molekiillere zarar vermeye baslar. Serbest radikaller viicutta birikmeye devam ettikce

biyokimyasal siire¢lere ciddi zarar verir ve hastaliklara sebep olur. Antioksidan



ozellige sahip bilesenler ise serbest radikallerin oksidatif aktivitesini engelleyerek

organizmay1 detoksifiye etmektedir [11].

Bu tez ¢alismasinda, biberiye, asafoetida, zencefil, ¢cimlenmis bugday, resveratrol gibi
farkli bilesikler iceren BSA MK ’lerinin gelistirilmesi, karakterize edilmesi ve in vitro

antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.



BOLUM 2. FONKSIYONEL GIDALAR VE BAZI BILESENLERI

2.1. Gida Takviyesi

Bitkilerin insan sagligi i¢in kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Gelisen teknoloji
sayesinde bitkilerden ¢esitli 6ziitler elde edilmis ve bunlar ilag olarak kullanilmustir.
Sanayi devrimi ile iyilesen yasam kosullar1 sayesinde insan Omriinde ani bir artis
gbzlemlenmis ve dogal yollardan elde edilen 6ziitler yetersiz olmaya baglamistir. Bu
sebeplerle ilag endiistrisi gelismis ve bitkisel 6ziitler kimyasal yontemlerle daha hizli
ve ucuz elde edilmistir. Insanlarin gelistirilen ilaglara karsi &n yargis1 yan etkileri
konusunda endiseleri gibi sebeplerle “alternatif tip” veya “tamamlayici tip” ad1 altinda

dogal yollardan bitkilerden 6ziit elde edilmesi tekrar popiilerlik kazanmistir [13].

Insanlarin giinliik beslenmesinde yer alan veya yer almasi muhtemel gidalarin
ieriklerinin zenginlestirilmesi ile fonksiyonel gidalar elde edilir. insanlarm giinliik
beslenmesinde yeterli ve dengeli beslenememesi nedeniyle sagliklar1 i¢in elzem olan
cesitli bilesenler eksik kalir. Bu eksikligi gidermek i¢in ¢esitli formlarda {iretilen
tirtinlere gida takviyesi denir [14]. Tirk Gida Kodeksi Takviye Edici Gidalar
Tebligi’ne gore gida takviyeleri bireylerin giinliilk beslenmesine ilave olarak aldig:
mineral, vitamin, karbonhidrat, lif, protein, amino asit ve yag asidi gibi bilesenleri
yada besin Ogelerini iceren veya saglik iizerine faydali 6zellikleri bilinen bitkisel veya
hayvansal esasli biyoaktif bilesenleri iceren konsantre veya ekstraktlari toz, sivi veya
kapsiil gibi ¢esitli sekillerde bulunan giinliik limit dozu bilinen iiriinler olarak

bahsedilmistir [15].

Gida takviyesi kavrami ilk kez 1989 yilinda Tipta Inovasyon Vakfinin (FIM) kurucusu
ve bagkani Dr. Stephen DeFelice tarafindan ortaya atilmistir. Dr. Stephen DeFelice

"beslenme" ve "farmasotik" kelimelerinden tiirettigi “nutrasotik” kelimesini bir



hastaligin 6nlenmesi ve/veya tedavisi de dahil olmak {izere tibbi veya saglik yararlari

saglayan bir gida (veya bir gidanin pargasi) olarak tanimlamistir [16].

Nutrasotik kavrami temel beslenmede yer alan fonksiyonel o6zellige sahip
zenginlestirilmis gidalar1 ve gida takviyelerini igerisine alan oldukca genis kapsamli
bir tanim olmasi sebebiyle farkli gida tiirlerini daha iyi tanimlayabilmek i¢in zamanla

yerini gida takviyesi ve fonksiyonel gida kavramlarina birakmistir [17].

Gida takviyelerinin saglik tizerine etkilerinin (yaslanma karsiti, antioksidan etki vb.)
bilimsel arastirmalar ile kanitlanmasi, insanlarin gida takviyesi lizerine bilgi ve biling
seviyelerinin artmasi sebepleriyle gida takviyesi olarak cesitli bilesenlerin kullanimi1
giin gectikge yayginlagsmakta ve diyete yardimci olmaktadir [18]. Gida takviyesi
bilesenleri hi¢gbir zaman giinliik beslenmenin yerini alamaz, giinliik beslenmenin yerini
almast i¢in ikame edilemez. Kisa vadede hastaliklar1 iyilestirici veya oOnleyici
olmadiklar1 i¢in uzun vadeli kullanilmalidirlar. Bitkisel ekstraktlar, bitkisel steroller
vb. 5 yasindan kii¢iik ¢ocuklar i¢in ve hamilelik boyunca kullanimi uygun degildir.
Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) ve Avrupa Ateroskleroz Dernegi (EAS) rehberine

gore gida takviyeleri lipit diisiiriiciilerin yerini almamalidir [19].

2.1.1. Gida takviyelerinin simiflandirilmasi

Bitkilerden elde edilen takviye edici gida {iirlinleri Saglik Bakanlig1 iznine tabi olan
geleneksel bitkisel tibbi iiriin, bitkisel ilaglar ve tarim bakanlig1 iznine bagh olan gida

takviyeleri, takviye edici gida haricindeki bitkisel karisimlar olarak siiflandirilabilir
[20].

2.1.1.1. Geleneksel bitkisel tibbi iiriin

Geleneksel bitkisel tibbi triinler farmasotik ozellikleri vurgulanarak piyasaya
sunulmak istenilirse Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Ila¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin
alinmas1 gerekmektedir. Saglik personeli tarafindan tanimlanmig veya tanimlanmamis

hastaliklar i¢in saglik personelinin hastaliga dair takibi olmadan hastanin kendi istegi



tizerine hazirlanmis {irtinlerdir ve bu {irtinler kisilerin hastaligina 6zgii olarak hastaliga
uygun sekillerde belirli dozda uygulanmaktadir. Agiz yoluyla, dermal uygulama ile
veya inhalasyon ile kullanilabilir formlar1 bulunmaktadir ve sadece eczanelerde
satilabilmektedir. Sosyal medya, yazili ve/veya gorsel basin araciligi ile reklaminin

yayinlanmasi yasal degildir [18, 21].

2.1.1.2. Bitkisel ila¢

Diinya saglik orgiitii bitkisel ilaglari; bir bitkinin tamami1 veya bir kismi1 kullanilarak
ya da birkag¢ bitkinin ¢esitli boliimleri veya tamami kullanilarak insan fizyolojisini
veya hastalik durumlarini iyilestirici ilag 6zelliginde iyi liretim uygulamalarina uyarak

ila¢ formunda iiretilmis, ambalajl etiketli tirinler olarak tanimlar [22].

2.1.1.3. Takviye edici gida haricindeki bitkisel karisimlar

Bitkisel drog: Etiketinde igerisindeki tibbi bitkinin ikili (binominal) adlandirmaya gore
adi1 ve bu bitkinin kullanildig1 kisminin bilimsel ismi birlikte yazan, genellikle
kimyasal iglem gormemis kurutularak, taze veya mekanik yontemler ile boliinmiis
kiictiltiilmiis bitkiler ve bunun parcalarin1 igeren veya bitkisel salgilar1 barindiran

tirtinlerdir [23].

Bitkisel preparat: Tibbi bitkilerden su, alkol, eter vb kimyasal yollar ile veya
kaynatma, yogunlastirma, sitkma gibi fiziksel yollar ile veya fermantasyon gibi
biyolojik prosesler ile islenmesinden elde edilen cesitli toz, ugucu yag, bitki 6zsuyu

veya bitkisel salgilarindan hazirlanan preparatlardir [23].

2.2. Fonksiyonel Gida

Insan viicudunda dnceden belirlenmis bir veya daha fazla fonksiyonu yapacak sekilde
ayarlanan besin 6gelerine fonksiyonel gida denir. Fonksiyonel bir gida viicuda sadece
besin ve enerji saglamaz ayni zamanda gesitli hastaliklarda viicudun fizyolojik

cevabini arttirarak uygulanan tedavinin etkili olmasini1 saglar, hastaligin olusma



ihtimalini azaltir. Cogu fonksiyonel gida ve bilesenin bagisikliga destek oldugu ve
giiclendirdigi bilimsel olarak ispatlanmistir [17].

Fonksiyonel gida, anemi disindaki hastaliklarin ve/veya bozukluklarin 6nlenmesi
ve/veya tedavisine yardimci oldugunda, buna nutrasotik denir. Fonksiyonel gidalarin
cogu bir sekilde anti-anemik olarak hareket ettiginden, fonksiyonel gida ve nutrasotik

arasinda net bir ayrim olmasi i¢in anemi istisnasi kabul edilir [16].

Fonksiyonel gidalar ve gida takviyeleri ileri diizeyde hastaliklarda komplikasyonlarin
Onlenmesi, baslangi¢ asamasindaki hastaliklarda hafif komplikasyonun kotiilesmesini
onlemek i¢in, herhangi bir hastalikta yiiksek risk grubu olarak kabul edilen bireylerde
hastaligin 6nlenmesi i¢in, genel halk sagliginin korunmasina tesvik i¢in gibi amaglar

ile kullanilmaktadir [24].

2.2.1. Fonksiyonel gidalarin siniflandirilmasi

2.2.1.1. Ozel tibbi amach diyet gidalar

Ozel tibbi amach diyet gidalar, fizyolojik olarak rahatsizlig1 olan bireylerin giinliik
beslenmesinin yeterli olmasini saglama prensibiyle saglik ¢alisanlar1 ve/veya hastane
gozetiminde kullanilabilen, kisiye 6zel {iretim veya kisiye 6zel dozda ayarlanmis
gidalardir [21]. Bu gidalar alisilmis gida maddelerini veya bu gida maddelerinin iginde
bulunan belirli besin 6gelerini veya metabolitlerini viicuda alma, sindirme, absorbe
etme, metabolize etme veya viicuttan atma kapasitesi sinirli, zayiflamis veya bozulmus
olan hastalar ya da diyet yonetimleri yalnizca normal diyetin modifikasyonu ile veya
diger gidalarla ya da her ikisinin de birlikte kullanimi ile saglanamayan kisiler i¢in

hazirlanmistir [25].

2.2.1.2. Tibbi gidalar

Tibbi gida terimi Codex Allimentarius’ta hasta bireyin hastalifina 6zel yazilmis
diyetini karsilayabilmesi i¢in 6zel formiil edilmis veya hastaliga 6zel olarak iiretilmis

yalnizca tibbi personel tarafinda uygulanabilen gidalardir [26]. Tibbi gidalar formiil



edildikleri hastaligin, bozuklugun yada tibbi durumun 6zelliklerini detaylica agiklayan
tibbi kontroller de dahil hastalarda kullanimi saglamak icin 6zel etiketlemeleri
bulunmaktadir [27]. Tibbi gidalar Amerika’da ise tibbi gozetim altinda tiiketilmesi
veya entreral (damardan yada mideye yada bagirsaklara) uygulamak i¢in tasarlanmis
ve cesitli tibbi gozlemler sonucunda bilimsel veriler ile ispatlanmis kendine 6zgii
beslenme gereksinimlerinin oldugu bir hastalik veya durumun 6zel diyet yonetimine

yonelik bir gida olarak tanimlanmustir [28].

2.2.1.3. Zenginlestirilmis gida

Giinliik diyetin, referans diyet alim1 (RDA) degerlerine uygun olarak degismesi igin
gidalara zenginlestirme islemi uygulanir. Gidaya bir besin 6gesi ekleme, gidanin bir
Ogesini indirgeme, gidanin bir bileseninden arindirma, gidanin igerisindeki bir bileseni
baska bir bilesen ile degistirme, gidanin icerigini bir besin 6gesi ile zenginlestirme
islemleri yapilarak gida modifikasyona ugratilabilir. Bu modifikasyon islem ya da

islemleri sonucu olusan gidaya zenginlestirilmis gida denilir [29].

Besin 6gesi ekleme gida iiretimi prosesi kaynakli kayiplarin giderilmesi amaciyla
gidanin igerisinde dogal olarak bulunan bilesenlerin eklenmesi islemidir. Gidanin
iceriginde tiiketici tarafindan istenmeyen veya iretimi olumsuz etkileyebilecek
sodyum, alkol gibi bilesenler indirgenerek gidadaki miktar1 azaltilir veya tamamen
uzaklastirilir. Sodyumca diisiik beslenen bireyler icin sofralik tuz iiretiminde
ortamdaki sodyum potasyum ile yer degistirilerek sodyumu azaltilmis tuz elde edilir.
Bebeklerin, yaslilarin, hamilelerin, 6zel beslenme ihtiyaci duyan fenilketoniiri
hastalarimin giinliik beslenmesinin daha saglikli olmas1 i¢in vitamin, mineral, protein
icerigi artirilmig gidalar tiretilmektedir [30]. Fonksiyonel gidalarin sinflandirilmasi ile

ilgili terimler Sekil 2.1.’de sematize edilmistir.



Gida
Takviyesi

\ Giiclendirilmis yada

Zenginlestirilmis gida

Ozel Diyet icin Gida

Sekil 2.1. Fonksiyonel gidalarin sinflandirilmasi ile ilgili terimlerin birbiri ile iliskisinin sematize edilmesi [27]

2.2.2. Esansiyel yaglarca zenginlestirilmis gida iiretimi

Ugucu yaglar, ucucu bilesiklerin karmasik karisimlarindan olusan konsantre sivilardir
ve c¢esitli bitki organlarindan elde edilebilir. Ugucu yaglar, antioksidan ve
antimikrobiyal ozelliklere sahip birkac biyoaktif bilesigin iyi bir kaynagidir ve bazi
ucucu yaglarin bitkisel ilag olarak kullanimi1 mevcuttur. Ayrica, sentetik koruyucularin
kullanimindaki risk nedeniyle gida {iriinlerinin raf dmriinii uzatmak i¢in dogal katki
maddeleri olarak ugucu yag karisimlarinin kullanimi artan bir ilgi gérdii. Ugucu yaglar,
cok islevli "aktif veya akilli paketleme" saglayabilecek ambalajlara dahil edilebilir. Bu
ucucu yaglar, ambalaj malzemelerinin matrisini degistirebilir ve boylece iyilestirilmis

ozellikleri ortaya ¢ikarabilir [31].

2.2.3. Zenginlestirilmis gida iiretiminde kullanilabilen bazi bitkiler

2.2.3.1. Rosmarinus officinalis I. (biberiye)

Akdeniz bolgesinde yetisen Rosmarinus officinalis L. (biberiye), Lamiaceae

familyasindan aromatik bir bitkidir ve antioksidan olarak kullanilabilen essiz bir
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baharattir. Kafeik asit, karnosol, rosmarinik gibi bilesenler bol miktarda bulunur.
Biberiye polifenolik bilesenler ve siklik diterpen gibi difenoller bakimindan zengindir
ve bu bilesenlerin antioksidan aktivitesi yiiksektir. Gida endiistrisinde antioksidan
aktiviteyi arttirmak i¢in kullanilir veya koruyucu katki maddelerine dogal bir alternatif
olarak tercih edilir. Beyindeki serbest radikaller iizerinde etkili oldugu bilinen karnosik
asit Alzheimer hastaliginda alternatif bir tedavi sekli olarak kullanilmaya baglamistir

[32, 33].

[k kez adagayindan ekstrakte edilen karnosik asit biberiyenin yaprak hiicrelerinin
kloroplastinda biriken bir bilesendir. Kuru biberiye yapraginda karnosele dontiserek
antioksidan kapasiteyi olusturur. Biberiyede karnosik asitle birlikte rosmarol,
oleanolik asit, flavonoidler gibi bilesenlerde yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir ve

cilt dokusunu koruyucu 6zelliktedir [34].

Rosmarinik asit ve karnosoliin yiiksek antioksidan 6zelligi tespit edildikten sonra
biberiyeden ekstrakte edilerek 6zellikle gidalarda antioksidan aktiviteyi arttirmasti ig¢in
tercith edilmektedir. Et ve et lriinlerinde kullanilan biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen ve propil gallat dnceden yaygin olarak kullanilmaktaydi.
Ancak son yillarda yapilan aragtirmalar ile yapay antioksidanlarin insan sagligina
olumsuz etkileri kanitlanmistir ve bunlara alternatif olarak yliksek antioksidan
kapasiteye sahip dogal bilesenler lizerinde ¢aligmalar yogunlagmistir. Caligmalarda
yapay antioksidanlara alternatif olarak biberiyeden elde edilen ugucu yag tercih
edilmistir; karnasol ve karnosik asit¢e zengin oldugundan daha yiiksek antioksidan

ozellik gosterdigi tespit edilmistir [35].

Biberiye karnosol ve karnosik asit bilesenlerince zengin bir bitkidir. Hiicre diizeyinde
yapilan bazi ¢aligmalarda bu bilesenlerin insanlarda meme kanseri ve kolon kanseri
tiirlerinde direncli tiimor olsa dahi kanserli hiicrelere toksik sekilde etki edip hiicrelerin
fonksiyonlarini durdurdugu igin anti-kanser 6zellikte olabilecegi belirtilmistir [36].
Antioksidan 6zellige sahip polifenol bilesenlerce zengin biberiye gida endiistrisinde
koruyucu katki maddelerine alternatif olarak kullaniminin yani sira biitiinleyici tipta

da tercih edilmektedir. Oksidatif hasarin sebep olabilecegi kanser, kardiyovaskiiler ve
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norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin olusumunun Onlenmesi igin
kullanilmaktadir [37]. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, beslenmeye biberiye
yagmin eklenmesinin viicutta bulunan glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz
enzimleri gibi serbest radikalleri azalttigi lipit peroksidasyonunu durdugu
gozlemlenmistir. Bu gozlemler sonucunda biberiyenin esansiyel yag olarak

kullaniminin antioksidan 6zellikte olabilecegi belirtilmistir [38].

2.2.3.2. Camellia sinensis (yesil cay)

Cay tiirleri arasinda fermente olmayan grupta bulunan yesil ¢ay yiiksek E vitamini
icerigine sahiptir. Zengin E vitamini igerigi yesil caya antioksidan olma ozelligi
kazandirmaktadir. Katesinler ve teaflavinler olarak bilinen polifenol bilesenler
oldukca yiiksek miktarda bulunmaktadir. Yiiksek miktarda flavonoid igerigine sahiptir
ve bu flavonoidler katesinler ve katesin tlirevlerini kapsamaktadir. Ayn1 zamanda yesil
cay epigallokatesin gallat, epigallokatesin, epikatesin ve epikatesin gallat gibi
katesinlerce zengindir [39].

Antioksidan 6zelligi yiiksek yesil cay oksidatif hasar olusturan reaktif oksijen ve azot
tiirlerini baglar. Ayn1 zamanda yesil ¢ay polifenolleri glutatyon rediiktaz, dismutaz vb.
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) pargalayan enzimlerin aktivitelerini artirict etki
gostermektedir. Hiicre igerisinde bulunan antioksidan enzimlerin sentezine katki
saglar ve hiicre igerisinde antioksidan 6zellik gostermis olur. Hiicre i¢i antioksidan
etkileri sayesinde lipit peroksidasyonunu engeller, DNA’da hasar olusma ihtimalini
azaltir. Serbest radikalleri giderme ve +2 degerlikli demiri baglama ozelligi bilinen
epigallokatesin gallat yesil cayda bol miktarda bulunur. Epigallokatesin gallat bu
Ozellikleri sayesinde alternatif tedavi yontemi olarak Parkinson ve Alzheimer vb.

beyin hastaliklarinda kullanilmaktadir [40].

2.2.3.3. Salvia officinalis I., (adagay1)

Nane familyasindan Salvia cinsinden bir bitki olan ve eski ¢aglarda “kurtulus bitkisi”

seklinde adlandirilan adagayinin yapraklar: yillardir alternatif tipta kullanilmaktadir.
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60 cm yiikseklige kadar ¢ikintili, cok yillik alt ¢ali seklinde biiyiir. Yapraklar zit ve
basittir, alt yaprak yiizeyinde beyaz tiiyler ve iist yiizeyde yesilimsi veya yesilimsi
gridir. Govdeler dik ve koyu yesil dallara sahiptir [41].

Rosmarinik asit ve kafeik asit vb. fenolik bilesenlerce ve kuersetin gibi flavanoidlerce
zengindir. Bu bilesenler ada cayina anti-bakteriyel, fungistatik, virustatik, biiziici,
ofeptik, anti-hidrotik etkiler gibi bir¢ok biyolojik aktivite 6zelligi kazandirmaktadir
[42, 43].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda agri kesici, antioksidan ile ilgili anti-enflamatuar ve
anti-nosiseptif, Alzheimer hastaliginda anti-dementi, solucan istilasi ve gastroenterit
dahil olmak {izere ¢esitli enfeksiyonlarla ilgili antimikrobiyal, kolon veya meme
kanseri gibi ¢esitli kanserlerle ilgili antikanser ve antimutajenik, metabolik
hastaliklarla ilgili cok o©nemli hipoglisemik ve hipolipidemik etkileri oldugu
belirlenmistir [44-46]

Adagayi yapraklari, gida isleme endiistrisinde kullanilan anti-oksidatif 6zellikleriyle
bilinir ve insan saglig1 alanina da uygulanabilir. Adacaymin igerigi dis bakiminda da
kullanilan bitkisel tibbi preparatlarin aktif bileseni olan tanince de zengindir. Tanin cilt
hiicrelerini ve diger viicut dokularini sikilastirici 6zelliginin yani sira anti-mikrobiyal
ozelligi nedeniyle plak biiytimesinde azalmaya ve dis eti iltihabinin 6nlenmesine fayda
saglar [47].

Yapilan bazi arastirmalarda adagay: bitkisinin ¢ay olarak diizenli tiikketiminin geng
insanlarda anksiyete, depresif ruh hali ve psikolojik stres etkenleri gibi psikolojik
belirtileri hafifletmeye yardimci oldugu, sakinlestirici ve yatistirict  olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir [48-50].

Adacayimin potansiyel anti-tiimor aktivitesi, ¢esitli kanserli hiicre dizileri ve kanserin
hayvan modelleri iizerinde incelenmistir. Adagay1 c¢ay1 igmenin kolon kanserinin
baslama asamalarin1 engelledigi bildirilmistir. Bu bitkinin 6zleri, meme kanseri,

serviks adenokarsinomu, kolorektal kanser, insiilinom, laringeal karsinom, akciger
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karsinomu, melanom ve agiz boslugu skuamoz hiicreli karsinomun hiicre hatlar
tizerinde kanserli hiicrelerin olusumunu ve biiyiimesini inhibe edici etkiler gostermistir

[51-53].

2.2.3.4. Zingiber officinalis (zencefil)

Zingiber officinalis (zencefil), Zingiberaceae familyasinda bulunan bir metreye kadar
boya sahip olabilen uzun ince yapili yapraklari olan ve sarimsi1 kirmizimsi renklerde
cicekli bir bitkidir. Cin, Hindistan Endonezya gibi tropikal veya yar1 tropikal iklimin
gozlendigi iilkelerde daha ¢ok yetismektedir. Zencefil bitkisinin kok ve gdvdesi
baharat amacli kullanilmasinin yan sira alternatif tipta da tercih edilmektedir. Uzak
Dogu iilkelerinde yemeklerin yaninda veya icerisinde sik¢a tercih edilen bir baharat
olmasi disinda eski ¢aglardan beri tibbi amagli da kullanilmaktadir. Cig (taze), pismis,
kurutulmus veya toz sekillerde kullanimi tercih edilmektedir [54].

Ugucu yaglarin, insan sagligi i¢in olduk¢a yaygin kullanilan aromatik bitkilerden elde
edildigi iyi bilinmektedir. Zencefilden elde edilen esansiyel yag, tedavi edici etkisi
aromaterapik 6zelligi ve tatlandirici olmasi sebepleriyle yiiksek ticari degere sahiptir.
Zencefil esansiyel yagi ucucu o6zellikte olup zingiberene, arcurcumene, sitral, -
bisabolen, geranial, kampen gibi aktif bilesenlerce zengindir. Ayrica zencefil yagi
enfeksiyon belirtilerini  azaltici  (antienflamatuar), oksidatif stresi azaltici

(antioksidan), antikanser, analjezik etkilere sahiptir [55].

Staphylacoccus aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringers, Salmonella
enteriditis gibi bir¢ok mikroorganizmaya karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi
bilimsel arastirmalar ile tespit edilmistir. Antimikrobiyal 6zellik bakimindan gida
endiistrisinde diger gida koruyucu maddelere dogal bir alternatif olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Birgok antibiyotik ilaca karst direng gelistirmis
olan  Staphylacoccus aureus, Bacillus subtillis gibi yiiksek direngli
mikroorganizmalara kars1 zencefil iceren ekstratlarin kullaniminin etkili oldugu ve

antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir [56].
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Ghafoor ve arkadaglarinin yaptigr calismada liyofilizator ile kurutulan zencefilin
antioksidan aktivitesi %82 + 0,04 olarak bulunmustur [57]. Ammar Mohammed
Ahmed Ali ve takimi tarafindan yapilan bir arastirmada zencefilin DPPH giderme
aktivitesinin %30-34 araliginda oldugu belirtilmistir [58]. Zencefilin DPPH giderme
aktivitesini belirleyen bir baska ¢alismada zencefil yaginin %83,87 + 0,50 DPPH
giderme aktivitesi gosterdigi tespit edilirken yine aynmi calismada antioksidan giicii
diisiiren plazma-ferrik azaltma yetenegi (FRAP) testinde de benzer sonuglarin oldugu

belirtilmistir [59].

2.2.3.5. Helichrysum arenarium (altin otu)

Altin otu Asteraceae familyasina ait otsu govdeye sahip cok yillik bir bitkidir.
Genellikle Orta Asya ve Avrupa iklimine uygun 6zellikte olup giiniimiizde diinyanin
bir¢ok bolgesinde yetistirilebilmektedir. Altin otunun ¢igek kismi flavonoidler, fenolik
asitler, kumarinler, pironlar ve kalkonlar gibi fenolik bilesenlerce zengindir. Tedavi
edici ozellikleri eski ¢aglardan bu yana bilinmektedir. Giiniimiizde altin otunun bazi
tiirlerinin nesli tiikenme tehlikesi altinda olarak siniflandirilsa da héla yaygin olarak

kullanilmaktadir [60].

Halk arasinda oliimsiiz veya sonsuz Omiirlii kabul edilen altin otu bitkisi giinliik
hayatta yaygin kullanim ve uygulama ihtimaline sahip olan bir bitkidir. Altin otu
Asteraceae familyasiin Helichrysum cinsindendir ve diinya {izerinde 600’den fazla
tiirii bilinmektedir. Tirkiye sinirlari i¢indeki iklimlere uyum saglayabilen 21 tiir ve 6

alt tiirdi tespit edilmistir ve Tiirkiye’de yetisen 15 tiir endemiktir [61].

Ulkemizde altin otu gida, farmasétik ve kozmetik sektdrlerinde kullanilmasi icin
yetistirilmektedir. Bu bitki oldukca genis uygulama alanlar1 sebebiyle iilkemizde
kozmetikte kremlerin igerisinde esansiyel yag olarak, gida sektoriinde aroma ve
koruyucu amach tercih edilmektedir. Zengin flavonoid ve polifenol icerigi sayesinde
alternatif ya da biitlinleyici tipta tedavi edici olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Altin otu bitkisi ucucu yaglarin elde edilmesinde koruyucu o6zelliklerinden dolay1

tercih edilmektedir [62].
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Yapilan arastirmalarda altin otu esansiyel yaginin oksidatif stres altindaki bir ortamda
H* verme yetenegine sahip oldugu igin yiiksek antioksidan oOzellikte oldugu
bildirilmistir. Yiiksek antioksidan 6zellige sahip bilesenler ortama verdikleri hidrojen
(H) atomlar1 sayesinde serbest radikallerin baglanmasini saglar ve insan igin toksik
olmayan iiriinler olusumunu sagar. Bu sayede lipit oksidasyonu yavaglar hatta bazi

zamanlarda tamamen durdurulur [63].

Yapilan bir ¢alismada altin otu bitkisinin o, a-difenil-p-pikrilhidrazil (DPPH) serbest
radikalini tuttugu tirozinazi inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Antioksidan aktivitenin test
edilmesi i¢in bu ¢alismada in vitro DPPH yontemi tercih edilmistir. Ayrica altin
otunun gida kaynakli patojen bakteriler olan Staphylococcus aureus ve Escherichia

coli’nin kontrolii i¢in iyi bir alternatif oldugu gézlemlenmistir [64].

2.2.3.6. Cimlenmis bugday tohumu

Bugday ruseymi ¢imlenirken yapisinda degisiklikler meydana gelir, bu degisiklikler
c¢imlenen bugdaydan elde edilen unun besin degerini artirdiginda, amilotik ve
proteolitik enzimlerin aktiviteleri artar. Artan enzim aktivitesi, hamurda istenmeyen
yapiskanlik artigina, hamur yogurmada zorluga ve zayif dokuya neden olur. Ekmek
yapiminda kullanilan una eklenen filizlenmis bugdaydan elde edilen un miktar

arttikca ekmegin yapisi yapiskan hale gelir, yapiskan alanlar ve zayif doku olusur [65].

Kontrollii bugday c¢imlenmesinin tam bugday unundaki unun islevselligini
lyilestirdigi, nigasta retrogradasyonunu azalttigi, gliiten kalitesini ve biyoaktif
bilesenleri iyilestirdigi gézlemlenmis. Cimlendirilmis bugdaydan elde edilen beyaz
undaki dogal besin artirici bilesen (GABA) ve antioksidan bilesenlerin normal beyaz

undan daha yiiksek oldugu bulunmustur [66].

Gluten ve gliadin amino asitlerinden olusan gliiten proteini, bugday, arpa ve ¢avdar
gibi tahillarda bulunan, hamur olusturucu, hamura viskoelastik yap1 kazandiran,

hamurda protein ag1 olusturan 6zelliklere sahip bir proteindir. Bazi bireylerin gliiten
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proteini, gliiten proteinini olusturan gliitenin amino asitleri, bu amino asitlerin

parcalanmasi, bununla olusan alt birimlere kars1 alerji veya intoleransi vardir [67].

Colyak hastalig1 olarak da bilinen gliiten intoleransi, ince bagirsagin gliiten ve/veya alt
birimleri olan bugday proteinine, bazen de ¢evresel etkilerden kaynaklanan,
cogunlukla miras kalan, kalict duyarlilik gelistirdigi iltihapli bir hastaliktir. Nedeni
bilinmeyen karaciger enzimlerinin yiikselmesi ¢ocuklarda kronik ishal, kusma ve

biiyiime geriligi gibi belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir [68].

Hasat dncesi kontrolsiiz kosullarda ¢imlenen bugdayin enzim igerigi ¢ok disiiktiir ve
bu bugdaydan yapilan un sadece tahil bazli {iriin iiretimi i¢in uygundur, kontrolsiiz
neme uzun siire maruz kalmasi nedeniyle firinlanmis unlu mamullerde kullanima
uygun degildir [69]. Ote yandan kontrollii ¢imlenme kosullarma tabi tutulan
bugdaydan elde edilen unlarin zengin enzim igerigi sayesinde ekmek hacmini artirdigi

ve ekmek fermantasyonu i¢in kullanilan ticari enzim miktarini azalttigi bilinmektedir

[70].

2.3. Resveratrol

Dogada kirmizi-mor renk meyve ve bitkilerde bulunan resveratrol; iiziim yapragi,
kirmiz1 sarap olmak iizere ¢esitli gida iiriinlerinde var olan polifenolik bir bilesiktir.
Trans-resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben) ve cis-resveratrol olmak iizere iki
izomeri bulunmakta ancak trans formunun biyo-aktivitesi, biyo-yararlanimi cis
formundan daha fazladir (Sekil 2.2.). Coklu biyolojik ve farmakolojik etkilerini

arastirmak i¢in lizerinde ¢ok fazla sayida aragtirmalar yapilmistir [71].

Hiicre diizeyinde ve hayvan modelleri iizerinde yapilan calismalar sonucunda
enflamatuar belirtilerini  azaltici  (antienflamatuar), oksidatif stresi azaltici
(antioksidan), Omrii uzatip, yaslanmay1 geciktirme (antiaging), hiicre yok etme
sistemine sahip (antitiimor), diisik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve toplam
kolesterolii diisiiriicii etkileriyle resveratroliin bir¢ok faydali 6zelligi ispatlanmistir

[72-74].
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Kapali formiilii C14H1203 seklinde olan resveratroliin molekil agirligi 228,25 g/mol,
erime sicakligi 253 °C ve etanol ve dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciilerde iyi
¢ozlindiigi bilinir. UV 1s181na ve sicakliga maruz kaldiginda trans formdan cis forma
doniistiigii bilinir. Trans resveratrol diisiik konsantrasyonlarda (5 mg/L) %80 oraninda
izomerasyonu tamamlayip cis-resveratrole doniismesi i¢in 2 saat UV 151g1ina maruz
kalmas1 yeterli olurken yiiksek konsantrasyonlarda (100 mg/L) %80 oraninda

izomerasyona ugramasi i¢in 10 giin UV 1s1ga maruz kalmasi gerekir [75]

OH
HO X ‘
HO
OH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 2.2. Trans ve cis resveratroliin molekiil yapisi [76]

Resveratrol polifenol yapisinda antioksidan etkiye sahip dogal bir bilesik olup cesitli
gidalarin igerisinde dogal olarak bulunur. Resveratrol antioksidan 6zelliginin yan1 sira
anti-inflamatuar, anti-obezite ve anti-bakteriyel aktivite gibi c¢esitli biyolojik
aktiviteler gosterdigi bircok arastirma ile kanitlanmistir. Son yillarda bazi kanserler

i¢in potansiyel anti-timdr aktivitesine sahip oldugu da bulunmustur [77].

Resveratroliin tedavi edici bir ajan oldugu 1900°1ii yillarin baginda yapilan ¢aligmalar
ile kesfedilmistir. Resveratrol viicutta hizla metabolize olarak trans-formundan cis-
formuna donmektedir ve cis-formunun insanda biyo-yararlanimi oldukg¢a diisiiktiir.
Resveratroliin  biyoyararlanimin1  artirmak i¢in  nano-formiilasyonlar, biyo-

giiclendiriciler ve fitokimyasal kombinasyonlar gibi farkli ¢éziim yollar1 aranmigtir

[75].

Hayvan modelleri iizerinde bir¢ok biyo-yararlanim orani ¢alismasi yapilmis ve giinliik

50 mg/kg doz aliminda biyo-yararlanimin %38 civarinda oldugu goézlemlenmistir.
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Direk mide modeli {izerinde yapilan bir ¢calismada ise biyo-yararlanimin %1,5 oldugu
gbozlemlenmistir. Bu c¢alismalar goéz Oniine alindiginda insan sindirim sistemi
kosullarinda trans-resveratroliin yapisinin cis-resveratrole donilismiis olabilecegi i¢in
biyo-yararlanim oraninin diistiigii sdylenebilir. Biyo-yararlanimin artabilmesi igin

resveratroliin enkapsiile edilmesi ¢aligmalart yapilmistir [33, 78]

Resveratrol ve tiirevlerinin bakirin neden oldugu LDL oksidasyonuna karsi inhibe
edici etkilerinin ¢alisildig1 bir arastirmada oksidasyonu %32,6 + 1,7 oraninda inhibe
edebildigi ve hidrojen peroksit giderme aktivitesinin 0,4 MM/MM oldugu belirtilmistir
[79].



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Malzemeler ve Yontemler

3.1.1. Kimyasallar

Sigir Serumu Albiimini (BSA), dietileter, o, o-difenil-p-pikrilhidrazil (DPPH),
glutaraldehit, 1,10-fenantrolin, dimetil siilfoksit (DMSO), Folin—Ciocalteu reaktifi,
sodyum hidroksit, sodyum karbonat, glutaraldehit (GA), Vitamin-C ve gallik asit
Sigma-Aldrich'ten elde edilmistir. Sakarya'da yerel pazardan zeytinyagi, biberiye,
zencefil, asafoetida, bugday temin edildi. Resveratrol, Cin'deki SYXLFDC

magazasindan satin alindi.

3.1.2. Bugdayin ¢cimlendirilmesi

Elli gram tam bugday tanesi (BT) once musluk suyuyla yikandi ve daha sonra herhangi
bir kirletici mikroorganizmay1 dezenfekte etmek icin oda sicakliginda %0,5'lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (tane/cozelti oran1 1:5, w/v) 30 dakika calkalandi.
Bundan sonra, BT'ler pH'1 nétralize edene kadar musluk suyuyla yikandi ve 3 saat
boyunca steril suya (oran 1:5 w/v) daldirildi. Islanmig BT'ler ¢elik bir 1zgara tizerindeki
nemli bir filtre kagidinin lizerine dagitildi, ardindan steril musluk suyu dolu plastik
tepsilere konuldu. BT'ler nemli filtre kagidina kaplandiktan sonra ¢imlendirme
kabinine yerlestirildi. BT'ler karanlikta oda sicakliginda (21 °C) 7 giin boyunca
¢imlendirildi. Cimlenen bugday tohumlar1 (filizler) dondurularak kurutuldu.

Numuneler, gerekli olana kadar -20°C'de vakumla kapatildi plastik torbalarda tutuldu.
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3.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Biberiye (BIB), asafoetida (ASA), zencefil (ZEN), ¢imlenmis bugday tohumlart
(CBT) ve resveratrolden (RES) yiiz gram 250 mL soguk fosfat tamponu ¢ozeltileri (pH
7,4 ve 4°C) igerisine 6 saat daldirildi. Numuneler siiziilmiis ve siiziilen ¢ozeltiler
dondurularak kurutuldu. Numuneler, daha sonraki c¢alismalara kadar -20 °C'de

vakumlu plastik torbalarda saklandi.

3.3. BSA Mikropartikiillerinin Hazirlanmasi

Cimlenmis bugday tohumlari-zencefil yiikli BSA mikropartikiilleri (CBT-ZEN-
MP'ler), ¢cimlenmis bugday tohumlari-biberiye yiiklii BSA mikropartikiilleri (CBT-
BiB-MP'ler), ¢cimlenmis bugday tohumlari-asafoetida yiiklii BSA mikropartikiilleri
(CBT-ASA-MP'ler) ve zencefil-biberiye yiiklii BSA mikropartikiilleri (ZEN-BIB-
MP'ler), baz1 modifikasyonlarla koaservasyon yontemiyle hazirlandi1 [80]. ilk olarak
50 mg BSA karistirilarak deiyonize su i¢inde ¢oziildii.

Formiilasyon 1: 50 mg CBT ve 50 mg ZEN, 200 mL etanol i¢inde ¢6ziindiirtilmiis ve
BSA ¢ozeltisine damlatilarak eklendi ve ardindan karanlikta ve oda sicakliginda 180

rpm hizda 2 saat boyunca bir orbital calkalayici inkiibator ile calkalanarak inkiibe
edildi.

Formiilasyon 2: Formiilasyon 1'deki islem, 50 mg CBT ve 50 mg BIB kullanilarak
tekrarlandi. Formiilasyon 3: Formiilasyon 1'deki prosediir, 50 mg CBT ve 50 mg ASA
icin uygulandi. Formiilasyon 4: Aymi prosediir 50 mg ZEN ve 50 mg BiB igin
gerceklestirildi.

Inkiibasyonun ardindan, siirekli karigtirma altinda tiim formiilasyon asamalarina
10 mL etanol ilave edildi. Tim formiilasyonlar igin, ¢oziindiirme isleminden sonra, 25
mL %5 GA ilave edildi ve BSA’nin amino gruplarinin ¢apraz baglanmasini
tamamlamak i¢in ¢alkalanarak 12 saat 25°C'de inkiibe edildi. Bilesikler 15 dakika
boyunca 10.000 rpm’de santrifiijlenerek toplandi. Peletler sulu cozeltiler icinde

dagitilmis ve 1giktan korunmak igin karanlikta tutuldu.
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3.4. Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN iceren BSA MK'leri, degistirildi bir

emiilsiyon polimerizasyon yontemi kullanilarak hazirlandi [80].

3.4.1. Resveratrol-zencefil mikrokiirelerinin hazirlanmasi

RES-ZEN igeren albiimin MK’leri hazirlamak i¢in 100 mg BSA, 25 mg RES ve
25 mg ZEN 2 mL PBS tamponu (pH 7,4) iginde ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zelti, 25°C'de 1000
rpm'de siirekli karistirilan 200 mL zeytinyagina ilave edildi. Elde edilen MK’ler, 30
dakika boyunca 0,25 mL GA ¢ozeltisi (%25, w/v) eklenerek stabilize edilditir.
Stabilizasyon isleminden sonra, MK’ler santrifiijlenerek zeytinyagi ve fazla GA'y1

uzaklastirmak i¢in susuz dietil eter ile yikand.

3.4.2. Resveratrol-biberiye mikrokiirelerinin hazirlanmasi

RES-BIB iceren albiimin MK’leri hazirlamak i¢in 100 mg BSA, 25 mg RES ve
25mg BIB 2 mL PBS tamponu (pH 7,4) iginde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti, 1000 rpm ve
25°C'de siirekli karigtirilan 200 mL zeytinyagina ilave edildi. Elde edilen MK’ler, 30
dakika boyunca 0,25 mL GA ¢ozeltisi (%25, w/v) eklenerek stabilize edilmistir.
Stabilizasyon isleminden sonra, MK’ler santrifiijlendi ve zeytinyagi ile fazla GA'y1

uzaklastirmak i¢in susuz dietil eter ile yikand.

3.4.3. Resveratrol-asafoetida mikrokiirelerinin hazirlanmasi

RES-ASA igeren alblimin MK’leri hazirlamak i¢in 100 mg BSA, 25 mg RES ve
25 mg ASA 2 mL PBS tamponu (pH 7,4) iginde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti, 25°C ve 1000
rpm'de siirekli karigtirilan 200 mL zeytinyagina ilave edildi. Olusan MK ler, 30 dakika
boyunca 0,25 mL GA ¢ozeltisi (%25, w/v) eklenerek stabilize dildi. Stabilizasyon
isleminden sonra, MK’ler santrifiijlenerek zeytinyagi ve fazla GA'y1 uzaklastirmak

icin susuz dietil eter ile yikandi.
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3.4.4 Asafoetida-zencefil mikrokiirelerinin hazirlanmasi

ASA-ZEN igeren albiimin MK’leri hazirlamak i¢in 100 mg BSA, 25 mg ASA ve
25 mg ZEN 2 mL PBS tamponu (pH 7,4) i¢inde ¢ozildi. Bu ¢ozelti, 1000 rpm ve
25°C'de stirekli karistirilan 200 mL zeytinyagina ilave edildi. Elde edilen MK’ler, 30
dakika boyunca 0,25 mL GA ¢ozeltisi (%25, w/v) eklenerek stabilize edilmistir.
Stabilizasyon isleminden sonra, zeytinyagi ve fazla GA'y1r ¢ikarmak i¢in MK’ler

santrifiijlendi ve susuz dietil eter ile yikandi.

Fazla yagin MK’lerden uzaklastirilmasini saglamak icin her yikama isleminde
ultrasonik banyoda 1 dakika sonike edildi. MK’ler, 4°C'de biriktirilmeden once oda

sicakliginda kurutuldu.

3.5. Bilesiklerin Yapisal ve Yiizey Ozelliklerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan MP'lerin ve MK'lerin morfolojileri, Philips XL30 SFEG ile donatilmis bir
FEI Quanta 250 FEG taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.
Sentezlenen tiim bilesikler, SEM incelemesi i¢in ince bir altin film tabakasiyla
kaplandi. Ayrica, MK'ler ters ¢evrildi optik mikroskop (Motic BA310 Upright) ile de
incelendi. Hazirlanan MP'lerin ve MK'lerin Fourier doniisiimlii kizil6tesi (FTIR)
spektroskopisi analizleri, Perkin Elmer FTIR Spektrometresi (Spektrum II)
kullanilarak yapildi. Tiim 6rneklerin FTIR spektrumlari orta IR bolgesinde 4000—400
cm?t arasinda kaydedildi. MP'lerin ve MK'lerin zeta potansiyelleri, mikromeritik Nano
Plus-3 cihazi ile belirlend:. ki farkli sicaklikta (4 ve 25°C) saklanan drneklerin farkls
zaman araliklarinda zeta potansiyel degerleri belirlendi. Depolanan numuneler,
analizden 6nce 25 °C'de 0,1 M KCl ¢ozeltisiyle seyreltildi ve 15 dakika boyunca harici
olarak sonikasyona tabi tutuldu. Zeta potansiyel degerleri, her numune i¢in {i¢ kez

6l¢iildii ve sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
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3.6. Bilesiklerin Antiradikal Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.6.1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiiriicii aktivitelerinin belirlenmesi

DPPH serbest radikal siipirme deneyi, baz1 modifikasyonlarla hazirlanan bilesiklerin
anti-oksidasyon aktivitesi i¢in test yontemlerinden biri olarak se¢ilmistir [81]. Fosfat
tamponunun (pH: 7,4, 50 mM) farkli konsantrasyonlarinda (1-8,0 ug/mL) numuneler
37 °C'de sabit ¢alkalama altinda inkiibe edildi ve 1s1ktan korundu. Onceden belirlenmis
zamanlarda (0, 24 ve 48 saat) 2 mL numune toplandi ve metanol i¢indeki 2 mL 0,16
mM DPPH ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Karigim 1 dakika vortekslendi ve karanlikta 30
dakika oda sicakliginda tutuldu. Tiim numune ¢6zeltilerinin absorbanst 517 nm'de
okundu [82]. Deneyler ii¢ kez yapildi ve DPPH radikalini temizleme yetenegi
asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

% DPPH giderme aktivitesi: ~220k 0 (3.1)

kontrol

Burada, Axontrol, kontrol ¢dzeltisinin absorbansidir (yalnizca DPPH ¢ozeltisi)
Asmek, test numunesinin absorbansidir (DPPH ¢6zeltisi + numune),

Abos smek, sadece bos numunenin absorbansidir (DPPH ¢ozeltisi olmayan numune)

IC50 degeri (ug/mL), azalan gii¢ icin absorbansin 0,5 oldugu etkin konsantrasyondur
ve lineer regresyon analizinden ekstrapolasyon yoluyla hesaplandi.

3.6.2. Hidroksil radikali giderici aktivitelerinin belirlenmesi

Hidroksil radikal giderme davranisi, de Avellar ve arkadaslarinin yontemi bazi
degisikliklerle kullanilarak belirlenmistir [83]. Bir mL 1,10-fenantrolin (0,75
mmol/L), 1 mL FeSO4 (0,75 mmol/L) ve 2 mL fosfat tamponu (pH 7,4) dikkatlice
karistirlldi. Daha sonra bu karistma 1 mL hidrojen peroksit (%0,12) ve farkh
konsantrasyonlarda (1-8,0 pg/mL) numuneler eklendi. Karisim 90 dakika siireyle

37°C'de inkiibe edildi ve ¢ozeltilerin absorbanst 536 nm'de 6l¢iildii. Deneyler ii¢ kez
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yapildi ve hidroksil radikalleri temizleme aktivitesi, asagidaki denklemde gosterildigi
gibi hesapland:

Hidroksil giderme aktivitesi (%) = [~ x 100 (3.2)
b~¢

Burada A: Orneklerin absorbansi, Ap:1,10-fenantrolin ve FeSO4 cozeltisinin
absorbansi, Ac: 1,10-fenantrolin, FeSO4 ve hidrojen peroksit ¢ozeltisinin numuneler

olmadan absorbansidir.

3.6.3 Siiperoksit anyon giderme aktivitelerinin belirlenmesi

Stiperoksit radikalinin gidermesi, Rana ve arkadaslarindan modifiye edilmis bir
yontemle belirlend1 [84]. Reaksiyon, farkli konsantrasyonlarda (1-8,0 pg/mL)
0,6 mL numuneler, 2 mL alkalin DMSO (5 mM NaOH/0,1 mL H20 igeren 1 mL
DMSQO) ve 0,2 mL nitromavi tetrazolyum (1 mg/mL DMSO iginde) ¢ozeltileri
karistirilarak toplam 2,8 mL'lik hacimde gergeklestirildi ve ¢ozeltinin absorbansi 560
nm'de kaydedilmistir. Kor olarak alkali DMSO yerine saf DMSO kullanildi. Vitamin-
C ve DMSO sirastyla pozitif ve negatif kontrol olarak kullanildi. Deneyler {i¢ tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.

3.6.4. Toplam fenolik iceriklerin belirlenmesi

Numunelerin toplam fenol igerikleri Folin—Ciocalteu yontemine gore belirlend: [85].
1 mL numune 1,5 mL deiyonize su ve 0,5 mL 0,1 M Folin—Ciocalteu reaktifine ilave
edilerek dikkatlice karistirildi. 1 dakika sonra, iyice karistirilarak 1,0 mL %20 sodyum
karbonat ¢oOzeltisi ilave edilmistir. Kontrol olarak numune hari¢ tiim reaksiyon
reaktiflerini iceren ¢ozelti kullanildi. 37°C'de 30 dakikalik inkiibasyondan sonra, 750
nm'de absorbans tespit edildi. Benzer islemle standart gallik asit ¢ozeltisi (10-100
ppm) egrisi hazirlandi. Sonuglar ng GAE/g numune olarak ifade edildi. Deneyler ti¢
kez yapildu.
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3.7. Veri Analizi

Tiim paralel deneyler ii¢ kez yapildi ve veriler ortalama + standart sapma (SD) seklinde
sunuldu. Veri ve grafik isleme Microsoft Excel 2016'da gergeklestirildi. Uygulanabilir
oldugunda, standart sapmalar, verilerin ortalamasi etrafinda hata g¢ubuklar1 olarak

gosterilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tim diinyadaki gida takviyelerinin ve fonksiyonel gidalarin biiylik cogunlugu, bitkisel
gida maddeleri ve tlirevlerine dayandi. Bitkilerden ve yan {iriinlerinden elde edilerek
kullanilan fitokimyasallar normalde toksik degildir ve kronik hastaliklara direnme
potansiyeline sahiptir. Albiimin, ¢ok iyi biyouyumlulugu, antijenikliginin ve
toksisitesinin olmamasi ve c¢apraz baglama islemi sonucunda olusan MK'lerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin kolayca izlenebilmesi ve ¢apraz baglama ajani 6zellikleri

nedeniyle dogal bir matris malzemesi olarak seg¢ildi.

4.1. Mikropartikiillerin ve Mikrokiirelerin SEM Analizi Sonuc¢lar

CBT-ZEN-MP'ler, CBT-BIB-MP'ler, CBT-ASA-MP'ler ve ZEN-BIB-MP'lerin
morfolojik analizi SEM ile gerceklestirildi ve elde edilen SEM goriintiileri Sekil
4.1.'de gosterilmistir. Sentezlenen tiim MP’ler, literatiirdeki 6nceki ¢alisma ile uyumlu
olan sahte kiiresel bir morfolojiye sahiptir [86]. CBT-BIB-MP'ler, CBT-ASA-MP'ler
ve ZEN-BIB-MP'ler ile karsilastirildiginda CBT-ZEN-MP’leri daha az uniform bir

dagilim gdsterdi.

Mikrokiireler, bir emiilsiyon capraz baglama islemi kullanilarak yapildi. Yontem,
zeytinyag1 gibi dogal bir yagda kiiclik sulu albiimin damlaciklarinin iiretilmesine
dayanmaktadir. Albiimin, ¢6ziiniir bir polimerdir, kimyasal olarak ¢apraz baglanabilir
ve 37°C'de ¢oziinmez hale gelebilir. Sert ve kararli MK ’ler olusturmak i¢in GA, gapraz
baglama ve stabilize etme maddesi olarak kullanildi. Albiimin MK’lerinin morfolojik
ozellikleri Sekil 4.2.’de goésterilmistir. RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN
mikrokiirelerinin SEM goriintiilerinden piiriizsiiz, kiiresel ve gozeneksiz bir yiizeye
sahip olduklar1 goriilmektedir. Dogal polimerlerden elde edilen mikrokiirelerin,

polimerlerin molekiiler agirliklart ve diger ozelliklerindeki farkliliklar nedeniyle



27

miikemmel kiiresel yapilar olusturmadig: belirlenmistir [87]. RES-ZEN, RES-BIB,
RES-ASA ve ASA-ZEN mikrokiirelerinin oldukca diizgiin yiizeyli kiiresel yapilara
sahip olduklar tespit edildi. Piiriizsiiz ylizeylere sahip kiiresel MK'lerin elde edilmesi,
dis faz olarak kullanilan zeytinyaginin diisiik viskozitesinden kaynaklaniyor olabilir.
Dispersiyon ortaminin diisiik viskozitesi nedeniyle mikrokiireler herhangi bir direngle

kargilagsmamuslardir.
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Sekil 4.1. (A) CBT-ZEN-MP'ler, (B) CBT-BIB-MP'ler, (C) CBT-ASA-MP'ler ve (D) ZEN-BIB MP'lerin SEM
goriintiileri
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IYTEMAM

Sekil 4.2. (A) RES-ZEN-MK 'ler, (B) RES-BIB-MKler, (C) RES-ASA-MK'ler ve (D) ASA-ZEN-MK'lerin SEM
goriintiileri

Mikrokiireler bir optik kamera ile fotograflanmis (Sekil 4.3.), albiimin
mikrokiirelerinin partikiil boyutlarinin 25°C'de 1000 rpm karistirma hizinda 6-25 pm
arasinda degistigi ve ¢ok diizglin yiizeyli kiiresel yapilar oldugu gozlendi. RES-ZEN
ve RES-BIB mikrokiirelerinin partikiil boyutu, 1000 rpm karistirma hizinda ortalama
olarak 9-24 um arasinda degismektedir. Nispeten dar boyut dagilimi ancak daha biiyiik
mikrokiire ¢aplari, dig faz olarak kullanilan zeytinyaginin diisiik viskozitesi nedeniyle
kiirelerin daha az direngle karsilasmasinin bir sonucu olabilir. Ote yandan, RES-ASA
ve ASA-ZEN mikrokiirelerinin partikiil boyutu ise 1000 rpm karistirma hizinda 14-24
um arasinda degistigi gozlendi. Bu bulgu, emiilsiyon haline getirilen dagilmis

damlaciklarin pihtilagsmasini kolaylastiran dagitma isleminin viskozitesindeki bir

artistan kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.3. (A) RES-ZEN-MK 'ler, (B) RES-BiB-MK'ler, (C) RES-ASA-MK 'ler ve (D) ASA-ZEN-MK 'lerin optik
mikrograflart

4.2. FTIR Analizi Sonuclar:

Hazirlanan MP’ler ve MK ’lerin FTIR analizleri gergeklestirildi ve FTIR spektrumlari
Sekil 4.4.”de gosterilmistir. FTIR spektrumu, saf BSA'nin ana bantlarini1 1390 cm™'de
(CHz biikiilme gruplar1) ve ~1240 cm™'de (amit 111, N-H biikiilme ve C-N gerilmesi
ile ilgili) gostermektedir. 1528 cm™ (amid II, C-N gerilmesi ve N-H biikiilme
titresimleri), 1649 cm™ (amid I, C=0 gerilmesi), 2960 cm™ (amid B, NHs" serbest
iyonunun N-H gerilmesi), 3280 cm™ (amid A, N-H esnemesiyle ilgili). FTIR
spektrumundaki en gii¢lii bantlar, proteinlerin ikincil yapisi ile ilgilidir. BSA MP'leri
ve MK'leri saf BSA ile karsilastirildiginda, absorpsiyon bantlarinda kii¢iik kaymalar
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tespit edildi. Amit I, II ve III bantlarindaki kiigiik degisimler, albiimin MP ve MK
bilesiklerinin olusumunu dogrulamaktadir. Ayrica, BSA iizerindeki ¢esitli gruplarin
etkilesimi nedeniyle FTIR spektrumundaki amid B bantlarinin yogunluklarinda artis,
amid III bant yogunluklarinda azalma ve N-H ve/veya C—N baglarindaki degisiklikler
gibi bazi bantlarda ¢esitli degisimler gozlemlendi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. (A) saf BSA, CBT-ZEN-MP, CBT- BiB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIiB-MP'lerinin (B) saf BSA,
RES-ZEN-MK, RES-BIB-MK, RES-ASA-MK ve ASA-ZEN- MK 'lerinin FTIR spektrumlar
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4.3. Zeta Potansiyeli Ol¢iim Sonuclar:

Zeta potansiyeli, sagilan partikiiller arasindaki itme giiciinii temsil eder ve partikiillerin
bir araya toplanma olasilig1 hakkinda fikir verir. Artan zeta potansiyeli degerleri ile
partikiiller arasindaki itme artar, bu da partikiil agregasyonunu azaltir. Bu ¢alismada
hazirlanan bilesiklerin zeta potansiyel degerleri incelendi ve CBT-ZEN-MP'leri, CBT-
BiB-MP'leri, CBT-ASA-MP'leri ve ZEN-BIB-MP'leri icin zeta potansiyeli degerleri
sirasiyla -31,0, -35,0, -38,45 ve -36,20 mV olarak bulundu ve MP'lerin agregasyonunu
onleme agisindan karsilagtirilabilir biiyiikliikte olduklari gozlendi. Zeta potansiyel
degerleri 6l¢iilen MP'ler arasinda en yiiksek zeta potansiyeli degeri CBT-ASA-MP'leri
i¢in bulundu (-38,45mV), bu, olusan CBT-ASA-MP'lerinin iyonik yiizeyi ile uyumlu
olarak protein adsorpsiyon iglemi sirasinda yiik katkisinin biiyiik oldugunu gosterir

(Sekil 4.5.).

Ote yandan hazirlanan RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN MK ’lerin zeta
potansiyel degerleri sirasiyla -33,0, -37,0, -39,35 ve -35,25 mV olarak bulundu ve bu
degerlerin MP'lerin zeta potansiyeli degerleri ile karsilastirilabilir biiytikliikte
olduklar1 goriilmektedir (Sekil 4.5.). MK'ler arasinda en yiiksek zeta potansiyeli degeri
RES-ASA MK!'leri igin dl¢iildii (-39,35 mV) ve bunun RES-ASA ile ¢apraz baglanmis
BSA'nin igsel negatif yiiklerinden kaynaklanabilecegi degerlendirildi.

Hazirlanan bilesikler 4°C ve 25°C olmak iizere iki farkli depolama kosulunda 60 giin
stireyle saklandi ve depolama sirasindaki kararliliklarin1 degerlendirmek igin farkli
zamanlarda zeta potansiyelleri 6l¢iildii. Tiim bilesikler i¢in zeta potansiyel degerleri,
depolama periyodu boyunca degisti ancak 60 giiniin sonunda -26 mV'nin tizerinde
kald1 (Sekil 4.5.). Tiim bilesiklerin depolama siiresi boyunca yiizey yiiklerini 6nemli

6l¢iide koruduklari ve dolayisiyla elektriksel olarak kararli kaldiklar1 gézlemlendi.
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Sekil 4.5. (A-B) CBT-ZEN, CBT-BIB, CBT-ASA ve ZEN-BIB MP'leri, (C-D) RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA

ve ASA-ZEN MK'lerinin 4°C ve 25°C’de 60 giinlik depolama siiresi boyunca zeta potansiyeli
degerlerinin degigimi

4.4. Bilesiklerin Antiradikal Aktivitesi

Metabolizma ve hastaliklarin bir sonucu olarak insan ve diger canlilarin viicudunda
serbest radikaller siirekli olarak iretilir [88]. Serbest radikaller dokular1 ve
biyomolekiilleri genis 6l¢iide yok ederek dejeneratif hastaliklar ve kapsamli lizis gibi
bir¢ok hastaliga yol agarlar. Oksidatif hasar1 tedavi etmek i¢in bir¢ok sentetik ilag
mevcuttur, ancak bunlar olumsuz yan etkilere de gosterirler [89]. Diyet katki
maddelerinden geleneksel tip yontemleriyle elde edilen dogal antioksidanlar, yukarida
bahsedilen yan etkilere alternatif bir ¢éziimdiir. Bugiine kadar ¢esitli kaynaklardan
birgok dogal antioksidan izole edilmis ve aktiviteleri tanimlandi [89-92].

Fitokimyasallarin karmasikligi nedeniyle, antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in
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tek bir yaklasim kullanilamaz. Bu nedenle, bitki ekstraktlarinin 6ziinii antioksidanlar

acisindan dogrulamak i¢in gesitli geleneksel teknikler kullanildi.

4.4.1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil giderici aktivitesi sonuclari

CBT-ZEN-MP, CBT-BiB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-MP'nin metanoldeki
ekstraktlarinin dnceden belirlenmis zamanlarda (0, 24 ve 48 saat) serbest radikal
stipirme aktiviteleri belirlendi ve Sekil 4.6.’da gosterildi. Ekstraktlar arasinda CBT-
ASA-MP’lerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulundu ve bu sonug 48 saat sonra
BSA MP’lerinden ¢ok uzun siireli CBT-ASA salimina bagli olabilir. 8 pg/mL
konsantrasyonda CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-
MP'lerinin siipiirme aktiviteleri 48 saat sonunda sirastyla %81,0 + 1,20, %82,0 + 0,78,
%94,0 + 1,25 ve %91,0 + 1,10 olarak bulundu. CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-
ASA-MP ve ZEN-BIB-MP metanoldeki ekstraktlarinin IC50'si 48 saat sonra sirastyla
3,32 £ 0,18, 3,37 £ 0,27, 2,80 + 0,35 ve 2,91 £ 0,29 pg/mL olarak belirlendi.
Mikropartikiillerin antioksidan saliminin artan doz ile arttig1 ve artan siire ile dnemli
Ol¢iide degismedigi gozlendi. Farkli bilesiklerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri

su sirada degisti: CBT-ASA-MP > ZEN-BIB-MP > CBT-BIB-MP > CBT-ZEN-MP.

RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN mikrokiirelerinin metanoldeki
ekstraktlarinin 6nceden belirlenmis zamanlarda (0, 24 ve 48) belirlenen serbest radikal
stiptirme aktiviteleri Sekil 4.7.’de gosterildi. Ekstraktlar arasinda RES-ASA
mikrokiiresi, 48 saat sonra meydana gelen ve bu mikrokiirelerin uzun siireli salimina
atfedilebilecek en yiiksek aktiviteyi gosterdi. 8 pg/mL konsantrasyonda RES-ZEN,
RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN mikrokiirelerinin siipiirme aktiviteleri 48 saat
sonunda sirastyla %80,0 + 1,32, %92,0 + 0,55, %98,0 + 0,75 ve %88,0 = 1,20 olarak
belirlendi. RES-ZEN, RES-BIB, RES-ASA ve ASA-ZEN mikrokiirelerinin
metanoldeki ekstraktlarinin IC50'si 48 saatte sirastyla 3,86 + 0,12, 3,55 + 0,20, 2,95 +
0,25 ve 3,69 + 0,32 pg/mL seklinde bulundu. Mikropartikiillerin sergiledikleri
antioksidan profil doza bagimlilik gosterdi ve zamanla 6nemli 6l¢iide degismedi.

Mikropartikiillerin serbest radikal siiplirme aktiviteleri asagidaki sirayla meydana
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Sekil 4.6. CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-MP’lerinin metanoldeki ekstraktlarinmn
(A, B) 0 saat, (C, D) 24 saat, (E, F) 48 saat sonra DPPH radikal siipiirme aktiviteleri ve IC50 degerleri.
Veriler, test edilen tiim dozajlar i¢in ortalama + SD (n = 3, P > 0.05) olarak ifade edildi.
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(A, B) 0 saat, (C, D) 24 saat, (E, F) 48 saat sonra DPPH radikal siipiirme aktiviteleri ve IC50 degerleri.
Veriler, test edilen tiim dozajlar i¢in ortalama + SD (n = 3, P > 0.05) olarak ifade edildi.
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Pérez ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada kurutulmus biberiye
yapraklariin DPPH aktivitesi incelenmis ve 8 mg/mL numunenin %DPPH giderici
aktivitesi yaklasik olarak %355 bulunmustur [93]. Bu ¢alismada ise ¢imlendirilmis
bugday tohumu iceren biberiye mikropartikiilleri %82 aktivite gdsterirken zencefil
icerenlerinki %91 bulunmustur. Literatiir ile karsilastirilan sonuglara gore; deneylerde
biberiye ile kullanilan bilesenlerin antiradikal aktiviteye olumlu katkida bulundugu

gorilmistiir.

DPPH radikalinin yarisinin ortamdan siipiiriilmesi i¢in gerekli olan konsantrasyon
yogunlugunu ifade eden EC50 degerleri; Terpinc ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada 6,6 -27,4 pg/mL arasinda degistigi, Mezza ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada ise 12,81 ila 29,17 pg/mL olarak bulunurken, bu ¢alismada 2,91 ile 3,55

arasinda degistigi tespit edilmistir [94, 95]. Bu c¢alisgmada biberiyenin yaninda

kullanilan bilesenlerin EC50 degerlerini azaltmaya katkida bulundugu diistiniilebilir.

Stoilova ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada zencefil iceren ekstraktin
4ug/mL’si icin %DPPH giderici aktivitesi %65-70, EC50 degeri 0,60-0,65 pg/mL
arasinda bulunurken; bu calismada zencefil ve biberiye iceren mikropartikiillerinin
4ng/mL’si icin %DPPH giderici aktivitesi %70-75 arasinda, EC50 degeri 3,5-4,0
pg/mL arasinda bulunmustur [96]. Literatiirdeki sonuglara gore zencefil ile kullanilan
biberiye veya ¢imlendirilmis bugday tohumu %DPPH giderici aktivesine az da olsa

olumlu, EC50 degerine olumsuz yonde etkilemistir.

Kavita ve digerleri tarafindan yapilan bir arastirmada asofaedita iceren ekstraktin
4mg/mL’si i¢in %DPPH giderici aktivitesi %60, ve Khazdair digerleri tarafindan
yapilan bir arastirmada EC50 degeri 3,8 pg/mL bulunurken [97, 98], bu ¢alismada
zencefil ve ¢imlendirilmis bugday tohumu bulunan mikropartikiillerin 4pg/mL’si i¢in
%DPPH giderici aktivitesi %70-75, EC50 degeri 3 pg/mL civarinda bulunmustur. Bu
calismada elde edilen karigimlarin asofaeditanin antioksidan aktivitesini olumlu yonde

etkiledigi s6ylenebilir.
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4.4.2. Siiperoksit anyon giderme aktivitesi sonuclari

Siiperoksit anyonlar1 ve hidroksil radikalleri, eksik oksijen indirgemesi yoluyla olusan
reaktif oksijen tiirlerinin 6rnekleridir [99]. Hidroksil radikali, lipid peroksidasyonunda
ve proteinlerdeki disiilfid baglarinin, 6zellikle fibrinojenin, genisletildi ve ¢izildi
uzaysal yeniden kivrimlara neden olan distilfid baglarinin indirgenmesi gibi muazzam
biyolojik tahribat olusumunda rol oynayan ana aktif oksijen tiiriidiir. Bu reaksiyonun
sonuglart not edild1 ve ateroskleroz, kanser ve norolojik bozukluklar gibi belirli
durumlarda indirgeyici olmayan maddelerin aktiviteleri ile 6nlenebilir [87, 100]. Hem
CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-MP'lerin hem de RES-
ZEN-MK, RES-BIB-MK, RES-ASA-MK ve ASA-ZEN-MK lerin hidroksil radikali
stiplirme aktiviteleri 6l¢iildii. Tablo 4.1.’de gdsterildigi gibi, RES-ASA-MK’lerinin
diger bilesiklerden biraz daha yiiksek aktiviteye sahip olduklari bulundu.

Siiperoksit radikali, en etkili serbest radikallerden biridir [101] ve hiicre fonksiyonlari
icin de ¢ok tehlikelidir [102]. Robak ve Gryglewski'ye [101] gore polifenollerin
stiperoksit anyonlarini hizla temizleme yeteneklerinden dolayi en giiclii antioksidanlar
oldugu bulundu. Bulgular, tiim bilesiklerin konsantrasyonlar1 arttik¢a radikal siipiiriicti
etkilerinin arttigin1 ve bu da bitki ekstraktlarinin siiperoksit radikal stiipiiriicii

etkilerinin konsantrasyona bagli oldugunu gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirleri de dahil olmak tizere oksidatif stres onciileri olarak siiperoksit
radikallerinin hiicresel bilesenler i¢in son derece tehlikeli oldugu diisiiniilmektedir
[101]. Hazirlanan MP'lerin ve MS'lerin radikal siipiirme 6zelliklerini degerlendirmek
icin, alkali DMSO prosediirii ile siliperoksit radikalleri olusturulurken, etanol ve
etanol:su karigimi, olusturulan radikallere kars1 giiclii inhibitor aktivite sergiledi. RES-
ASA MS'leri ve CBT-ASA MP'leri sirastyla %94,95 + 1,10 ve %88,95 + 1,15 degerleri
ile en giiclii radikal siipiiriicii aktiviteleri gdstermistir, bu sonuglar bunlarin en etkili

bilesikler oldugunu ortaya koymaktadir (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. CBT-ZEN-MP, CBT-BIiB-MP, CBT-ASA-MP, ZEN-BIB-MP’leri ile RES-ZEN-MK, RES-BiB-MK,
RES-ASA-MK ve ASA-ZEN-MK lerinin hidroksil radikali siipiirme aktiviteleri ve siiperoksit anyon
stipiirme aktiviteleri

Konsatrasyon % Hidroksil % Siiperoksit % Hidroksil % Siiperoksit
(ng/mL) radikali giderme  anyonu giderme radikali giderme anyonu giderme
CBT-ZEN-MP RES-ZEN-MK
1 66,50 + 0,88 60,40 £ 0,98 60,90 + 1,00 61,55+ 1,00
2 72,00 £ 1,02 70,00 £ 1,05 67,50 £ 1,02 68,00 + 1,15
4 76,30 £ 1,05 77,50 £ 1,02 70,90 £ 1,24 71,40 £ 1,06
5 80,55+ 1,25 81,50+ 1,20 78,55+ 1,22 76,45+ 1,15
6 85,50+ 1,04 84,55+ 1,03 81,75+ 1,05 80,85+ 1,00
8 87,20+ 1,12 88,25+ 1,10 85,35+ 1,12 84,15+1,15
CBT-BIiB-MP RES-BIB-MK
1 61,30 £ 1,25 60,95 + 1,05 62,90 = 1,02 63,05+ 1,04
2 65,50+ 1,14 64,55+ 1,04 68,50 + 1,00 68,95+ 1,14
4 69,45+ 1,02 68,40 + 1,00 73,90 £ 1,04 72,50 £ 1,06
5 74,50 £ 0,98 73,90 £ 1,08 80,95+ 1,18 79,95 +1,12
6 77,80+ 1,04 77,98 £1,00 83,90 = 1,05 82,98 £ 1,15
8 81,90+ 1,33 83,00+ 1,25 87,50+ 1,35 86,80 + 1,05
CBT-ASA-MP RES-ASA-MK
1 65,60 + 1,30 67,50 = 1,20 70,50+ 1,10 73,25+ 1,25
2 70,30+ 1,23 72,35+ 1,03 78,55+ 1,05 77,95+ 1,05
4 73,90+ 1,15 74,70 = 1,05 81,50 + 1,02 80,90+ 1,15
5 80,50 £ 0,97 82,50 + 0,98 83,60 + 1,05 84,55+ 0,95
6 83,30+ 1,00 83,90+ 1,10 86,95+ 1,15 87,00+ 1,15
8 89,25+ 1,05 88,95+ 1,15 93,95 +1,05 94,95+ 1,10
ZEN-BIB-MP ASA-ZEN-MK
1 63,20+ 1,12 62,50 £ 1,02 62,90 + 1,00 62,90 + 1,05
2 70,20+ 1,33 71,40+ 1,30 70,60 £ 1,25 71,00 +0,98
4 74,40 £ 1,20 75,00 = 1,40 71,20+ 1,20 76,50 + 1,10
5 81,00 + 0,99 82,80+ 1,10 80,85+ 1,11 80,70 + 1,15
6 84,30+ 1,02 83,00+ 1,00 83,05+ 1,05 83,05+ 1,05
8 88,60 + 1,24 86,90 + 1,04 87,00+ 1,14 86,75+ 1,00

Hidroksil ve siiper oksit radikali giderme sonuglarina bakildiginda 4 pg/mL
konsantrasyonda en yiiksek radikal giderme giicliniin CBT-ZEN-MP ve RES-ASA-

MK lerine ait oldugu gozlemlenmistir. SEM goriintiileri ile karsilastirildiginda CBT-
ZEN-MP’nin diger MP’lere gore ve RES-ASA-MK’nin diger MK’lere gore daha
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kiiresel formda yani daha genis yiizey alanina sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Bu

durumun antiradikal aktivitelerini olumlu yonde etkiledigi sonucu ¢ikarilabilir.

Hidroksil ve siiper oksit radikali giderme sonuclarina bakildiginda 4 pg/mL
konsantrasyonda en diisiik radikal giderme 6zelligini CBT-BIB-MP ve RES-ZEN-
MK leri gostermistir. SEM goriintiileri ile karsilastirildiginda CBT-BIB-MP’nin diger
MP’lere gore ve RES-ZEN-MK’nin diger MK’lere gore kiiresel formdan daha uzak
yani daha az yiizey alanina sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Bu durumun antiradikal

aktivitelerini olumsuz yonde etkiledigi sdylenebilir.

4.4.3. Toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesi sonuclari

Bilesiklerin toplam fenolik igerikleri, seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi ile
dogrulandi ve sentezlenen bilesiklerin toplam fenolik igerigi Tablo 4.2.’de
gosterilmistir. Sonuglar, RES-BIB mikrokiirelerinin en yiiksek toplam fenolik igerige
sahip oldugunu, bunu RES-ASA mikrokiireleri ve CBT-ASA mikropartikiillerinin
takip ettigini, tiim bilesiklerin toplam fenolik igeriginin ise 139.80 + 1.10 ug GAE/g
bilesik ile 180.50 + 1.25 pg GAE/g bilesik araliginda oldugunu gosterdi.

Tablo 4.2. CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-ASA-MP, ZEN-BIB-MP’leri ile RES-ZEN-MK, RES-BIB-MK,
RES-ASA-MK ve ASA-ZEN-MK ’lerinin toplam fenolik icerigi

Numune Toplam Fenolik icerigi ng GAE/g = SD
CBT-ZEN MP 143,55 £ 1,05
CBT-BiB MP 139,80 £ 1,10
CBT-ASA MP 164,75 £ 1,04
ZEN-BIB MP 162,20 = 1,04
RES-ZEN MK 145,60 £ 1,20
RES-BIB MK 180,50 + 1,25
RES-ASA MK 173,50 £ 1,15
ASA-ZEN MK 148,60 + 1,21




BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bitkiler ¢ok eski caglardan beri insanlar tarafindan hastaliklara sifa olmasi icin ¢esitli
karisimlar halinde kullanild1 ancak bitkilerin hastalik tizerine etkilerinin tam olarak
bilinmesi, bitkilerden elde edilen karisimlarin bilimsel verilere dayandirilarak
hazirlanmasinin ge¢misi oldukg¢a yakindir. Fonksiyonel gidaya olan ilgi ve bilincin

artmasi bitkilerin hastaliklarda etkilerinin arastirilmasini hizlandirdi.

Bu calismada fonksiyonel bir bilesen olan resveratrol ile ¢imlendirilmis bugday
tohumu, asofaedita, biberiye, zencefil bitkileri ve sigir serum albiimini kullanilarak
dogal tastyicilar igeren mikrokiireler ve mikro partikiilleri elde edilmistir. Elde edilen
fonksiyonel gida bilesenlerinin yapisal ve yiizey 6zelliklerinin karakterizasyonu i¢in
SEM ve FTIR analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda bilesenlerin sahte kiiresel
formda olduklar1 gézlemlenmistir. Optik kamera incelemesiyle yapilan mikrokiirelerin
partikiil boyutlarinin 6 ile 25 pm arasinda oldugu belirlend1. Partikiillerin boyutlarinin
dagilim araligi c¢ok genis degildir fakat bazi partikiillerin c¢aplarmin biyiik
gbzlemlenmesinin sebebi diisiik vizkoziteye sahip zeytinyaginin dis faz olarak tercih

edilmis olmas1 ve mikrokiirelerin daha az direngle karsilasmasi olabilir.

Elde edilen partikiillerin tekrar bir araya toplanma ihtimalini degerlendirmek amaciyla
zeta potansiyeli analizi yapilmaktadir. Partikiillerin zeta potansiyel degerlerinin
artmasi partikiiller aras1 itmenin arttiginin bir gostergesi olarak yorumlanir. Calismada
tiretilen mikropartikiillerin zeta potansiyeli degerleri CBT-ZEN-MP'lerinin -31,0 mV;
CBT-BIB-MP'lerinin -35,0 mV; CBT-ASA-MP'lerinin -38,45 mV ve ZEN-BIB-
MP'lerinin -36,20 mV olarak belirlenmistir. Calismada sentezlenen mikrokiirelerin
zeta potansiyeli degerleri ise RES-ZEN MK ’lerin -33,0 mV, RES-BIB MK lerin -37,0
mV, RES-ASA MK’lerin -39,35 mV ve ASA-ZEN MK’lerin -35,25 mV olarak
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bulundu. Bu degerler mikropartikiillerin agregasyonunu 6nlemek i¢in nispeten yeterli

diizeyde oldugu sdylenebilir.

Fonksiyonel bilesenlerin antioksidan aktivitesinin tespit edilebilmesi i¢in DPPH
radikalini, sliper oksit anyonunu ve hidroksil radikalini giderebilme diizeylerine
bakildi. Analizler bilesenler elde edildikten hemen sonra, 24 ve 48 saat sonra olmak
tizere ii¢ farkli zaman dilimde tekrarlandi. CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-MP'lerinin
DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri 48 saat sonunda sirasiyla %81,0 + 1,20, %82,0
+ 0,78, %94,0 + 1,25 ve %91,0 + 1,10 olarak bulundu.

CBT-ZEN-MP, CBT-BIB-MP, CBT-ASA-MP ve ZEN-BIB-MP metanoldeki
ekstraktlarinin IC50'si 48 saat sonra sirastyla 3,32 + 0,18, 3,37 = 0,27, 2,80 + 0,35 ve
2,91 £ 0,29 pg/mL olarak belirlendi. Mikropartikiillerin antioksidan saliminin artan
doz ile artt1g1 ve artan siire ile onemli 6l¢iide degismedigi gézlendi. Farkli bilesiklerin
serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri su sirada degismistir: CBT-ASA-MP > ZEN-BIB-
MP > CBT-BiB-MP > CBT-ZEN-MP.

Yaptigimiz calismada elde edilen mikropartikiiller ve mikrokiireler yalnizca
fizikokimyasal Ozellikleri agisindan incelenmis olup canli organizmalardaki
biyokimyasal etkileri incelenmedi. Bundan sonraki yapilacak ¢alismalarda elde edilen
bilesenlerin insanlar tarafindan fonksiyonel gida olarak tiiketimine uygun olup

olmadiginin incelenmesi i¢in ilave analizler yapilabilir.
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