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OZET

Bu c¢aligmada celtik islemede yan iiriin olarak aciga cikan piring kepeginin katma
degerinin artirilmast amaclanmistir. Gelismekte olan ekstraksiyon tekniklerinden
ultrason yontemi kullanilarak piring kepeginden protein ekstraksiyonun optimizasyonu
sonucunda en yiiksek protein veriminin elde edildigi parametreler 0.43 kati/siv1 orani,
%48.25 amplitude gii¢ ve 29.89 dakika olarak belirlenmistir. Ekstraksiyon
optimizasyonu ile belirlenen kat/sivi orani ve siire esas alinarak farkli ultrason giicleri
uygulanan piring kepeginden elde edilen protein izolatlarinin antioksidan ve
antiproliferatif ozellikleri arastirilmistir. Bu amacla piring kepegi protein izolatlarinin
toplam antioksidan kapasite (TEAC), DPPH siipiiriicii aktivite, toplam fenolik bilesen
miktar1 (TPC), metal selatlama aktivitesi ve HepG2 hiicresi iizerine -etkileri
belirlenmistir. En yiiksek antioksidan kapasite (17,73 mg trolox/mg o6rnek), DPPH
stiptirticti aktivite (%63,61), toplam fenolik bilesen miktar1 (297,43mg GAE/g protein
ekstrakti) ve metal selatlama aktivitesi (%55,34) degerleri %100 gii¢ uygulanan
orneklerden elde edilmistir. Uygulanan ultrason giiciiniin HepG2 karaciger karsinom
hiicre kiiltiirleri iizerine sitotoksik etkisinin olmadig1 (p>0.05), ve piring kepegi protein
izolatlart i¢in toksik etkinin gézlendigi minimum konsantrasyonun 1 mg/mL protein

izolati/besiyeri oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler; Piring Kepegi, Ultrason Destekli Ekstraksiyon, Optimizasyon,
Biyoaktif Ozellikler, Antioksidan, Antiproliferatif
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to increase added value of rice bran releasing as the by-
product of paddy processing. The highest protein yield parameters were found as 0.43
solid/liquid ratio, power of 48.25% amplitude, and ultrasound application time of 29.89
minutes as result of using ultrasound which is an emerging extracting techniques. Based
on the solid/liquid ratio and time determined by extraction optimization, antioxidant and
antiproliferative properties of protein isolates obtained from rice bran treated by
ultrasound of varying power were determined. For this purpose, total antioxidant
capacity (TEAC), DPPH scavenging activity, total phenolic content (TPC), metal
chelating activity and the effects on HepG2 citotoxity of rice bran protein isolates were
evaluated. The highest values for TEAC (17,73%), DPPH (63,61%), TPC (297,43 mg
GAE/mg), metal chelating activitiy (55,34%) were obtained from samples treated with
100% ultrasonund power. It has been determined that the ultrasound power had no
significant (p>0,05) cytotoxic effect on HepG2 liver carsinom cell line, and minumum
concentration of rice bran protein isolate for toxic effect was 1mg/mL protein

isolate/medium.

Key words: Rice Bran, Ultrasound Assisted Extraction, Optimization, Bioactive

Properties, Antioxidant, Antiproliferative
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GIRIS
Gilinlimiizde hizla artan diinya niifusuna karsilik iiretimin artisinin ayni siiratte olmayisi

gida sanayi artiklarinin degerlendirilmesi veya yan iriinlerinin katma degerlerinin

artirtlmasini gerekli kilmistir.

Pirin¢ kepegi celtik isleme sanayinin en 6nemli yan iiriinii olup ¢ogunlukla iilkemizde
hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Piring tanesinin yaklasik olarak %10 unu kepek
olusturmakta bilesim ve igerik ¢esitli, Onislem ve 6glitme parametrelerine bagl olarak
degismekle birlikte [1] kepek, %11,3-14,9 protein, %34,0-62,0 nisasta ve %15,0-19,7
yag igermektedir [2]. Bununla birlikte kepek proteini yiiksek besinsel degerinin yani

sira niitrasotik 6zelliklere sahiptir [3].

Dogal f{irlinlerden biyoakatif bilesenlerin ekstraksiyonunda yeni gelisen, yliksek
hidrostatik basing, vurgulu elektrik alan, mikrodalga, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ,
basingli s1vi ekstraksiyon sistemleri ve ultrason gibi c¢esitli teknikler ile desteklenmis
yontemler giderek yayginlagsmaktadir [4; 5; ]. Bu yeni gelisen yontemlerden biri olarak
ultrason destekli ekstraksiyon ucuz, basit ve kisa siireli bir yontem olmasindan dolay:
geleneksel yonteme gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Ultrasonun mekanik ve
kavitasyonel etkisi sayesinde hiicre duvari parcalanmakta ve hiicre i¢i maddenin

ekstraksiyonu kolaylasmaktadir [6].

Ultrason etkisinin yiiksek 1s1 ve basing olusturan kiiciik kaviteler, sok dalgalar ve
partikiil hizlanmas1 sonucu olustugu kabul edilmektedir. Kavitasyon olarak adlandirilan
bu etkinin 20 kHz’e kadar mekanik 6tesinde kimyasal olabilecegi bildirilmistir [7].
Ultrason uygulamasinda kepege fiziksel muamele hiicre duvarimi pargalayabilir ve
sonugta hidroliz i¢in uygun bir ortam olusur. Ultrason uygulamasi ile gerceklesen

kavitasyon sonucu olusan 1s1 ve basing hiicre duvari ve hiicre i¢i molekiiler baglara etki

eder [8; 9].



Protein ekstraksiyonunda ultrason destegi yeni gelisen metotlardan olup umut verici
tekniklerden biri olarak goriilmektedir. Ornegin, piring kepegi proteinlerinin

ekstraksiyonunda ultrason destegi ile yliksek verimliliklere ulasilabildigi kaydedilmistir.

Gida proteinlerinin farkli yollarla pargalanmasi sonucunda agiga ¢ikan hidrolizat ya da
hidrolizatlarin diisiik molekiil agirlikli kisa zincirli peptit fraksiyonlarinin biyoakatif
etkileri yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Mesela, piring kepeginden elde edilen
protein hidrolizatlarinin antioksidan aktiviteye sahip olduklari belirtilmistir.  Piring
kepegi protein izolatindan elde edilen alblimin, globiilin, prolamin ve glutelin
fraksiyonlarindan globiilin fraksiyonunun pepsin ve tripsin hidrolizatlarinin linoleik asit
peroksidasyonuna karst en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir

[10].

Protein hidrolizatlarinin biyoakativitesini belirlemede kullanilan yontemlerden biri de
hiicre kiiltiirii ¢alismalaridir. Bugday, piring ve misir giinliikk hayatta fazla tiiketilen
gidalardandir. Bu tahillar yine protein igerigi bakimindan zengindirler, antioksidan ve
antikanser protein ve peptitleri icerirler [11]. Yapilan bir ¢alismada piring kepeginden
elde edilen sabunlagsmayan bilesenlerin HepG2 hiicrelerinin enzim aktivitesini ve

oksidatif stresi diizenledigi bildirilmistir[12].

Cesitli  bitkisel ve hayvansal materyalden protein ekstraksyonunda etkinligin
saglanmasinda kullanilan yaklasimlardan biri de deney dizayninin cevap ylizey yontemi
kullanilarak yapilmasi ve boylelikle en az sayida deney yaparak hedeflenen sonuca
deney parametrelerinin hangi degerleri ile ulasilabileceginin ortaya konulmasidir. Konu
ile alakal1 olarak cevap ylizey yontemi kullanilarak piring kepeginden ultrason destekli
antioksidan bilesen ekstraksiyonu c¢alismasinda, solvent konsantrasyonu, sicaklik ve
stire parametreleri incelenmis ve optimum ekstraksiyonun %65-67 etanol, 51-54 °C,

40-45 dk ile gerceklesebilecegi tespit edilmistir [13]

Bu calismada celtik isleme sanayinin yan iriinii olan piring kepeginden Oncelikle
ultrason destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak protein ekstraksiyonunun cevap
yiizey yontemiyle optimize edilmesi amaglanmistir. Belirlenen optimum parametreler
kullanilarak elde edilen piring kepegi protein izolatlarinin DPPH siipiiriicii aktivite,

toplam fenolik bilesik analizi, toplam antioksidan kapasite tayini (TEAC), metal



selatlama gibi biyoaktif 6zellikleri ile birlikte karaciger kanser hiicre hatti (HepG2)

tizerinde antiproliperatif etkileri belirlenmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Ultrason

Ses dalgalar1 frekanslarina gore gruplandirilirlar. 20 Hz ile 20 kHz insan tarafindan
algilanabilir ses araligidir [14]. Kati, siv1 ve gazlardan gegebilen ses dalgalari olan
ultrason insan kulag: tarafindan algilanamayan dalga boyu 20 kHz den yiiksek olan ses
dalgalaridir [15]. Gida uygulamalarinda 20 kHz ile 1 mHz arasindaki ultrason
kullanilmaktadir. 1 mHz in istiindeki dalga boylar1 tip alaninda goriintiileme amaclh

kullanilmaktadir [14].

20 Hz 20 kHz 1 MHz
N \EAAAAAANRAL MAALALAZARARA
/ \\/’ ' ‘ ""||l||"l\"" |l"‘|"'||o | lh" I‘ ‘ ’ ‘ "'NH
% VY YV VVUVY Y nhmnunml “
- i, = Ultrason
Ses Otesi insanin isitebildigi - - -
ses Ylksek Guclu Tani

Sekil 1.1. Ses dalgas: tipleri

Ultrason;  karistirma, homojenizasyon, emiilsiyon  olusturma, enzim ve
mikroorganizmalarin inaktivasyonunda kullanilmakta ve bu konudaki ¢aligmalar devam
etmektedir. Ultrason igleminin yag globullerinin boyutunu kii¢iilttiigii bilinmekte ve

klasik homojenizasyon yerine kullanilabilmektedir [16; 17; 18].



1.1.1. Hiz, Dalga Boyu, Frekans

Ses dalgalari meydana geldigi ve ilerledigi ortamda ki molekiilleri titrestirirler[19]. Tiim

ses dalgalar1 V=F/I esitligine gore yayilim gosterir.
V:hiz (m/sn)

F: frekans (hertz, siklus/saniye)

I: dalga boyu (mm)

Denklemden de anlasildigr gibi frekans arttikga dalga boyu kisalir. Ses dalgasinin giicii
yani siddeti amplitude/genlik olarak ifade edilir. Ses giicii ses yliksekligi ile ayn1 anlama
gelmektedir. Ses yogunlugu ise birim alan boyunca olusan enerji akim oranidir. Dalga
boyu pespese gelen iki dalganin tepe noktalar1 arasindaki mesafedir. Frekans ise birim

zamanda belli noktadan gegen dalga sayisidir [20].
1.1.2. Ultrason Sistemi Bilesenleri

Ultrason dalgalarinin {iretiminde elektrik enerjisi veya mekanik enerji ses enerjisine
doniistiiriiliir. Gaz zorlamali, s1v1 zorlamali ve elektromekanik doniistiiriicli olmak tizere
i¢ tip donlistiiricti yaygin olarak bu amagla kullanilir [21]. Sistem olarak jenerator,
dontigtiiriiciic  ve iletici  kisimlardan olusur [22] Jenerator, alternatif akimi
doniistiiriiciiniin  kullanabilecegi tiirden daha yiiksek frekansli bir alternatif akima
cevirir. Dontistiiriicii elektrik akimindan mekanik titresimler elde edilmesini, yiliksek
frekansh elektrik akimmdan mekenik titresimler olusmasini saglar. Iletici kisim ise

olusan mekanik titresimleri ultrason isleminin uygulanmak istendigi ortama iletir.

Prob araciligiyla istenilen bolgeye mekanik enerji gonderilmekte ve gelen yanki yine
prop ile ultrason enerjisinden elektrik enerjisine c¢evrilebilmektedir. Kisaca prob
ultrason sisteminin alicist ve vericisidir. Ultrason cihazi olarak adlandirilan sistem
temelde elektronik bir cihazdir. Kisaca ultrason sistemindeki mekanizmay1 6zetlenecek
olursa; once elektrik enerjisi voltaj ve akim halinde transdusere iletilmekte, buraya
gelen enerji mekanik enerjiye doniistiiriilerek yayilmakta, yayilan ses dalgalar1 akustik

bir enerji olusturarak 1s1 ve basing sartlarmi degistirmekte ve kavitasyon



olusturmaktadir. Olusan kavitasyonlarda ortamda yayilarak cesitli etkilere yol

agmaktadir.

Ultrason uygulandig1 ortamda mekanik titresim olusumu, akustik dalga olusumu ve
akustik kavitasyon olusumu gibi etkiler meydana getirir. Ilk iki etki kavitasyonel
olmayan fiziksel etkiler olarak siniflandirilabilir. Olusan bu ilk etki ile temizleme,
ekstraksiyon, dilimleme gibi islemleri yapmak miimkiindiir. Akustik kavitasyon ise

ultrason uygulamalar1 sonucu olusan temel etkidir [23;24].
1.1.3. Kavitasyon

Ultrason dalgalarmin kimyasal ve mekanik etkileri kavitasyon kabarciklari
olusturmaktadir [25]. Kavitasyon buhar ve gaz dolu kabarciklarin olusmasi, biiyiimesi
ve geri sOniimlenmesi islemidir. Kavitasyon baloncuklarinin olugmasi igin belirli bir
sicaklikta sivinin statik basincinin buhar basincinin altina diismesi gerekmektedir [26].
Kavitasyon mekanizmasinin olusmasi esnasinda sivi ig¢indeki diger molekiiller kenara

cekilerek bir bosluk olusturur [27].

Ultrason dalgalar1 sivi ortamdan gecerken sikisma fazinda sivi molekiilleri {izerine
pozitif bir basing olusturur ve molekiiller birbirlerine yaklasir, genlesme fazinda ise su
molekiilleri lizerinde negatif bir kuvvet olusturur ve molekiiller birbirinden uzaklagir.
Genlesme esnasinda eger yeterince giiclii bir negatif basing olusmussa, kaviteler
meydana gelir. Bir kabarcigin olusabilmesi i¢in ultrason negatif basincinin sivinin
cekme gerilimini yenmesi gerekir. Uygulanmas1 gereken negatif basing sivi ortamin
ozelliklerine ve safligina baglidir. Saflig1 yiiksek sivilarda molekiiller aras1 cekme giicii

yiiksek oldugundan kavitasyon olusumu i¢in gerekli negatif basing yetersiz kalir.

Utrason uygulamalarinda kavitasyon sayesinde bdlgesel olarak sicaklikta 5000 K’e
basingta ise 1000 atm’e varan degisimler meydana gelebilir (Sekil 2.2). Bu sicaklik
artis1 ve basing siddeti madde igerisinde bir takim kimyasal degisikliklere yol agar.
Ortamda H ve OH serbest radikalleri olusarak yeni kimyasal tepkimeleri tetikler
Uygulanan frekansa gore serbest radikal olusumu degiskenlik gosterir. Diisiik giigteki
uygulamalarda daha az kavitasyon olusurken baloncuk bagina diisen serbest radikal

sayist daha fazladir. Yiiksek gligteki uygulamalarda ise daha ¢ok baloncuk olusur ancak



baloncuk basma daha az radikal olustugu bildirilmektedir. Calismalarda kimyasal
etkinin en ¢ok oldugu aralik 200-500 kHz olarak [28].
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Sekil 1.2. Kavitasyon olusumu [29]

Sistem sartlarina bagli olarak sivi igerisinde gegici ve kalict olmak {iizere iki tip
kavitasyon olusur. Gegici kavitasyon birka¢ akustik dongiiden sonra boyutlarini birkag
kat artirip siddetli sekilde ¢okerek kaybolur. Kararli kavitasyonlar ise onlarca dongii
boyunca lineer olmayan sekilde titresim gosterirler. Kavitasyon ¢okmesi sonucu
kimyasal ve mekanik etkiler ortaya ¢ikar ve etkilere yol agan bu enerjiyi aciklayan teori

“hot spot” olarak adlandirilir [30].
1.1.4 Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyonda verim maddenin dogal yapisina bagli olarak degisim
gosterir. Ultrason sayesinde kati yiizeyinde tahribat olusturulur ve sonugta ekstraksiyon

veriminin artmasi saglanir [15; 19].

Ultrason ile olugsan mikro jetler kati yiizeyine carparak siviyr kati i¢ine enjekte eder
[31]. Olusan kabarciklar ayn1 frekansta titresmenin devamini saglar. Siirekli devam eden
bu durum Kkati i¢indeki Sivinin disart ¢ikmasini disaridaki sivinin da kati igerisine

girmesini saglar [32].



Ultrason destekli ekstraksiyon sistemleri kullanilarak biyoaktif bilesenlerin ekstrakte

edilmesini saglamak ve ekstraksiyon verimini arttirmak miimkiindiir [33]

Geleneksel ekstraksiyon sistemlerine gore daha ucuz, pratik ve verimli olmasi bu
sistemin avantajidir. Ozellikle kati-sivi  ekstraksiyon sistemlerinde verim artist
saglamaktadir. Ultrasonik uygulamalar isisal olmayan islemler olduklarindan sicakliga

duyarli maddelerin ekstrakte edilmesini miimkiin kilar [34].

Ultrason uygulama ile hiicre duvari pargalanir ve hiicre i¢i materyalin alimi1 kolaylasir.
Hiicre duvari1 faktorii ortadan kalktigindan diger yontemlere kiyasla daha kolay ve
verimi yiiksek bir ekstraksiyon gergeklestirilmektedir. Ayrica ultrason ¢ézgenin dokular
arasinda dagilimin1 da saglar [35]. Bu nedenlerle ultrason destekli ekstraksiyon
uygulamalarinin gelecekteki ekstraksiyon sistemleri i¢in onemli bir potansiyele sahip

oldugu bildirilmistir [36; 37; 38].
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Sekil 1.3. Ultrason uygulama asamasinda partikiilde olusan degisim

Yaglar, esansiyel yaglar, antioksidanlar ve biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ig¢in

uygun olan ultrason destekli ekstraksiyon igin pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [36; 39; 40;
41; 42; 43].

Bugday kepeginden ultrason destekli fenolik bilesen ekstraksiyonu [44; 45] enzimatik

ve ultrason destekli arabinoksilan ekstraksiyonu [46] ¢alismalar1 diger baz1 6rneklerdir.



1.2. Optimizasyon ve Cevap Yiizey Yontemi

Miihendislik calismalarinda optimizasyon deney ve yeni iriin tasarlama, {iretim
stirecinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Amag¢ degiskenlerden dogru dlgiide

etkilenen giivenilir bir proses olusturmaktir [47].

Optimizasyon gida miihendisligi alaninda proses verimini en st diizeye ¢ikarmak ve

tirtin kabuliinii artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir [48].

Cevap yiizey yontemi optimizasyon islemleri i¢in 1951 yilinda Box and Wilson
tarafindan denemelerin optimum kosullara ulasmasi amaciyla tasarlanmis istatistiksel
bir tekniktir [48].

Cevap ylizey yontemi tasarim alani igerisinde secilen degiskenlerin birbiri arasindaki
etkilesimi ve optimum etki seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan deney sayisim
minimize eden ve zaman tasarrufu saglayan istatistiksel bir yontemdir [47]. Bu teknik
yaygin olarak biyokimyasal ve diger sanayi islem degiskenlerini optimize etmek i¢in

kullanilan bir tekniktir [37].

Cevap ylizey yonteminde proses degiskenlerinin etkilerini arastirmak amaglanmaktadir.
Sistemin yaniti ve bu yanit lizerine etkisi olan bagimsiz parametrelerin arasindaki
iligkiyi belirlemek i¢in kullanilir. Belirlenen bu etkiler icinde arzu edilen yaniti

olusturan bagimsiz degisken degerleri optimum seviyeyi olusturmaktadir [49].

Cevap yiizey yonteminde ¢cogunlukla ilk islem yanit ve bagimsiz degiskenler arasinda ki
iligki i¢in dogru fonksiyonel yaklasimi bulmaktir. Yanit bagimsiz degiskenlerin lineer

fonksiyonu olarak belirleniyorsa fonksiyon birinci derecedendir.

y=PBo+PBrXe+ PoXo+ ... +PXk + &

Eger yaklasim lineer degilse yliksek dereceli denklemler ile bir model olusturulur.
Y= Bot X Bi Xt Y Bi Xi+ X BiXi+ T3 BiXiX; + ¢

Cevap yiizey yontemi‘nin tiimiinde bu denklemlerden biri ya da tiimii kullanilir [47]


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669016300103#bib0145
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Cevap yiizey yonteminde iiriin veya silire¢ i¢in énemli kritik noktalarin belirlenmesi
gereklidir. Daha sonra etkisi sinanacak faktdrlerin seviye araliklari belirlenmelidir.
Ucgiincii asama olarak belirlenen dizayn test edilir ve son olarak cevap yiizey yontemi ile

analiz edilir ve yorumlanir [50].

Merkezi kompozit tasarimlar (CCD: Central composite designs) ikinci dereceden
tasarimlardan biridir. Bu tasarimin en 6nemli avantaji yeni bir deney tasarimina gerek
duyulmadan 2k tasarimina sadece eksen ve merkez noktalarinin eklenmesiyle yeni
tasarimin elde edilmesidir. Sekil 2.4’te gosterilen sanal kiip merkezi komposit dizaynda

kullanilan noktalar1 (yildiz +a, 0 merkezi nokta) gostermektedir [51].

Sekil 1.4. Merkezi kompozit dizaynin degisken noktalarini temsil eden sanal kiip

Gida teknolojisi alaninda son yillarda genis bir uygulama alani bulan cevap ylizey
yontemi ile basit modellemeler yapilarak prosesi etkileyen ¢ok sayidaki bagimsiz
degiskenler es zamanli olarak incelenebilmekte ve olusan yanitlar en az sayida deneme
yapilarak belirlenebilmektedir. Cevap yiizey yonteminin 6n plana ¢ikmasinin sebebi
diger optimizasyon yontemlerine gore farkli gida proseslerinde uygulanabilir olmasi ve
cok fazla yanit1 dikkate alarak optimum noktayr belirleyebilmesidir. Yontemin
dezavantaji ise egrilik igeren tiim yanitlar1 ikinci dereceden bir denkleme uygun
oldugunun varsayilmasidir. Ancak egrilik iceren tiim sistemlerin ikinci dereceden bir

denkleme uygun oldugunu séylemek dogru degildir [48].
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1.3. Antioksidanlar
1.3.1. Serbest Radikaller

Bir veya birden daha fazla sayida eslesmemis elektron igeren atomik veya molekiiler
yapidaki bilesenler serbest radikal olarak adlandirilirlar. Yapilarinda bulunan
eslesmemis elektronlar sebebiyle ¢ok aktif olan radikaller ortamdaki diger molekiillerle
reaksiyona girerek onlarin da yapisint bozarlar. Antioksidan olarak adlandirilan

maddeler bu serbest radikallerin etkisini inhibe ederler [52].

Insan metabolizmasindaki serbest radikaller c¢ogunlukla reaktif oksijen sebebiyle
olugmaktadir. Reaktif oksijenler; elektron transfer sisteminde, enzimatik reaksiyonlar
sonucunda, oksidasyon reaksiyonlari, UV 1sinlari, beslenme, sigara kullanimi ve

kanserojen maddelerin tiiketilmesi gibi sebeplerle olusabilir [53;54].

Organizmada reaktif oksijen olusumu enflamasyon, radyasyon, yaglanma, normalden
yiiksek oksijen basinci, ozon, azot dioksit ve kimyasal maddeler gibi bazi etmenlerin
bulunmasiyla artis gosterir. Artan serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA,

karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesenlerinin zarar gérmesine sebep olurlar

[55].

Tablo 1.1. Bazi serbest radikal tiirleri (Halliwell, 1994).

Adr Formulii | Tanim
Hidrojen atomu H En basit serbest radikal
Stiperoksit Oy Oksijen merkezli radikal, se¢imli reaktif
] ] En reaktif oksijen radikali,insan viicudundaki tiim
Hidroksil ‘OH
molekiillere etki eder.
_ ) C merkezli radikal, CCl; metabolizmas1 sonucunda
Triklormetil CCly - ' . '
tiretilir ve Oy ile hizli reaksiyona girer
o Kiikiirt iizerinde eslesmis elektron bulunduran tiirlerin
Tiyil RS

genel ad1

] ) Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olusan oksijen
Peroksil,Alkoksil | RO,,RO o
merkezli radikaller

Nitrik oksit NO L-arginin amino asitinden in vivo kosullarda iiretilir
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o NO' ‘nun O; ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava, sigara
Azotdioksit NO,
dumani vb. maddelerde bulunur
Hidrojen HO Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi diisiik
: 202
peroksit
Singlet oksijen o, Oksijenin gii¢lii oksidatif formu

1.3.1.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerden engok etkilenen bilesenler lipitlerdir. Ozellikle hiicre duvarinda
bulunan doymamis yag asiti igeren kolesterol ve yag molekiilleri serbest radikal ile

etkilesime girerek peroksidasyon tiriinleri meydana getirirler.

Lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonlari halinde kendi kendine ilerler.
Peroksidasyon sonucu hiicre duvarinda serbest radiakallerin ve lipid peroksit
radikallerinin olugsmasi reaktif oksijenlerin neden oldugu en 6nemli hasardir ve sagligi
olumsuz etkiler. Serbest radikallerin neden oldugu lipit oksidasyonu enzimatik olmayan

yag oksidasyonu olarak adlandirilir [56].

Uc veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin oksidasyonuyla malondialdehit
(MDA) olusur. MDA, lipit peroksidasyon seviyesinin indikatorii olarak kabul edilir
[55].

LH + R » -+ RH

L+ 0> » LOO - (lipid peroksit radikali)
LOO -+ LH » [LOOH+L-

LOOH » LOO - ; LO- ; aldehitler

Sekil 1.5. Lipid peroksidasyonunun temel reaksiyonlari
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1.3.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler amino asit dizisine bagli olarak serbest radikallerden etkilenirler ancak lipitler
kadar hassas degillerdir. Ozellikle doymamis bag igeren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri i¢eren proteinler serbest radikallere
kars1 daha hassaslardir [57]. Serbest radikallerin proteinlere etkisi sonucunda siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana gelmektedir. Yapisinda
fazlaca disiilfit bagi bulunduran albumin gibi proteinler tersiyer yapilari bozularak

fonksiyonel 6zelliklerini yitirirler [58].
1.3.1.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerden etkilenen hiicre DNA’s1 hiicrede mutasyona ve Oliime sebebiyet
verir. Ayrica hidroksil radikali DNA ve RNA ile reaksiyona girerek hiicre yapisinda
degisiklige yol acar [59].

1.3.1.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine temel etkisi polisakkarit depolimerizasyonu
ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonudur. Monosakkaritlerin serbest radikallerden

etkilenmesi sonucu olusan okzaaldehitler kanser ve yaslanma tizerine etkiye sahiptirler.

[60]
1.3.2. Antioksidan Bilesiklerin Ozellikleri

Serbest radikallere ve normal oksijen metabolizmasinin toksik etkilerine kars1 viicudu
koruma etkisine sahip sistemler antioksidan olarak adlandirilir. Antioksidanlar viicutta
sentezlenmesinin yani sira beslenme yolu ile gidalardan da viicuda temin
edilebilmektedir. Viicudun kendi iirettigi endojen disaridan alinan antioksidan ise

ekzojen antioksidan sistemleri olarak adlandirilir [54].

Endojen antioksidanlar enzim yapisinda olup oksidatif hasarlart gidermek igin
ortamdaki radikal ve reaktifleri etkisiz hale getirir [61]. Onemli antioksidan enzimleri

icinde siliperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidazlar 6rnek olarak sayilabilir.
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Tablo 1.2. Baz1 antioksidanlar

Antioksidan Enzimler Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz A vitamini (B-karoten)
Katalaz C vitamini (askorbik asit)
Stiperoksit rediiktaz E vitamini (tokoferol)
Peroksiredoksinler Proteinler(transferrin, ferritin, albiimin, bilirubin)
Peroksidazlar Hormonlar (serotonin, melatonin)
Glutatyon reduktaz Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoidler)
Glutatyon S-transferans Lipoik asit, iirik asit, glutatyon

Disaridan alinabilecek antioksidanlar dogal ve yapay olarak iki grup altinda toplanir.
Askorbik asit, tokoferol ve beta-karoten, bilinen 6nemli dogal antioksidanlardandir.
Dogal antioksidanlar daha ¢ok yesil sebzelerde, baklagillerde ve tohumlarda bulunur
[54].

Yagda ¢oziinen 6nemli bir antioksidan olan tokoferol hiicre zarinda ve lipoproteinlerde
koruyucu bir role sahiptir. Tokoferoller serbest peroksit radikalleri ile tepkimeye girerek

onlarin aktifligini durdurur bu sayede lipit peroksidasyonunu engellemis olur [62].

Askorbik asit serbest radikallerin hiicre icinden uzaklastirilmasini saglayan bir
antioksidandir. Askorbik asit, kolayca hidrojen atomu vererek dehidroaskorbik asite
dontisiir boylece serbest radikali indirgemis olur ve aktifligini engeller. Askorbik asit

1stya kars1 direnci diisiik bir antioksidandir [63; 64; 65].

Polifenoller ve flavonoidler bitkilerin yaprak, dal, meyve ve ¢igeklerinde cesitli
reaksiyonlar sonucu meydana gelen antioksidan etkiye sahip bilesenlerdir. Suda
coziinme Ozelligine sahiptirler. Flavonoidler insan bagisiklik sistemini giliglendirmekte
kalp krizi riskini azaltmaktadir [66]. Polifenolik bilesikler ve flavonoidler, lipit
peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirirlar, metal
iyonlar1 selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan 0&zellik gosterirler.
Polifenollerin her molekiiliinde birden fazla fenol grubu bulunur. Antimikrobiyal ve
antioksidan etkiye sahip bilesenlerdir. Katesin, gallik asit, epikatesin, kuersetin, p-

kumarik asit 6nemli fenolik bilesiklerdir [67].
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Sentetik antioksidanlar; biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) yapay antioksidanlardir ve
gida sanayinde kullanilirlar [68]. Sentetik antioksidanlar gidalarin oksidasyonu sonucu
olusan bozulmalar, koku olusumu, tatlarin bozulmasi ve vitamin miktarindaki azalmalar
gibi olusan problemleri ¢cézmede ve bunlarin raf dmiirlerini uzatmak amaciyla tercih
edilmektedirler. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini

ortaya koyan ¢aligsmalar mevcuttur [69].
1.3.3. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar1
1.3.3.1. DPPH Radikali Siipiirme

DPPH serbest radikal siiplirme analizinde, ticari olarak elde edilebilen, kararli bir
organik nitrojen radikali olan DPPH bileseni kullanilir ve antioksidanin DPPH serbest
radikalini yakalama yetenegi analiz edilerek antioksidan aktivitenin belirlenmesi
saglanir [70; 71; 72]. Antioksidan-DPPH radikali arasindaki reaksiyon mekanizmasi

asagida gosterilmistir.
DPPH" + Antioksidan — H DPPH-H + A"

DPPH radikali normalde koyu mor renkte bir ¢ozelti olusturur, ortamda antioksidan
bulundugunda, bir proton alarak indirgenmis molekiile doniismekte ve renksiz bir

¢ozelti meydana getirmektedir (Sekil 1.6.).

NS IR A e
ke, - O

1: Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) 2: Difenilpikrilhidrazin (radikal degil)
Sekil 1.6. DPPH’in molekiiler yapis1
DPPH’in, antioksidan madde ile reaksiyonunun absorbansinin 515-517 nm’de

Olgiilmesi en yaygin kullanilan DPPH analiz yontemlerindendir [53;70;73;]. Analiz
genel olarak; DPPH’in belli konsantrasyonlarda metanol ya da etanolde ¢oziindiiriilerek
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hazirlanmasi, hazirlanan ¢ozeltiden belirli miktarin alinip 6rnek ¢dzeltinin belirlenen
konsantrasyonuyla karistirilip inkiibe edilmesi ve ardindan absorbansin okunmasi
ilkesine dayanir. Inkiibasyon siiresi sonunda ornegin antioksidan kapasitesine bagl
olarak, indirgenme reaksiyonu gerceklesir ve karigimin rengi agilir. DPPH’
konsantrasyonunun yarisini inhibe eden antioksidan konsantrasyonu ICsy olarak
hesaplanir [70;72;73]. DPPH analizi basit ve hizli olugundan dolay: bitkiler ve
gidalardan elde edilen ekstraktlar ya da bilesiklerdeki serbest radikal siipiiriicii aktiviteyi

belirlemek i¢in siklikla tercih edilen yontemdir.
1.3.3.2. Folin Ciocalteu (FC)Yéntemi ile Toplam Fenolik Madde

Toplam fenolik madde analizi i¢in kullanilan FC metodu iiriinlerdeki antioksidan
ozelligi saglayan gruplarin hidroksil gruplar1 hakkinda fikir veren bir analizdir. FC
yonteminde fenolik, polifenolik antioksidanlar kolorimetrik olarak belirlenir. Analiz
edilen 6rnegin, FC’nin oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarin belirlenmesi
esasimna dayali bir yontemdir. FC yontemi fenolik bilesikler ve diger indirgeyici
antioksidanlardan molibden elektron transfer edilmesi temeline dayanmaktadir ve mavi
renkli bir bilesik olusur. Olusan mavi renkli kompleksin absorbanst 750-765 nm’de
spektrofotometrik olarak oOl¢iiliir. Analizin temel prensibi oksidasyon-rediiksiyon
kimyasal reaksiyonlarina dayandigindan antioksidan kapasitesi Olgme yoOntemleri
arasinda yer almistir. Fenolik bilesikler bazik sartlar altinda FC ile reaksiyona girerler
bu sebeple analiz yapilirken sodyum karbonat ile pH’nin yaklasik 10’a ayarlanmasi
gerekmektedir. Analizde, fenolik protonlarin disosiasyonu ile fenolat anyonu olusur
(Sekil 2.7.). Olusan fenolat anyonu da FC’yi indirger ve sonugta mavi bilesen olusur, bu

bilesenin rengi fenolik maddenin yapisindan bagimsizdir [53;70;72;73].

8] ) C)
(A 1)

Sekil 1.7. Fenolat anyonu olusumu

OH
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FC metodunda gallik asit genellikle fenol referans standardi olarak kullanilir. Sonuglar

gallik asit esiti olarak (mg/g, mg/L) ifade edilir [53;70;72].
1.3.3.3. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC veya ABTS)

TEAC analizi 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikal katyonunun
antioksidanlar tarafindan absorbansinin engellenmesi ilkesine dayali olarak
gerceklestirilen bir analizdir. TEAC’1n karakteristik dalga boyu 660, 734 ve 820 nm’dir
[61]. ABTS radikali katyon formunda iiretilir, temel spektrofotometrik olarak gesitli
maddelerin toplam antioksidan aktivitesini 6lgmede kullanilan bir bilesendir. TEAC
analizi renksiz sivi potasyum persiilfit ile ABTS’nin oksidasyonu sonucunda
ABTS’deki renk iiretimine dayanmakta olup hem lipofilik bilesenlere hem de hidrofilik
bilesenler i¢in kullanilabilir bir tayin yontemidir. ABTS ¢ozeltisi seyreltilir ve yaklasik
10 dakika icinde absorbansi Olciiliip daha sonra farkli konsantrasyondaki orneklerin
absorbansi oOlciiliir. Trolox, vitamin E’nin suda ¢oziinen formu olup TEAC analizinde
referans standart olarak kullanilir. Analiz genis bir sekilde bitkilerin antioksidan

ozelliklerini tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir [75].
1.3.3.4. Fe** Iyonu indirgeme Giicii (FRAP)

Disiik pHda ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe3+-TPTZ) antioksidanlarla etkilesime
girerek ferroz kompleksine (Fe2+-TPTZ) indirgenir. Olusan ferr6z kompleksin 593
nm’de absorbanst Olgiiliir. Bu analizde elektron vermenin antioksidanlarin toplam

indirgeme kapasitesiyle dogru orantili oldugu varsayilir [76; 77].
1.4. Hiicre Kiiltiirii
1.4.1. Kanser

Kanser, hiicrenin farklilasarak kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu gelisen,
gelisimi karmasik ve ¢oklu adimlar igeren 6liimciil bir hastalik olup bir hiicre grubunun
kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip anormal bir yapiya sahip olan, kan dolasimi ve lenf
sistemine katilip diger organlara yayilabilme 6zelligi gosterebilen doku kitlesi olarak

tanmimlanmustir [78].
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Normal isleyen organizmada hiicreler kontrollii bir sekilde ihtiyaca gore bdliinerek
cogalirlar. Hiicreler bir taraftan c¢ogalirken diger taraftan programli 6lim ya da
"apoptoz" denilen olay ile yok olurlar. DNA’da bulunan biiyiime faktorlerinde meydana
gelen bozulmalar hiicrelerin anormal sekil ve hizda biiylimesine sebep olarak ‘timor’
ad1 verilen Kkitlenin olugumuna sebebiyet verir. Tiimdrler normal dokular

sikistirabilirler, i¢ine sizabilir ve tahrip edebilirler [79; 80].

Kanser koken aldigi dokuya gore adlandirilir. Kanserin yaklasik %851 epitelyal
hiicrelerde goriiniir ve bu durum karsinom olarak adlandirilir. Kemik, kas ya da
konnektif doku gibi mezensimal dokularda gozlenen kanser sarkomalar; kemik iligi,
lenfatik sistem ve periferal kan boyunca meydana gelen kanser ise 16semi ve lenfoma

gibi hematopoetik ve lenfoid malignensiler olarak adlandirilir [81].

Gidalarda bulunan bazi bilesiklerin hiicre savunmasi ve hiicre 6liimii mekanizmalarini
diizenledigini ve karsinojenesiz siirecini engelledigini gdsteren in vitro ve in vivo bir
¢ok ¢alisma bulunmaktadir [82; 83].. Kanser olusma riskini azaltacagi diistiniilen ya da
tahmin edilen gidalara yonelik ¢alismalar giderek artis gostermektedir. Meyve
sebzelerin ¢ok tiiketilmesinin kansere yakalanmayi azalttigini gosteren ve birbirini

dogrulayan bir ¢ok ¢alisma mevcuttur [84; 85].

1.4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltiirii, bir grup hiicrenin organ veya dokudan alinip, uygun fizikokimyasal ve
biyolojik kosullarin saglanmasi ile in vitro kosullarda gelistirilmesi teknigidir. Hiicre
hatlar1 bir organ veya dokuya ait 6zel hiicrelerin giiglii bir virus antijeninin promoteri ile
immortalizasyon islemlerinden gegtikten sonra olusan ve siirekli boliinme yetenegi olan

Oliimsiiz hiicreler olarak nitelendirilir [86].

Hiicre hatlar1 slispansiyon ve monolayer kiiltiirler olarak iki baslikta gruplandirilir. Kan
ve kemik iligi gibi yumusak doku tiimorleri daha ok siispansiyon kiiltiirler olarak
adlandirilirlar. Siispansiyon tipi hiicreler, i¢inde bulunduklar1 kabin yilizeyine yapisma
Ozelligi gostermezler. Fibroblast, epitel, sinir doku gibi tiimorlerin hiicre hatlar
monolayer kiiltiirler olarak adlandirilir ve i¢inde bulunduklar1 kabin yiizeyine yapisma

ozelligi gosterirler.
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Hiicre kiiltiirleri kokenlerine gore farklt zamanlarda boliiniir. Bu sebeple her biri i¢in

farkli besiyeri, beslenme, lireme ve yasam ortami uygun sekilde hazirlanmalidir [86].
1.4.3. Apoptozis

Apoptozis eski Yunanca’dan apo (ayri) ve ptosis (diismek) kelimelerinden olusan
gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin bir gereksinimi olarak ihtiyag
duyulmayan, fonksiyonlari bozulmus hiicrelerin bulundugu ortama zarar vermeden
Olmesidir [87]. Apoptozis hiicre i¢i dengenin saglanmasi ve organ biiyiikliiklerinin
korunmasi agisindan 6nemli bir olaydir [88]. Yapim (mitozis) ile yitkim (apoptozis)
arasinda kontrollii bir denge olmasi gerekmektedir. Kurulmasi gereken bu dengenin
apoptozisin lehine veya aleyhine bozulmasi bir¢ok ©Onemli hastaligin olusmasina

sebebiyet verebilir.
1.4.3.1. Apoptotik Hiicre Oliimii Asamalar

Apoptozis hiicre iginden veya disindan gelen sinyallerle baslar ve birbirini takip eden
bir olaylar zinciri olarak pes pese meydana gelir. Apoptoz asamalari; 1) Apoptozun
baslatilmasi, 1) Hiicre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu, Ill) Hiicrede gesitli
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi ve son olarak 1V) Fagositoz olarak
Ozetlenebilir [89].

1.4.4. Hiicre Canlihg (Viabilite) ve Oliimii (Sitotoksisite) Belirlemek Icin

Kullanilan Analiz Yontemleri

Sitotoksisite, kullanilan kimyasal ve biyolojik maddelerin hiicre {izerinde meydana
getirdigi toksik etkinin degerlendirilmesidir. In vitro hiicre kiiltiirii sistemlerinde,
sitotoksik etkisi arastirtlan maddenin toksik olup olmadigini anlamak i¢in hiicresel
“tutunmaya” engel olup olmadigi, hiicre morfolojisini belirgin derecede bozup
bozmadigi, hiicre bliylime hizin1 azaltmasi ya da hiicre iizerine olan oSliimciil etkisi
degerlendirilir [89]. Bu degerlendirmelerin yapilabilmesi amaciyla ¢esitli testler
gelistirilmistir.  Metabolizma ve ATP“ye baglhh olarak gerceklestirilen viabilite
deneylerinde, hiicrelerin bu etkinlikleri, canli hiicre sayisiyla orantilidir ve madde

uygulanmasindan sonra kontrol grubuna gore etkinlikte azalma sitotoksisiteyi gosterir.
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Sitotoksisite ile hiicre canliligi arasinda ters bir oranti mevcuttur; bu ters orantiyi
etkileyen durumlar bulunabilir. Bunlarin arasinda kimyasal madde ile islem siiresi dnem
arz etmektedir. Kisa stireli (dort saat veya daha az) kimyasal madde uygulamalarinda
madde ile temas metabolizma gostergelerini (marker) ters yonde etkileyebilecegi gibi
Olgiilebilir membran biitiinliigli parametrelerini  degistirmeden ATP igerigini
etkileyebilmektedir. Uzun siireli (24 saat ve daha fazlasi) uygulamalarda ise sitotoksisite

gostergelerinde azalma olusabilmektedir. Ayrica uygulanan kimyasalin yapist da

onemlidir [90]

Hiicre canliliginin ve ¢ogalimimin (proliferasyonunun) arastirilabilmesi igin kuyucuklu
platelerde iretilen hiicre kiiltiirlerinin, analizlerin ayni anda ve hizli bir sekilde
gerceklesmesini  saglayan modern yontemler gelistirilmigtir. Kolorimetrik olarak
gerceklestirilen bu yontemlerde plate, mikroplate okuyucu ya da ELISA plate
okuyucusu ile dogrudan Olglimler yapilabilmektedir. Sitotoksisite caligmalari igin
genellikle hiicre metabolizmasinda olusan degisikliklerin tespit edildigi testler kullanilir.
Metabolizma testlerinde 96-kuyucuklu mikroplatelere yerlestirilmis hiicrelerin
canliliklar1 mikroplate okuyuculu spektrofotometrelerde alinan absorbansa gore tespit
edilir. Genel olarak bakildiginda bu yoOntemler arasinda metabolizma rediiktaz
etkinligine dayanan (azalan metabolik etkinligi degerlendiren), biyoluminesant ATP
degerlendirilmesinin yapildig testler, plazma membran hasarina bagl ¢esitli enzimlerin
salinmasina, DNA fragmantasyonuna ya da isaretli izotoplarin salinmasina dayanan

sitotoksisite deneyleri bulunmaktadir [89;91].

Giiniimiizde herhangi bir maddenin organ ve dokular iizerine kanserojen, mutajen,
teratojen olma olasiligin1 aragtirmak ve anti-kanser ilag etkinligini belirleyebilmek
amaciyla hiicre kiiltiirli testleri hayvan testlerine tercih edilmekte olup sonuglarin daha
gercekei ve spesifik oldugu yapilan calismalar ile gosterilmistir. Hayvan kullanilan
toksisite testleri zaman alici, pahali ve ¢ok sayida hayvanin kullanilmasini
gerektirmektedir. Bu sebeplerle, hiicre kiiltlirii yontemi yani in vitro yontemler, deneyler
icin gerekli hayvan sayisin1 azaltmakta dolayisiyla giderleri azaltan bir metot olarak
tercih edilmektedir. Yeni anti-kanser ila¢ arastirmalarinda kanser hiicrelerine karsi
etkinligi belirlemede en ¢ok kullanilan ydntem sitotoksisite testleridir. In vitro

sitotoksisite testlerinde hizli ve rasyonel sonuglar alinabilmektedir [92].
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Sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan testler; tekrarlanabilir olmali, test edilen
konsantrasyonlar i¢in doz-cevap egrisini vermeli, hiicre sayisi ve test cevabi arasinda
dogrusal iliski olmalidir. In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar1 arasinda; diger
metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki spesifik bir fonksiyonun
degerlendirilebilmesi, c¢ok sayida oOrnegin kisa zamanda ve ekonomik olarak
incelenebilmesi, kantitatif sonuglara ulagabilme ve standardize edilebilme sayilabilir.
Ancak bu testlerde, her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi, kiiltiir hiicrelerinin konak
hiicrelerinden farkli olmasi gerekliligi, kiiltiir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarin

olmamasi gerekliligi gibi dezavantajlar da mevcuttur [93].

1.4.4.1. Laktat Dehidrojenaz (LDH)

Tiim hiicrelerde var olan ve stabil bir sitoplazmik enzim olan LDH; hiicre lizisi veya
membran hasart meydana geldiginde hizlica hiicre kiiltiirii siipernatantina salinir. Bu
test, bir test bilesigi ile inkiibasyon sonrasi, plazma membranindaki degisimleri
belirleyen hizli ve basit bir metottur. LDH, nikotinamid adenine dintikleotidin (NADH)
NAD"’ye oksidasyonu ile piruvat: laktata indirger. NADH tiiketimi spektrofotometrede
340 nm’de olgiilir (2-1). LDH testi ile maddenin 1Csy (%50 inhibisyon saglayan
konsantrasyon), membran biitliinliigli ve hiicre canlilif1 iizerine etkisi hakkinda bilgi

edinmek miimkiindiir [94].
1.4.4.2. Siiksinat Dehidrojenaz

Mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzim aktivitesinin oOl¢iildiigii testte, 6zel bir
¢oziicii ile ¢oziindiiriilen sar1 renkli ana bilesen MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromiir) canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri
tarafindan pargalanarak suda ¢6ziinmeyen mor-mavi renkli formazan kristalleri olusur.
Bu kristaller asitlendirilmis isopropanol i¢inde ¢oziiniirler. Coziinme ile elde edilen mor
soliisyonun absorbansi dlgiiliir. Hiicre sayisindaki artma veya azalma, hiicre sayisiyla
baglantili olarak olusan formazan miktariyla belli olur ve spektrofotometrik Ol¢iim

sonucu elde edilen deger test edilen materyalin sitoksisitesini belirlemis olur [95].
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1.4.5. HepG2 Insan Karaciger Kanser Hiicreleri

HepG2 karaciger kanseri hiicresi, nude mice'da (timusu alinmis, immunitesi suprese
edilmis farelerde) tumor olusturmayan ancak yari sivi besiyerinde koloni olusturan
yapisal olarak epithelyal olan hiicrelerdir. HepG2 albumin, transferin, fibrinojen, gibi
onemli plazma proteinleri sentezleme &zelligindedir. Uzerinde insulin biiyiime faktor
reseptorti bulundurmaktadir [96]. HepG2 ¢esitli tiirlere ait 6liimsiiz hiicre hatlar1 ¢alisma
ve kiiltiirii bakimindan diger hiicre hatlarina goére daha kolay olmasi acisindan tercih

edilmekte ve in vitro modellemelerde yaygin olarak ¢alisilmaktadir [97].

Oksidatif zarar kanser baglangi¢ evresini olusturabilir ve hiicrelerin diizensiz araliklarla
cogalmasini tetikleyebilir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi kanser tlimoriiniin

ilerlemesine dolayisiyla hastaligin ilerlemesine sebebiyet verir [83].

Kanseri onleyen ¢esitli hastaliklarin iyilesmesinde etkili ve sagligi gelistirici etkisi olan
notrosotik peptilerin ve amino asitlerin temel kaynagi gida proteinleri olarak

diistiniilmektedir [98;99].

Piring kepeginden ekstrakte edilen proteinlerle yapilan ¢aligmada molekiil agirlig
<5kDa olan peptilerin en fazla antikanserojen etkiye sahip oldugu kaydedilmistir.
Saflastirilmis peptitlerin (600700 pg/mL) kolon kanseri hiicrelerinin (Caco-2, HCT-
116) %84 tinli, goglis kanseri hiicrelerinin (MCF-7, MDA-MB-231) %80’ini ve
karaciger kanser hiicrelerinin %84’linii inhibe etttigi tespit edilmistir. Kiitle
spektroskoposi analizinde tespit edilen molekiiler agirligi 685,378 Da olan Glu-Gln-
Arg-Pro-Arg peptit dizisinin kolon, gogis, akciger ve karaciger kanseri hiicrelerini
inhibe edici oldugu kaydedilmistir [100].

Fermente kirmizi piring ham ekstraktlarinin ve ekstrakte edilen monokolin K’nin
HepG2 hiicrelerinde morfolojik yap1 degisikligine yol agtigr ve geri doniisiimsiiz bir

biiyiime egrisi gosterdigi belirlenmistir [101].

Misir peptitlerinin HepG2 tizerine doz ve siireye bagl olarak énemli derecede inhibe

edici etkiye sahip oldugu gosterilmistir [102].



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada kullamilan piring kepegi Celtiksan Gida ve Tarim Uriinleri Ltd. (ipsala,
Edirne) firmasindan temin edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler ve standartlar yurt

disindan araci firmalar vasitastyla temin edilmistir.

Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,) (Merck- 10028-24-7, Germany), sodyum fosfat
monobazik (NaH,PO,) (Carlo Erba-7558-80-7, Italy), demir kloriir (FeCls) (Carlo Erba-
3260, ltaly), Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco -10270, USA) ve Trypan blue boya
(Gibco, USA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-D913-2, Germany), 4,4'-
(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazine-5,6-diyl)bis-, disodium salt (ferrozin) (Sigma-160601,
Germany), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Besiyeri (DMEM) (Sigma- D642,
Germany) ve 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) (ABTS) (Sigma-
A1888-1, Germany). Calismada kullanilan HepG2 hiicre hatt1i ATCC’den satin alinmig

olup, Erciyes Universitesi Gen-Kok Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir
2.2. Yontem
2.2.1. Nem, Protein, Yag Tayini

Nem miktar1 gravimetrik yontemle orneklerin darasi alinmis tartim kaplarina yaklagik
10 g tartilarak 105°C’de 4 saat etiivde bekletilmesi suretiyle belirlenmistir. Protein
miktar1 Dumas yakma ydntemi prensibine gore ¢aligan protein/nitrojen analizorii (Leco,
FP-528, USA) kullanilarak belirlenmistir [102]. Yag miktar1 Soxhalet yontemi
kullanilarak, yaklasik 10g o6rne8in hekzan ile 4 saat muamele edilmesi sonucunda

belirlenmistir [103].
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2.2.2. Ornek ve Ekstrakt Hazirlama
2.2.2.1. Yag Uzaklastirma

Pirin¢ kepeginde oksidasyonu dnlemek amaciyla Wang et. al. (1990) tarafindan 6nerilen
yontem kullanilarak yag uzaklastirma islemi gerceklestirilmistir. Ornekler agirlik/hacim
esasina gore 1/5 oraninda hekzan ile 220 rpm ve 45°C’de 4 saat manyetik karistiric1 (KS
40001, IKA, Almanya) ile karistirilip 4200 rpm de 10 dakika santrifiij (NF 1200R,
Niive, Tiirkiye) edilmistir. Santrifiijden sonra siipernanant uzaklastirilip bir gece ¢eker
ocakta bekletilen ornekler ogiitiilerek (Werke M20, IKA, Almanya) 250 mikronluk
elekten gecirildikten sonra 4°C’de muhafaza edilmistir [104].

Sekil 2.1. Yag Alma Asamasi

Sekil 2.2. Yag1 alinip kurutulmus drneklerin goriintiisii
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2.2.2.2. Optimizasyon

Optimizasyon asamasinda, Design Expert programi (DesignExpert software, Trial
Version 7, Stat-Ease Inc., Minneapolis,MN) Cevap yiizey yontemlerinden merkezi
kompozit dizayn kullanilarak (CCD) hazirlanan Tablo 3.1°de belirtilen siire, gii¢ ve
kati/s1iv1 oranlarinda ultrason uygulamasi yapilmistir. Calismada kullanilan alt ve {ist
sinirlar —o (=—1.68), —1, 0, +1, +a (=1.68) 6n denmeler ve literatiir galismasi sonucunda
belirlenmistir. Optimizasyonda birbirinin tekrar1 olan 5 nokta ile birlikte toplam 20
noktada farkli gii¢, siire ve oran parametrelerinde uygulama yapilmistir(Tablo 3.2).
Asagidaki ikinci dereceden polinom denklem deneysel verilerin degerlendirilmesi i¢in

kullanilmastir.

Y= Bor f1 Xa+ o Xo+ fa Xat 12 XaXo+ fr3 XaXa+ oz XoXat B Xa+ fag XoP+ Paz Xa°

Burada Y cevap degiskeni, X;: gii¢, X! kati/s1vi orant ve Xgz: siire bagimsiz degiskenini

gostermektedir. B ise model sabitlerini gostermektedir.

Tablo 2.1. Cevap yiizey yonteminde belirlenen bagimsiz degisken verileri

Bagimsiz Degiskenler Bagimsiz Degisken Parametreleri
-1,000 0,000 +1,000

Kullanilan Kati/s1ivi Orani 0,10 0,30 0,50
Ultrason Giicu 20,00 60,00 10,00
Uygulama Siiresi 10,00 20,00 30,00
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Tablo 2.2. Optimizasyon asamasinda uygulanan kati/sivi oranmi, sicaklik ve gii¢
parametreleri.

Faktor 1 | T al;tar Faktor 3 | Faktor 1 F al;““ Faktor3 | Tepkil
E::Efan;e Blok | A:Kat/ Sivi B:Giig C:Siire A:Slf;tl/ B:Gii¢ C:Siire s/re(:,tﬁ:]?
Oram (amplitute) | (dakika) Oram (amplitude%o) | (dakika) (%)
1 1 -1,000 1.000 1.000 0.10 100.00 30.00
2 1 -1,000 0.000 0.000 0.10 60.00 20.00
3 1 0,000 0,000 1,000 0,30 60,00 30,00
4 1 1,000 -1,000 -1,000 0,50 20,00 10,00
5 1 1,000 1,000 -1,000 0,50 100,00 10,00
6 1 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00
7 1 -1,000 -1,000 -1,000 0,10 20,00 10,00
8 1 -1,000 -1,000 1,000 0,10 20,00 30,00
9 1 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00
10 1 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00
11 1 -1,000 1,000 -1,000 0,10 100,00 10,00
12 1 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00
13 2 0,000 -1,000 0,000 0,30 20,00 20,00
14 2 1,000 0,000 0,000 0,50 60,00 20,00
15 2 0,000 1,000 0,000 0,30 100,00 20,00
16 2 0,000 0,000 -1,000 0,30 60,00 10,00
17 2 1,000 1,000 1,000 0,50 100,00 30,00
18 2 1,000 -1,000 1,000 0,50 20,00 30,00
19 2 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00
20 2 0,000 0,000 0,000 0,30 60,00 20,00

2.2.2.3. Bradford Yontemi Ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford yontemi esas alinarak Chittapalo ve Noomhorm (2009)’a gére mikrookuyucu
(Multiscan FC, Thermo, Istanbul) cihazinda gerceklestirilmistir. 50 mL Coomassie
Blue, 50 mL %9’luk etanol ve 50 mL %385’lik fosforik asit ile hazirlanan boya ¢ozeltisi
10 kat seyreldikten sonra Watman No:1 siizge¢ kdgidindan siizilmistiir. Mikrookuyucu
yuvalarina 6rnek ve boya karigimi (40 pL 6rnek ve 200 pL boya) eklenmistir. 1 dakika
karigtirma, 10 dakika beklemenin ardindan 620 nm’de absorbans kaydedilmistir.
Ornekler 5 paralelli hazirlanmistir. Standart grafigi olusturmak icin; sigir serum
albumini (BSA) c¢ozeltisi kullanilmigtir. BSA stok ¢ozeltisinden (1 mg/mL) farkh
konsantrasyonlarda (0,2-0,5-0,6-0,8) hazirlanip 1 dakika karistirma, 10 dakika bekleme

sonucunda 620 nm’de, okuma yapilmigtir. Elde dilen verilerle dogrusal bir grafik
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olusturulmus ve Orneklerin protein miktarlart olusturulan bu grafik denklemiyle
belirlenmistir [105]. Protein miktarin1 belirlemek i¢in kullanilan standart grafik
denklemi; y=0,7825x+0,1477 seklindedir.

2.2.3. Ultrason Uygulamasi

Ultrason cihazi (UP400S, Hielscher, Almanya), 400 W gii¢, 24 kHz frekans ve 120 pm
genlikte titanyum prob (H22D, 22 mm) kullamilarak ultrason uygulamasi
gerceklestirilmistir. Kullanilan probun maksimum enerji yogunlugu 85 W/em? ve

genligi 100 pm’dir.

Ornekler Tablo 3. 2’ de belirtilen oranlara uygun miktarlarda 100 mL saf su ile 250
mL’lik beherler icerisinde hazirlanmistir. Sicaklik artisini kontrol edebilmek igin tuzlu
buz hazirlanmig ve 6rnek cihaza yerlestirilmeden 6nce 250 mL’lik beher 500 mL’lik
beher igerisine yerlestirilip etrafina buz eklendikten sonra cihaz calistirilmistir. Prob
numunelerin icerisine 4 cm derinlige kadar daldirilmistir. Ultrason cihazindan alinan
ornekler 4200 rpm’de 10 dakika santrifiij (NF 1200 R, Niive, Tiirkiye) edildikten sonra
kaba filtre kagid1 ile siiziiliip uygulanacak olan analizler igin -18°C de depolanmuistir.
Optimizasyon sonucunda elde edilen oran ve siire sabit tutularak farkl giiclerde ultrason

uygulanmis orneklerin antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri belirlenmistir.

Sekil 2.3. Ultrason uygulama asamast
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Tablo 2.3. Ultrason uygulama parametreleri

Ornek No Kati/s1v1 orani Giic¢ (amplitude%) Siire (dakika)
1 0,43 20,00 30
2 0,43 48,25 30
3 0,43 65,91 30
4 0,43 100,00 30
Kontrol 0,43 0 30

2.2.4. Protein izolati Hazirlama

Piring kepegi protein izolatlar1 alkali ekstraksiyon metoduna [106; 107]. gore
hazirlanmistir. Tablo 3.32’de verilen noktalarda ultrason uygulanmig olan piring kepegi
ekstraktlart bir beher igerisine alinip manyetik karistirici (Ret, IKA, Almanya) {izerine
yerlestirilmistir. Karigtirma islemi devam ederken 6rnek pH’st 10’a 0,5 M NaOH
kullanilarak ayarlanmistir. pH nin 10°a ayarlanmasindan itibaren 6rnek 2 saat manyetik
karistiricida bekletilmistir. Ardindan karisim 4100 rpm’de 15 dakika santrifiij (NF 1200
R, Niive, Tiirkiye) edilmis, elde edilen siiziinti 2 M HCI ile pH 4,5’e ayarlanmis ve
4°C’de bir saat bekletilmistir. Ardindan 4100 rpm’de tekrar 15 dakika santrifiij edilmis
ve ¢Oken kisim aliip tilipteki ornegin lizerine yaklagik 5 kat1 kadar saf su eklendikten
sonra 4100 rpm’de 10 dakika santrifiijleyerek birinci yikama, ¢oken kismin 2 kati
olacak sekilde saf su eklenip 4100 rpm’de 10 dakika santrifiijleyerek 2. yikama islemi
gerceklestirilmistir. Son olarak ornekler liyofilize edilerek (Labconco, FreeZone 2.5,
ABD) analize kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.5. Biyoaktif Ozellikler
2.2.5.1. Toplam Fenolik Madde

Analiz Sagdi¢ vd. (2011) tarafindan 6ngoriilen metoda gore bazi1 degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Piring kepegi protein izolatlar1 6n denemelerde belirlenen oranlarda
seyreltilmigtir. Daha sonra ornek (400 uL) tizerine Folin-Ciocalteu reaktifi (2 mL) ve
sodyum karbonat (1,6 mL, %7°lik) ¢ozeltisiden eklenmistir. Cozelti oda sicakliginda 2
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 6rneklerin  absorbansi

spektrofotometrede (UV1700 Pharmaspec, Shimadzu, Japonya) 765 nm’de
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belirlenmistir. Hesaplamada kullanilacak gallik asit standardi bir seri standart ¢ozelti
seklinde (0-1 mg/mL) hazirlanmis ve yukarida belirtilen prosediir uygulanmistir.
Olusturulan gallik asit kurvesi kullanilmis ve toplam fenolik madde miktar1 sonuglar
mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru ekstrakt cinsinden verilmistir [108]. Fenolik
bilesen miktarn1  hesaplamak i¢in  kullanilan  standart grafik denklemi;

y=0,8689x+0,0024 seklindedir.
2.2.5.2. Toplam Antioksidan Aktivite

Analizde Miller ve Rice-Evans (1997) ile Arts ve dig. (2001) tarafindan ongoriilen
metotta bazi degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Potasyum persulfat ¢ozeltisi (5 mL,
2,25 mM) 100 mL 7 mM’lik ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)
¢Ozeltisine eklenmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti 12-16 saat karanlikta bekletildikten sonra
kullanilmistir. Analizde radikal ¢ozeltisinin ve Orneklerinin seyreltilmesi amaciyla
fosfat tamponu (0,1 M) hazirlanmigtir. Tampon hazirlanirken NaCl (8,77 g) ilave
edildikten sonra ¢ozelti 1 L’ye tamamlanmis ve pH 7’e ayarlanmistir. Piring kepegi
protein izolatlari tartilip 6rnekler saf su ile 10 kat seyreltilmis ve 4100 rpm’de santrifiij
(NF 1200 R, Niive, Tiirkiye) edildikten sonra kullanilmistir. Absorbans degerleri 734
nm’de spektrofotometrede (UV1700 Pharmaspec, Shimadzu, Japonya) okunmustur.
Hazirlanan ABTS radikali absorbansi 0,700 + 0,002 olacak sekilde fosfat tamponu ile
seyreltilmistir. ilk olarak ABTS reaktifinin absorbansi okunup kaydedilmis daha sonra
ornekten 40 pL alinip tizerine 2 mL seyreltik ABTS radikalinden eklenmis ve 6 dakika
karanlikta inkiibe edilmis ve 6. dakika absorbans kaydedilmistir [109; 110].

Absorbans degerine gore baslangic degerindeki azalma asagidaki formiile gore

hesaplanmastir.

%inhibisyon=[(Baslangi¢ absorbans degeri- Ornekle okunan absorbans degeri)/

Baslangig absorbans degeri)]x100

Kalibrasyon egrisi ¢izilirken Trolox stok ¢ozeltisi (2,5 mM) hazirlanmis, ¢ozeltiden 2,
4, 6 ve 8 mL aliip 10 mL hacme tamamlanarak 2,48, 4,96, 7,44 ve 9,52 ug Troloks
iceren standartlar olusturulmustur. Bu standartlardan 10 pL alinip iizerine 2 mL ABTS

cozeltisi eklenmis ve 6. dakikada absorbans okunarak % hesaplama yapilmistir.
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Hesaplanan %inhibisyon ile pg Trolox’a karsilik standart egrisi olusturulmustur.

Sonuglar trolox esdegeri antioksidan kapasitesi olarak belirtilmistir [111].
2.2.5.3. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite

Analizde Sanchez-Moreno ve dig. (1998) tarafindan verilen metot bazi degisiklikler
yapilarak kullanilmistir. DPPH reaktifi (0,1 mM) metanol kullanilarak hazirlanmistir.
Ekstraktlardan farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanip bu ¢ozeltilerden 100 pL
almip, DPPH ¢ozeltisinden 3900 pL ilave edilmis, vorteks yardimiyla karistirildiktan
sonra karanlikta ve oda sicaklifinda 30 dakika inkiibasyon saglanmistir. Bekletme
stiresinin ardindan absorbans degerleri 514 nm’de spektrofotometrede (UV1700
Pharmaspec, Shimadzu, Japonya) okunmustur. DPPH radikali siipiiriicii aktivite

asagidaki formiile gore hesaplanmistir [112].
I (%) =100x [(AK-AO)/AK]

[= 6rnek tarafindan inhibe edilen DPPH
AO= 6rnek absorbansi

AK= kontrol absorbansi

Farkli li¢ konsantrasyondaki inhibisyonlardan yararlanilarak DPPH’in %350’ sinin
inhibisyonu (ICsp) igin gerekli ekstrakt miktar1 grafik yontemiyle belirlenmistir.

Sonuglar hem ICsp cinsinden hem % inhibisyon olarak verilmistir.
2.2.5.4. Metal Selatlama AKktivitesi

Analizde Dinis ve dig. (1994) tarafindan Ongériilen metot kullanilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (2, 0,8 ve 0,4 mg/mL) protein ekstraktlar1 (400 pL) tizerine FeCl,
¢ozeltisi (2mM) eklenmis, 30 dakika oda kosullarinda inkiibasyondan sonra ferrozin
¢ozeltisi (200 uL, 5 mM) eklenerek vortekslenmis 10 dakika sonra absorbans 562nm’de
spektrofotometrede (UV1700 Pharmaspec, Shimadzu, Japonya) okunmustur. Kontrol
olarak 1 mL saf su kullanilmistir [113]. Orneklerin % inhibisyon degerleri, asagidaki

formiile gore hesaplanmistir;
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Selatlama Aktivitesi (%) = [(AO-AK)/AO]x 100
AO= 6rnek absorbansi
AK= kontrol absorbansi

2.2.6. Antiproliferatif Aktivite
2.2.6.1 HepG2 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Calismada %10 fetal bovin serum (FBS), %1 L-glutamin, %1 penisilin- streptomisin
iceren DMEM besiyeri kullanilmistir. DMEM besiyeri ile iiretilen kanser hiicre hatti
HepG2, 37°C’de %95 nem ve %5 CO’li etiivde (EC 160, Niive, Tiirkiye)
cogaltilmistir.

2.2.6.2. HepG2 Hiicrelerinin Dondurulmasi

1) Flasklarde bulunan yeterli yogunluga ulasmis hiicreler tripsinizasyon iglemi ile
yapismis olduklar1 yiizeyden kaldirilmistir. Bu amagla ortama 3mL tripsin-EDTA
eklenmis ve 5 dakika inkiibatorde bekletilmistir.

2) Falkon tiiplere alinan hiicrelerin iizerine besiyeri ilave edilerek 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij (NF 1200 R, Niive, Tiirkiye) edilmistir. Hiicrelerin konulacagi 1,5

mL’lik cryo tiipler hazirlanmis ve buz icerisine batirilmistir.
3) FBS/DMSO 9/1 oraninda karigtirilarak hazirlanmistir.

4) Santriflij sonrasinda st kisimdaki siipernatant atilmis ve cryo tiiplerle birlikte buz
icerisine alinmistir. Dip kisminda hiicrelerin bulundugu falkon tiip igerisine 750 pL

FBS/DMSO konularak resiispanse edilmistir.

Karisim cryo tiiplere aktarilarak, -86°C’ye kaldirilmistir.

2.2.6.3. Dondurulmus HepG2 Hiicrelerinin Coziilmesi

1) -86°C’ye dondurulup muhafaza edilmis olan hiicreler 37°C’lik ortama alinmustir.
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2) DMSO’nun hiicre canlilig1 tizerindeki negatif etkisini azaltmak amaciyla, cryo tiip
igerisine hizli bir sekilde besiyeri eklenerek, ¢6ziilen hiicreler pastor pipeti yardimiyla

falkon tiip igerisine alinmistir.

3) Falkon tiipe yaklasik 10 mL besiyeri ilave edilerek, hiicreler 1200 rpm’de 10 dakika

santrifiij edilmistir.

4) Santrifiij islemi sonrasi, siipernatant atilarak, dipte kalan hiicrelerin tlizerine tekrar

besiyeri ilave edilerek 2. kez 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

5) Santrifiij sonrasi, supernatant atilarak, hiicrelerin iizerine 8 mL besi yeri ilave

edilmis ve 75 cm®lik flasklara aktarilmustur.
6) Flasklar, 37°C’de %95 nem ve %5 CO,’li etiive kaldirilmistir.

Flasklar belirli zaman araliklarinda kontrol edilip, ¢ogalmalarini saglamak amaciyla
kullanilan eski besiyerleri dokiilerek, ortamlar1 degistirilmis ve flask yiizeyini kaplayan

hiicrelerin devamliligini saglamak amaciyla pasaj yapilmustir.

2.2.6.4. Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1) Etiivden ¢ikarilan hiicrelerin igerisinde bulundugu besiyeri alinip 20 mL kadar PBS

¢oOzeltisi eklenmis ve hiicreler yikandiktan sonra PBS ortamdan uzaklastirilmistir.

2) HepG2 hiicreleri monolayer hiicreler olduklari igin tripsinizayon islemi
uygulanmistir.  Bunun i¢in ortama 3 mL tripsin-EDTA eklenmis ve 5 dakika

inkiibatorde bekletilmistir.

3) Hiicrelerin iizerine 20 mL besiyeri eklenip 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek

hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmaistir.

4) Ust kisimdaki siipernatant atilarak, hiicrelerin iizerine tekrar 2 mL besiyeri eklenip
homojen bir sekilde karisim saglamak igin 20-25 defa pipetaj yapilmistir. Pipetaj
sonrasi sayim Yyapilarak 6 kuyucuklu plate icine ne kadar hiicre eklenecegini
hesaplamak i¢in tripan mavisi boya ile sayim yapilmistir. Tripsinizasyon isleminden
sonra, hareketli hiicreler lizerine 2mL besiyeri eklenip iyi bir pipetaj yapildiktan sonra
10 uL hiicreden alinip ve tlizerine 10 pL tripan mavisi boyasi eklenip Neubauer laminda,
inverted 151k mikroskobu (CKX41, Olympos, USA) ile hiicre sayimi yapilmistir( Louis

ve Siegel, 2011). Hiicre konsantrasyonu(c)=Hiicre sayisi(n)x10* formiiliiyle
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belirlenmigtir. 1 kuyucukta 500.000 hiicre olacak sekilde yogun ortamdan belirlenen
oranda hiicre alinip flasklara ayr1 ayr1 paylastirilmis, flasktaki ortamlar 5 mL’ye besiyeri

ile tamamlanmuastir.
5) Flasklar 37°C’de %95 nem ve %5 CO,’li etiive kaldirilmistir.

2.2.6.5. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi
2.2.6.5.1. Ornek Hazirlama

Piring kepegi protein izolatlar1 her bir 6rnek i¢in 1 mL besiyerinde 10 mg olacak sekilde
hazirlanip pH 9 olacak sekilde hazirlanan tripsin tamponu igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
Daha sonra steril kabin igerisinde 0.20 mikronluk filtreden gegcirilmis ve steril hale
getirilmigtir.  Kullanilacak izolat miktarin1  belirlemek i¢in  6n  denemeler
gerceklestirilmistir. Ornek oranmi belirlemek icin 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400,
1/1000 ve 1/2000 w/v, Ornek/tampon oranlari uygulamasi yapilmistir. Yapilan 6n

deneme sonucunda uygun oranlar 1/10, 1/25 ve 1/50 olarak belirlenmistir.
2.2.6.5.2. Mikroskobik Inceleme

Hiicre canliliginin belirlenmesinde, HepG2 kanser hiicrelerine Louis ve Siegel (2011)
tarafindan 6ngoriilen manuel sayimi esas alan tripan mavisi boya testi uygulanmistir.
Canli hiicreler tripan mavisi boyayl metabolize ederek disari atmasi nedeniyle beyaz
renkte, Olii hiicreler ise tripan mavisi boyay1 metabolize edememeleri nedeniyle mavi
renkte gorlilmiistiir. Kanser hiicrelerini kaldirmak i¢in 500 pL tripsin eklenip yaklagik 5
dakika beklenmistir. Tripsinizasyon isleminden sonra, hareketli hiicreler lizerine 2mL
besiyeri eklenip 1yi bir pipetaj yapildiktan sonra 10 pL hiicreden alinip ve iizerine 10 pL
tripan mavisi boyasi eklenip Neubauer laminda, inverted 151k mikroskobu (CKX41,
Olympos, USA) ile hiicre sayimi yapilmistir [114]. Hiicre konsantrasyonu(c)=Hiicre
say151(n)x104 formiiliiyle belirlenmistir. Hiicre sayimi ig¢in kullanilan inverted 1s1k

mikroskopla alinan goriintiilere 6rnek Sekil 3.4° de verilmistir.
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Sekil 2.4. HepG2 hiicrelerine ait 151k mikroskobu goriintiisii

2.2.7 istatistiksel Analiz

Analizler sonucunda elde edilen verilein istatistiksel degerlendirilmesi SAS paket
prograni (8.2 versiyon) ile yapilmistir. Degerlendirilen parametreler i¢cin Tek Faktor
Varyans analizi yapilarak Orneklere uygulanan giiclerin etkisi degerlendirilmistir.
Ayrica Ornekler arasi farkliliklar p=0.05 manidarlik diizeyinde Tukey testi ile tespit

edilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR- SONUC VE TARTISMA

3.1. Nem, Yag ve Protein Miktari

Calismada kullanilan piring kepeginde yag %15,4, nem %14.,9 ve protein %10,5 olarak
bulunmustur. Tarim {iriinlerinde kimyasal bilesim, yetistirilme sartlar1 ve sulama,
giibreleme vb. agronomik uygulamalara bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada piring kepegi nem igerigi %12,28 yag miktar1 %14,12 ve protein
miktarmi %13,29 olarak bulunmustur [115]. Bu degerler mevcut ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Piring ve piring kepegi kompozisyonu piring tlirline, mevsim

ozelliklerine ve yetistirilen toprak kosullarina bagl olarak degisim gosterir.
3.2. Ultrason Uygulamasinin Protein Konsantrati Verimine EtKisi

Yapilan protein analizi sonucu elde edilen protein verim degerleri tablo 3.1°de
verilmistir. Test edilen degiskenlerden yalnizca kati/sivi oraninin ekstraksiyon verimi
lizerine etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ornek igerisindeki kati miktar1 arttik¢a
giiclin etkisinin azalmasinin kavitasyonun ¢ok yogun ortamda etkin olmayisindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Siire ve gii¢ etmenlerinin ekstraksiyon verimi tizerine
etkisinin istatistiki olarak 6énemli olmadig1 (p>0,05) goriilmiistiir. Sekil 3.1 A ve B’ de
de gorildiigli gibi oran optimum degere yaklastikca cevap faktoriide artarken giic ve
siire parametrelerinde ki degisiklik ceap faktoriinii etkilememktedir (Sekil 3.1).
Ekstraksiyon verimini etkileyen en onemli faktor ise kati/sivi oramidir. Model igin
uyumluluk degeri ise p<0,05 olarak bunmustur (Tablo 3.2). Optimizasyon islemi
sonucunda en yliksek protein verimi parametreleri 0,43 kati/s1v1 orani, %48,5 giic, 29,89

dakika olarak tespit edilmistir (Tablo 3.3).
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Wattanasiritham ve dig. (2015) piring kepeginden klasik yontemlerle yapilan

ekstraksiyonda protein miktarmi %23,21 olarak bulmuslardir. Ultrason destekli

ekstraksiyonun kullanildig1 ¢alismamizda daha yiiksek protein verimine ulagilmigtir

Ultrason uygulamanin ekstraksiyon verimini

artirdigi

goriilmektedir.  Ultrason

teknolojisi mekanik ve kavitasyonel etkisi sayesinde hiicre duvarindan madde ge¢isini

dolayisiyla da ekstraksiyon verimini artirmaktadir [102;116].

Tablo 3.1. Ultrason uygulanmis 6rneklerin protein verim degerleri

Kati/Sivi Oram Gii¢ Siire Protein Verimi
(% amplitude) (dakika) (mg BSA/mL)

1 0,10 100,00 30,00 8,26

2 0,10 60,00 20,00 12,16
3 0,30 60,00 30,00 30,03
4 0,50 20,00 10,00 31,55
5 0,50 100,00 10,00 31,26
6 0,30 60,00 20,00 36,29
7 0,10 20,00 10,00 10,07
8 0,10 20,00 30,00 13,19
9 0,30 60,00 20,00 29,42
10 0,30 60,00 20,00 34,20
11 0,10 100,00 10,00 7,94

12 0,30 60,00 20,00 34.,69
13 0,30 20,00 20,00 31,52
14 0,50 60,00 20,00 36,55
15 0,30 100,00 20,00 30,82
16 0,30 60,00 10,00 38,25
17 0,50 100,00 30,00 35,83
18 0,50 20,00 30,00 39,45
19 0,30 60,00 20,00 31,27
20 0,30 60,00 20,00 35,00
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Tablo 3.2. US optimizasyonu i¢in kuadratik model varyans (ANOVA) analizi.

Source

Model

AB

AC

BC

AN2

B2

Cn2
Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total

R-Squared

Sum of

Squares

2120.833
1513.733
13.60366
5.884965
1.245644
10.19317
4.699936
238.5036
17.08568
0.620298
94.95826
61.40679
33.55147

2215.792

Adj R-Squared

Pred R-Squared

Adeq Precision

df

19

0.957

0.919

0.765

14.103

Mean
Square
235.6481
1513.733
13.60366
5.884965
1.245644
10.19317
4.699936
238.5036
17.08568
0.620298
9.495826
12.28136

6.710294

F

Value

24.81597242

159.4103849

1.432593433

0.619742313

0.13117803

1.073436465

0.494947631

25.11667936

1.799283368

0.065323234

1.830226407

p-value
Prob > F
<0.0001 significant
< 0.0001

0.2589

0.4494

0.7248

0.3246

0.4978

0.0005

0.2095

0.8035

0.2616 not significant

*. A; kati/s1vi orani, B;gli¢, C;siire
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1
39.4488
7.9395

X1 =A: oran
X2 = C: sure

Actual Factor
B: gg = 48.25

R1

R1
39.4488

7.9395

X1 =A: oran
X2=B:g¢

Actual Factor
C: sure = 30.00

R1

R1
39.4488

7.9395

X1=B:gg
X2 = C: sire
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Tablo 3.3. Optimizasyonda cevap ylizey metodu ile olusturulan optimum noktalar ve

istenirlik fonksiyonu degerleri.

Ornek Kat: Giic Siire Protein .
) ] o Istenirlik

No Sivi Oram | (% amplitude) (dakika) Verimi (%)

1 0,43 48,25 29,89 39,85 1
2 0,42 48,78 28,8 39,50 1
3 0,46 44 47 29,5 39,71 1
4 0,45 47,65 28,78 39,57 1
5 0,45 42,85 29,29 39,67 1

3.3. Antioksidan Ozellikler

Gidalarin raf omriinii uzatmak i¢in, kozmetikte ve tipta yapay antioksidanlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak bircok arastirmaci dogal olmayan bu bilesenlerin yan
etkisinin oldugunu belirtmistir. Dolayisiyla etkili ve ucuz dogal antioksidanlarin
arayisina yonelik ¢aligsmalarda artis s6z konusudur [117]. Celtik isleme teknolojinin yan
trlini olan piring kepegi de sahip oldugu fonksiyonel bilesenler sebebiyle dikkat
¢cekmektedir [118; 119; 120]. Ultrason destekli ekstraksiyonun ¢ok fazla avantaji oldugu
ancak antioksidan bilesenlerin degrade olabilecegi de ¢alismalarda belirtilmistir [121].
Antioksidan kapasite gidalarin sagliga faydalarmi degerlendirmek ig¢in 6nemli bir
gosterge olup; cesitli yontemler antioksidan Ozelliklerini  belirlemek icin
kullanilmaktadir [122]. Bu g¢alismada ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen
piring kepegi protein izolatlarinin antioksidan 6zellikleri; toplam fenolik bilesen analizi,
DPPH siipiiriicii aktivite, toplam antioksidan kapasite tayini ve metal selatlama

aktivitesi analizleri gerceklestirilmistir.
3.3.1. Toplam Fenolik Madde

Orneklerin gallik asit esdegeri cinsinden hesaplanmis toplam fenolik madde miktarlar
Tablo 3.4’te verilmistir. Sabit kati/s1ivi oraninda(0,43 piring kepegi/saf su) ve siirede(30
dakika) yapilan farkli giiclerde ultrason uygulamasinin fenolik bilesen igerigine etkisi
degerlendirildiginde Ornekler arasindaki fark istatistiksel olarak oOnemli (p<0,05)

bulunmustur. %100 amplitude giic uygulanan 4 numarali 6rnek i¢in fenolik madde
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icerigi, %65,91 amplitude gii¢ uygulanan 3 numarali 6rnekle benzerlik gosterirken,
kontrol 6rnegi, %20 ve %48,25 amplitude gili¢ uygulanan 6rneklerden farkli ve daha
yiiksektir. Uygulanan ultrason genlik degeri arttik¢ca fenolik bilesen miktarininda artis

gosterdigi goriilmektedir.

Tablo 3.4. Orneklerin gallik asit esdegeri (GAE)cinsinden toplam fenolik madde

miktarlari
Ornek No mg GAE/g kuru 6rnek
Kontrol 286,30+0,27°
1 272.,49+0,82°
2 283,43+3,26
3 209,34+3,52°
4 297,43+1,90°

Kontrol, %0; 1, %20; 2, %48,25; 3, %65,91; 4, %100 amplitude gii¢ uygulanmis 6rnekler.

ad Ayni siitundaki birbirinden farkli kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak énemli
(p<0,05) bir farklilik oldugunu gostermektedir.

Pirin¢g kepegi sahip oldugu fenolik bilesenler sayesinde yiiksek bir antioksidan
aktiviteye sahiptir. Bu sebeple degerlendirilmesi gereken bir ya {irlindiir ve bu amagla
cesitli calismalar yapilmistir [104; 110]. Yapilan bir ¢alismada piring kepeginin toplam
fenolik bilesen igerigi 1,27-3,31 mg GAE/g kepek olarak bulunmustur [123]. Kirmizi
beyaz ve esmer pirincin embriyo, kepek ve endosperm kisimlarmin antioksidan
ozelliklerinin degerlendirildigi ¢alismada en yiiksek fenolik bilesek igerigi piring
kepeginde 3.817 mg GAE/g olarak bulunmus ve fenolik madde miktarinin cografi
varyasyon, ¢evre kosullar1 ve genetik faktorlerden etkilenebilecegi bildirilmistir [124].
Fenolik bilesiklerin etkinligi biiyiik o6l¢iide kimyasal yapilarina ve aromatik halkaya
bagl hidroksil grubu sayisina baghidir [112]. Celtik ¢esitlerinin kepeklerinde fenolik
madde miktarlarinin 2,2 ile 3,2 mg GAE/g piring kepegi arasinda degistigi belirlenmistir
[113].

Bugday kepeginden fenolik bilesiklerin ultrason destekli ve geleneksel yontemlerle
ekstraksiyonunun karsilastirildigi bir ¢alismada ayni1 verim degeri igin ultrason destekli

ekstraksiyonun geleneksel yontemden daha kisa siirdiigli ve ¢ozgen tiiketiminin daha az
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oldugu bildirilmistir [45]. Benzer sekilde piring kepeginden de ultrason destekli
ekstraksiyon sonucunda daha yiiksek fenolik madde elde edilmistir [127].

Celtigin kavuz, kepek ve endosperminden %80 etanol/su kullanarak 25°C de 16 saat
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarda en yiiksek toplam fenolik madde
miktar1 2,5-2,7 mg GAE/g degeri ile kepekte bulunmustur [128]. Genellikle fenolik
bilesiklerin eldesinde kullanilan ekstraksiyon sivisi ozellikleri elde edilen verim
acisindan  6nemlidir. Cozgen olarak metanol kullanimmin fenolik  bilesen
ekstraksiyonunu artirdigi ¢alismalarda bildirilmistir [129;130; 131]. Kullanilan ¢dzgene
gore elde edilen fenolik bilesen miktarinin metanol>etanol>su siralamasina sahip
oldugu yapilan c¢alismalar ile ortaya konmustur [132]. Ayrica fermantasyon gibi
islemler proteinlerin par¢alanmasini sagladigindan enzim uygulamalari ile daha yiiksek

toplam fenolik bilesik elde edilebilmektedir [133; 134] .
3.3.2. Toplam Antioksidan Aktivite

Piring kepeginden elde edilen protein izolatlarmin antioksidan kapasitesi iizerine
ultrason giiciiniin etkisinin istatiksel olarak énemli olmadig1 (p>0,05) tespit edilmistir
(Tablo3.5).

Tablo 3.5. Orneklerin antioksidan aktivite degerleri

Ornek No ng trolox/mg ornek
Kontrol 16,47+1,27%
1 15,14+0,37°
2 15,16+0,72°
3 16,23+0,28%
4 17,73+1,49°

Kontrol, %0; 1, %20; 2, %48,25; 3, %65,91; 4, %100 amplitude gii¢ uygulanmis drnekler.

ad, Ayni siitundaki birbirinden farkli kii¢iik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak onemli
(p<0,05) bir farklilik oldugunu gostermektedir.

Serbest radikaller oksidasyonun olusumunda ve devam etmesinde en onemli etkendir.
Hiicre igerisinde meydana gelen oksidasyon reaksiyonlari hiicrede zarar olusturarak

kanser ve kalp hastaliklar1 gibi gesitli hastaliklarin olusmasina sebebiyet verebilirler
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[135]. Antioksidanlar &zellikle de dogal antioksidanlar oksidasyon olusumunu
onleyerek viicut sagligi agisindan énemli rol oynarlar [136]. Calismalar piring kepeginin
yaklasik 100 farkli antioksidan madde igerdigini gostermistir [137]. Piringte ferulik asit
esteri olarak bulunan fitosterol y-oryzanol olarak adlandirilir. Literatiirde bir¢ok ¢alisma
piring kepeginin alkoller ve y-oryzanol agisindan zengin oldugunu gostermektedir [138;
139; 140]. Piring kepegi yapisinda ayrica vitamin E’nin iki formunu (tokoferol,
100 mg/kg; tokotrienol, 180 mg/kg) barindirmaktadir [140]. Vitamin E’nin her iki
formu da radikallere fenolik hidrojen vererek yiiksek antioksidan aktivite gosterir.
Piring kepeginin sahip oldugu bu bilesiklerinin hiicreyi oksidatif strese karsi korudugu
bildirilmistir [141]. Piring kepeginden farkli solventler ve farkli sicakliklar kullanarak
elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri 33,61 ile 59,85 pumol trolox esdegeri/g
ornek olarak bildirilmistir. Bu calisma sonuglart ile kiyaslandiginda piring kepegi
yaginin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir. Ayrica kullanilan
solvent tiiriiniin de antioksidan ekstraksiyonunu etkilemis olmasi muhtemeldir [142].
Geleneksel olarak yetistirilen ve 0Ozel gelistirilmis piring kepeklerinden yagi
uzaklagtirdiktan sonra klasik yontemle elde edilen ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri
degerlendirilmis ve oOrneklerin ABTS radikal siipiiriicii aktiviteleri 8,67+0,14 ile
14,25+0,46 pumol trolox esdegeri/g 6rnek araliginda bulunmustur [143]. Bulunan bu
degerler bu caligmada elde edilen sonuglarla benzerdir. Piring kepegi proteinlerinin
sahip oldugu antioksidan aktivitenin siilfiir grubu amino asitleri ihtiva etmesinden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir [144].

3.3.3. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Analizi

DPPH siipiiriicti aktivite 4 farkli noktada ultrason genligi uygulanan 6rnek ve konrol
icin degerlendirilmistir. Sonuglar %50 inhibisyon degeri olarak ve % siipiiriicii aktivite
olarak sirastyla Tablo 3.6’da gosterilmistir. ICsy degerinin hesaplanabilmesi igin 3 farkli
konsantrasyonda drnekler hazirlanmis ve % siipiiriicii aktivitelerin konsantrasyona karsi
grafigi olusturulmustur. Olusturulan bu grafikten %350 inhibisyonu saglayacak ornek
konsantrasyonlar1 belirlenmigstir. Ultrason genliginin %100 tutuldugu 4 numaral
ornegin DPPH siipiiriicii aktivite tizerine etkisi, %65,91 gii¢ uygulanmis olan 3 numarali
ve %48,25 amplitude gii¢ uygulanmis 2 numarali 6rnekle benzerlik gosterirken ultrason

uygulanmamis ve %20 amplitude ultrasonik gii¢ uygulanmis 1 numarali 6rnekten farkl
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oldugu goriilmistiir. Toplam fenolik bilesen ve antioksidan analizinde gortildigu gibi
glic artttkga DPPH siipiiriicii aktivitenin de arttigi sOylenebilir. En yiiksek % radikal
slipiiriicii aktivite deger %100 amplitude ultrason uygulanmis 6rnekte %63,61 olarak
bulunmustur. DPPH konsantrasyonunu %50 azaltmak icin gerekli antioksidan miktarin
hesaplanmas1 bilesenlerin antioksidan kapasitesi Ol¢gme analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [132]. Yapilan ICsp hesaplamalarinda %100 amplitude gii¢ uygulanmis
ornek icin 1Csp degeri 0,032 g/mL olarak bulunmustur. Yani 6rnegin DPPH radikali
tizerine %50 inhibisyon gdsterebilmesi i¢in 0,0317 g/mL konsantrasyonda hazirlanmasi

gerekmektedir.

Tablo 3.6. Orneklerin DPPH radikali inhibisyon ve ICsq degerleri

Inhibisyon (%)
(40 mg/mL protein izolati/saf I1Cso (g/mL)
Ornek No su)

Kontrol 54,41+0,56 0,037+0,001°
1 55,66+1,38" 0,036+0,001°

2 59,46+3,04% 0,033+0,003°

3 61,86+2,17° 0,032+0,001%

4 63,61+0,15° 0,032+0,001°

Kontrol, %0; 1, %20; 2, %48,25; 3, %65,91; 4, %100 amplitude gii¢ uygulanmig 6rnekler.

ICs0- %50 inhibisyon igin gerekli konsantrasyon

4. Aymi siitundaki birbirinden farkl kiiiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak énemli

(p<0,05) bir farklilik oldugunu gostermektedir.

DPPH olduk¢a kararli bir radikal olup birgok iriiniin radikal siipiiriicii aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilmakta ve maksimum absorbans degeri 517 nm’de
gozlenmektedir [145]. DPPH radikali antioksidanlar gibi proton verici bir maddeyle

karsilastiginda radikalin rengi agilir ve absorbansinda azalma gozlenir [146].

Ultrason ile piring kepeginden antioksidan bilesenlerin ekstraksiyonunu inceleyen bir
calismada, DPPH siipiiriicii aktivite degerini %55,61 olarak elde etmislerdir. Bulunan

bu sonu¢ bizim calismamizda elde edilen verilerle yaklasik olarak aymidir. Ultrason
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uygulanmadiginda elde edilen deger %54,41 iken gii¢ uygulamasi ile dogru orantili

olarak % aktivite de artmistir [147].

Piring kepegi proteinlerinin DPPH siipiiriicti aktivite degeri %39,1 olarak bildirilmistir
[148]. Mevcut calismada clde edilen degerlerin farkli olmasi kullanilan protein

izolatinin konsantrasyon farkliliginda kaynaklanabilir.

Bir proteinin antioksidan 6zelligi ilk olarak onun amino asit kompozisyonuna baglidir
[149]. Bu amino asitlerin dogru pozisyonda bulunmasi antioksidan kapasiteyi etkileyen
ikinci 6nemli faktordiir. Piring kepegi sahip oldugu siilfidril grubu amino asitler

sayesinde yiiksek radikal stipiiriicii aktiviteye sahiptir.

Piring kepeginden klasik yontemle farkli ¢ozgenler (metanol, etanol ve etil asetat)
kullanarak elde edilen ekstraktlar ile ilgili bir ¢alismada metanol ekstrakti en yiiksek %
siiptiriicii  aktivite degeri (93,91%) gostermistir. Su ekstratlarinin  kullanildigi bu
calismada piring kepegi proteinlerinin DPPH siipiiriicii aktivite degerleri de metanol

ekstraktlarinin siipiiriicii aktivite degerlerine yaklagik bulunmustur [124].

Kirmizi, beyaz ve esmer piringlerde en yiiksek DPPH siipiiriicii aktivite kepek kisminda
gozlemlenmistir [125]. Calismalarda materyal farkliligina bagli olarak antioksidan
ozelliklerin de degistigi soylenebilir. Piring kepegi yapisinda da bulunan ferulik asit
hidroksisinamik asit olarak bilinen polifenolik bilesikler ailesine aittir. Bu polifenoliin
ise radikal stipiiriicii etkisinin oldugu belirtilmistir [138]. Farkli ¢esitlere ait uzun piring
kepeklerinde DPPH siipiiriicii  aktivite ICso olarak 0.38-0.74 mg/mL arasinda

bulunmustur [126].

Pirincin kavuz, kepek ve endosperminden %80 etanollii su kullanarak 25°C de 16 saat
yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarin antioksidan o6zelliklerininin
degerlendirildigi ¢alismada en yiiksek DPPH siipiiriicii aktivite degerini %85,9 ile
kepekten elde edilmistir [128]. Ultrason destekli ekstraksiyon yapilan mevcut ¢aligmada
30 dakikalik ekstraksiyon sonucunda elde edilen protein ekstraktlarinda %63,6’lik bir
DPPH radikali siipiiriici degerine ulasilmistir. Bu sonug ile ultrason destekli

ekstraksiyonda siirenin 6nemli derecede kisaltilabilecegi goriilmektedir.
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Thai princinden elde ettikleri ekstraktlarin radikal siipiiriicii aktivitesinin onlarin toplam
fenolik bilesen miktarina bagh olarak degisim gosterdigi bildirilmistir [151]. Bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismada da toplam fenolik madde ile DPPH siipiiriicii aktivite

arasinda dogrusal bir iligki oldugu gozlenmektedir.

Piring kepeginden geleneksel ve yeni yontemlerle biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu
konusunda yapilan farkli caligmalarda en yiiksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite
etanol/su kullanarak ultrason destekli ektraksiyon sonucunda elde edilmistir [152; 126].
Benzer sekilde mevcut calismada da ultrason destegi ile elde edilen ekstraktlarda DPPH

slipiiriicii aktivitenin arttigi tespit edilmistir.

Birgok c¢alisma ile biyoaktif peptitlerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir [153]. Kiiciik boyutta ki molekiillerin biiyiik boyutlu olanlara kiyasla daha
yiiksek radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [155].

3.3.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Farkl1 konsatrasyonlarda hazirlanan piring kepegi protein izolatlarinin géstermis oldugu
% selatlama aktivitesine karsilik konsantrasyon ile olusturulan dogrusal grafik
araciligiyla hesaplanan ICsg ve sahip olduklar: % selatlama aktiviteleri de Tablo 3.7°de

verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede Ornekler arasinda fark bulunamamistir (p>0,05).
Yani uygulanan ultrasonik giiclin selatlayic1 aktivite {izerine etkisinin olmadigi
gorilmistiir. Piring kepegi protein izolatinin konsantrasyonu arttikca % selatlama
aktivitesinin de arttig1 tespit edilmistir. Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde de yiizde
aktivitenin selatlayici oran ile dogru orantili oldugu goriilmiistiir. En yiiksek selatlama
degeri % 55,34+0,67 olarak % 100 amplitude gii¢ uygulanan 4 numarali Grnekte
bulunmustur. Fenolik bilesen analizi, toplam antioksidan kapasite ve DPPH siipiiriicii
aktivite analizlerinde de gozlendigi gibi uygulanan ultrasonik genlik arttikca %
degerlerde artmistir. %350 inhibisyon konsantrasyonu ise 4 numarali Ornek igin

0,58+0,01 mg/mL olarak bulunmustur (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Orneklerin metal selatma aktiviteleri

Ornek Inhibisyon (%)
ICso (Mg/mL.)
No (2 mg/mL)
Kontrol 34,17+1,37° 1,40 £0,022
1 40,73+1,69" 1,16 £0,03°
2 46,65+0,56° 0,96 +0,02°
3 45,8242 43P 1,01 £0,06°
4 55,34+0,67° 0,58 +0,01¢

Kontrol, %0; 1, %20; 2, %48,25; 3, %65,91; 4, %100 amplitude gii¢ uygulanmig 6rnekler.
ICs0. %50 inhibisyon igin gerekli konsantrasyon

4. Aym siitundaki birbirinden farkli kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,05) bir farklilik oldugunu gostermektedir.

Piring kepegi saglik acisindan 6nem arz eden bir ¢ok fitokimyasali yapisinda bulundurur
[155]. Piring kepegi yapisinda bulunan gamma oryzanoliin ferulik asit yapisindan dolay1
demir selatlama aktivitesinin oldugu bilinmektedir [147]. Demir ve bakir gibi metallerin
oksidasyonu baslatict ve hizlandiric1 6zellikleri vardir [156]. Bu c¢alismada en yiiksek
selatlama aktivitesinin elde edildigi 4 numarali 6rnek i¢in %350 inhibisyon gdsteren
piring kepegi protein izolati konsantrasyonu 0,84 mg/mL, % inhibisyon ise 0,4 mg/mL
ornek icin %49,082 olarak bulunmustur. Selatlayici ajan varliginda demir kompleksinin
olusturdugu kirmiz1 renkte bir azalma meydana gelir. Renkteki bu azalma o6lgiilerek
selatlama aktivitesi degerlendirilmektedir. Biyoaktif proteinlerin ve peptitlerin serbest
metal iyonlarin1 amino ya da hidroksil gruplar araciligiyla bagladiklar1 bilinmektedir
[157]. Uygulanan 6rnek miktar1 artttkga demir kompleksinin sahip oldugu kirmizi
renkte azalma selatlama aktivitesinde artis gozlenmistir. Bu artis piring kepegi

proteinlerinin yapisinda barindirdigr biyoaktif bilesenlerden kaynaklanmaktadir.

Fermente pirin¢ kepegi ve normal piring kepegi ile yapilan calisma neticesinde fermente
edilmis {irlinlin daha yiliksek selatlama aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.
Proteinlerin hidrolize olmas1 yani ortamdaki peptit miktarinin fazlalig: ile selatlama
aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Protein izolat1 yerine hidrolizat ile yapilan deneylerde
daha yiiksek selatlama aktivitesi elde edilebilir. Ultrason uygulamasinin da protein

yapisinda mekanik ve kavitasyon etkileri donucunda meydana gelen degisiklerin
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biyoaktivitede artisa yol agmasi muhtemeldir. Ayrica kiikiirt ve asidik formdaki amino

asitleri iceren proteinlerin daha yiliksek demir indirgeyici etkiye sahip oldugu

bildirilmistir [158].

Ultrason destekli ekstraksiyon ile antioksidanlarin piring kepeginden ekstraksiyonunun
optimize edildigi bir ¢alismada demir selatlama degeri %57,2 olarak bildirilmistir. Bu
deger mevcut calismada elde edilen degere olduk¢a yakindir. Bununla birlikte
ekstraksiyonda kullanilan ¢ozgen farkliliginin sonuglar1 etkileyebilecek 6nemli bir
parametre oldugu goz ardi edilmemelidir [147].

Metal selatlama aktivite degerleri de antioksidan 6zellikleri degerlendirmek i¢in yapilan
analizlerin sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Toplam fenolik madde iceriginin

antioksidan Ozelliklerle benzer trend seyrettigi bilinmektedir [160;161].
3.4. Antiproliferatif Ozellikler

Pirin¢ kepegi protein izolatlarinin antiproliferatif 6zellikleri HepG2 hiicre hatti {izerine
sitotoksitesi bakimindan degerlendirilmistir. Farkli ultrason giiclerinin uygulanan
orneklerin hiicre hatt1 iizerine olan sitotoksitesi istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05)
bulunmustur. Toksisite gosteren minumum deger olan %50 inhibisyon noktasinin
belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlardaki orneklerle yapilan uygulamalarda
minumum toksik konsantrasyon 1 mg/mL protein izolati/hiicre kiiltiir ortami olarak
bulunmustur. Artan konsantrasyona bagli olarak ve uygulanan giice bagl olarak degisen
hiicre canlilig: degerleri Tablo 3.8°de verilmistir. Ug farkli oranda yapilan uygulamalar
igin giigler arasinda fark oldugu goriilmektedir. Uygulanan gii¢ arttik¢a toksik etkinin
azaldig1 soylenebilir. Uygulanan farkli piring kepegi protein izolati konsantrasyonun
hiicre canlilig1 iizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Diger bir
deyisle uygulanan piring kepegi protein izolat miktar: arttik¢a hiicre 6liim oraninda da

artis meydana gelmistir.
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Ornek
No 1 mg/mL 0,4 mg/mL 0,2 mg/mL ICso
Kontrol 18,43+0,74 43,97+2. 47" 67,03+4,58° | 1,71+0,12
1 16,14+0,65% 55,25+4,28%" 65,47+4,81°" | 1,81+0,14°
2 24,62+4,00 | 59,13+2,81%" | 83,74+2.61% | 2,20+0,05°
3 32,35+1,39" 46,99+6,74" 64,41£0,36" | 1,87+0,11°
4 453+1,21% 67,57+3,43% 64,09+4,09° | 3,00+0,30°

Kontrol, %0; 1, %20; 2, %48,25; 3, %65,91; 4, %100 amplitude gii¢ uygulanmig 6rnekler.
ICs0: %50 inhibisyon i¢in gerekli konsantrasyon

ad Ayni siitundaki birbirinden farkli kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak dnemli
(p<0,05) bir farklilik oldugunu géstermektedir.

eh, Aymi satirdaki birbirinden farkli kii¢iik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak onemli
(p<0,05) bir farklilik oldugunu gostermektedir.

Hiice kiiltiirlerine ait mikroskop goriintiileri Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’de gosterilmistir. 1
mg/mL 6rnek uygulanmis hiicre hatlarinda daha az yogunlukta hiicre varligi gozlenirken
ornek uygulama miktar1 azaldik¢a mikroskopta goriintiilenen hiicre miktarinda artis
olmustur. Sekil 3.2°de Sekil 3.1°e gore daha fazla hiicre gelistigi gozlemlenirken en
diisiik konsantrasyonda ornek uygulanmis hiicre hattina ait olan sekil 3.3’te oldukca
yogun hiicre konsantrasyonu oldugu goriilmektedir. En yliksek toksik etki %20

amplitude gii¢ uygulanmis olan 2 numarali 6rnekte %83,96 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.2. Kontrol 6rnegine ait 1 mg/mL piring kepegi protein izolati uygulanmis
HepG2 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii

Sekil 3.3. Kontrol 6rnegine ait 0,4 mg/mL piring kepegi protein izolat1 uygulanmis
HepG?2 hiicrelerin mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.4. Kontrol 6rnegine ait 0,2 mg/mL piring kepegi protein izolati uygulanmig
HepG2 hiicrelerin mikroskop goriintiisii

Dogal bilesenlerin antikanserojen Ozelliklere sahip oldugu bircok ¢alisma ile
gosterilmistir [161; 162]. Antioksidan bilesenlerce zengin besinlerin gida yoluyla
alimmasinin kanser, kalp, diyabet gibi hastaliklarinin olugsmasinin 6nlenmesinde etkin
oldugu kanitlanmigtir [163]. Piring kepeginde yer alan gamma oryzanoliin timor
yapilarini inhibe ettigi caligmalarda gosterilmistir [164]. Ayrica yapilan bir ¢aligmada vy-
oryzanoliin timor tasiyan farelerde tiimor biiylimesini engelledigi kaydedilmistir [165].
Yine piring kepegi proteinlerinin anti-kanser aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir
[166]. Piring kepegi yapisinda E vitamini formlarindan tokoferol ve tokotrienollerin
antikarsinojenik ozellikler sergiledigi bilinmektedir [167]. Bu sebeplerden dolay1 piring
kepegi proteinlerinin sahip olabilecegi toksik etki HepG2 karaciger kanser hiicreleri

iizerinde degerlendirilmistir.

HepG2 insan karaciger kanseri hiicre dizisi gida bilesenlerinin antikanser 6zelliklerini
belirlemede yaygin olarak kullanilan bir hiicre hattidir [168]. Piring kepeginden elde
edilen sabunlagsmayan maddelerin (0-100 mg/mL) HepG2 hiicresi enzim aktivitesi
tizerine koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada MTT testi ile sitotoksik etkinin

olusmadigi sonucuna vartlmistir [12].



o1

Piring kepeginin kanser hiicreleri lizerine sitotoksitesinin degerlendirildigi bir ¢aligmada
kolon kanser hiicresi (Caco-2), akciger kanser hiicresi (MCf-7) ve karaciger kanser
hiicresi (HepG?2) ile calisilmistir. Piring kepegi proteinlerinden elde edilen peptitlerin
kullanildig1r bu ¢alismada 600-700 pg/mL 6rnek uygulamasi Caco-2 hiicresinde %84,
MCF-7 hiicresinde %80 ve HepG2 hiicresinde %84 inhibisyon sagladigi kaydedilmistir
[169]. Bu tez ¢alismasinda da piring kepegi proteinlerinden direkt olarak 400 pg/mL
uygulama yapilarak yaklasik %80 inhibisyon elde edilmistir.

Farkli cesit piring kepeklerindeki biyoaktif bilesenlerinin kolekteral kanser hiicreleri
(HT-29, Caco-2) ve SW-480 insan kolon kanser hiicreleri tizerine inhibisyonunun
arastirildigr bir calismada kepek miktarina bagli olarak inhibisyon oranin degistigi

belirtilmistir [170].

Piring kepeginden elde edilen enzim ekstraktlarinin MOLT-4 (kemik kanseri-16semi)
hiicreleri iizerine inhibisyonunun ¢alisildig: arastirmada 2,2-10 mg/mL konsantrasyon
araliginda 6rnek uygulamasi sonucunda 7,5 mg/mL Ornek uygulamasindan itibaren
sitotoksisite gozlenmis en yiiksek sitotoksisite ise 10 mg/mL 6rnek uygulamasinda elde
edilmistir. Calismanin kontrolii olarak lenfositlerde (kanser hiicresi olmayan hiicre hatti)
yapilan sitotoksisite c¢aligmasinda piring kepeginin toksik etkisinin olmadigi

belirlenmistir. Kullanilan hiicre hattina bagl olarak toksik etki de degismektedir [171].

Piring kepeginden farkli solventler kullanarak ekstraksiyon gerceklestirilen ve bu
ekstraktlarin antiprolifetratif 6zelliklerinin kolon kanser hiicresi (Caco-2), gégiis kanser
hiicresi (MCF-7) ve akut miyeloid 16semi (HL-60) hiicre hatlar {izerindeki sitotoksik
etkisini MTT testi ile degerlendirildigi calismada metanol ekstraksiyonu ile yapilan
ekstraktin en etkin ekstrakt ve HL-60 hiicre hattinin ise en hassas hat oldugu

kaydedilmistir [172].

Piring kepeginden enzimatik yolla ekstrakte edilen antioksidan maddelerin insan deri
hiicresi olan keratinosit hiicreleri lizerine MTT testi ile toksik etkisi 1, 10, 50, 100, ve
500 pg/mL konsantrasyon araliginda 6rnek uygulanarak ¢alisiimis ve 500 pg/mL de ¢ok
az toksik etki gozlemlenirken daha diisiik konsantrasyonlarda toksik etki

belirlenemedigi bildirilmistir [144].
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Bir diger ¢alismada piring kepeginde bulunan yiiksek antioksidan 6zellige sahip ferulik
asitin HepG2 hiicrelerinin biiylimesini yavaslattigi ve hiicre ilizerine toksik etkisinin

oldugu ¢alismalarda gésterilmistir [173].



4. BOLUM
ONERILER

Calisma sonucunda ultrason uygulamanin protein verimi i¢in optimum noktasi
belirlenmis ve 4 farkli % ultrason genligi noktasinda yapilan ultrason uygulamasinin
antioksidan ve antiproliferatif 6zellikler lizerine etkisi tartistlmistir. Calisma sonucuna
gore ultrason uygulamasinin, protein ekstraksiyonunda, verim artirmak i¢in bir 6n iglem
olarak kullanilabilecegi sOylenebilir. Optimizasyon ¢aligmasinda uygulanan oranin protein
verimini arttirdigi saptanmigtir. Kati/stvi oranindaki artigin belirli bir noktaya kadar pozitif
etkisi olmakla birlikte, optimum degerden daha yiiksek kati/sivi oranlar1 kullanildiginda,
verime etkisinin degismedigi hatta azalttigi gézlemlenmistir. Meydana gelen bu verim
azalmasimin Ornekteki kat1 artiginin kavitasyon 6zelligini azaltmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bu sebeple kati/sivi oranin optimum degerler civarinda secilmesi

gerektigi Onerilebilir.

Farkli gii¢ noktalarinda elde edilen protein ekstraktlarinin antioksidan degerleri arasinda ki
farkin degerlendirilmesi yapilmustir. Genel olarak secilen gii¢ noktalarinda maksimum
degerlerin %100 ultrason genligi uygulamasinda elde edildigi s6ylenebilir. Ancak sonuglar
uygulanan 4 farkl gii¢ i¢in gegerlidir. Gii¢ uygulama noktalart arttirllarak ve farkli kati/sivi

oran1 ve siire degiskenleri kullanilarak daha kapsamli ¢alismalar yapilabilir.

Caligmamizda protein ekstraksiyonu i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasindan elde edilen
optimum oran ve siire kullamlmistir. Bu degerler antioksidan Ozellik i¢in degisim
gosterebileceginden antioksidan bilesiklerin  ultrason destekli ekstraksiyonunun

optimizasyon ¢aligmasinin yapilmasinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica literatiir taramasinda caligmalar gostermistirki etanol/su ya da metanol /su

karigimlan ile yapilan ekstraksiyonlarda ekstraksiyon verimi daha yiiksektir. Fenolik ve
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antioksidan bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilacak solvent ve bu solvent oraninin da

optimize edilmesi daha yliksek ekstraksiyon degerlerinin elde edilmesini saglayacaktir.

Yine literatlir ¢aligmasi ile proteinlere kiyasla peptitlerin daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple elde edilen protein izolatlar peptitlere
parcalanarak antioksidan oOzellikleri degerlendirildiginde daha yiiksek antioksidan

aktivite degerleri elde edilebilir.

Antiproliferatif 6zelligin degerlendirilmesi i¢cin HepG2 hiicresi ile yapilan c¢aligmada
ultrasonik giiciin toksisiteye etkisinin 6nemli oldugu gdzlemlenmistir. Ancak farkl
kati/s1v1 oranlarinda ve farkl: siirelerde ultrason genligi uygulamalar: yapilarak sonuglar

daha ayrintili degerlendirilebilir.

Piring kepegi proteinlerinin hiicre kiiltlirii {izerine etkisini gormek agisindan farkli

kanser hiicre hatlar1 ile de ¢aligmalar yapilabilir.

Ayrica hiicre metabolizmasia etkiyi arttiracagr distliniildiiglinden izolat yerine

hidrolizat uygulamasi da ¢alisilabilir.
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EKLER

Ek 1. Protein Verimi Optimizasyonu I¢in Yapilan Bradford Analizi Ham Verileri

73

Ornekler Veriler
1 0,7338 0,7728 0,7851 0,7689 0,7439
2 0,8227 0,8159 0,8309 0,8105 0,8029
3 0,9281 0,9445 0,9432 0,9233 0,9172
4 0,9831 0,9786 0,9352 0,9764 -
5 0,9680 0,9965 0,9693 0,9685 0,9281
6 0,9854 0,9854 0,9854 0,9854 0,9854
7 0,8084 0,8015 0,8076 0,8101 0,7735
8 0,8424 0,8529 0,8215 0,7974 0,8359
9 0,9444 0,9190 0,9200 0,9235 0,9255
10 0,9799 0,9836 0,9569 0,9515 0,9474
11 0,7790 0,7674 0,7877 0,7926 0,7911
12 0,9597 0,9507 1,0090 0,9515 -
13 0,9759 0,9585 0,9676 0,9827 0,9558
14 0,9957 1,0032 0,9757 0,9545 -
15 0,9599 0,9659 0,9593 0,9654 -
16 1,0057 0,9917 0,9980 0,9892 0,9936
17 1,0084 0,9838 1,0185 1,0160 0,9824
18 1,0242 1,0398 1,0231 1,0507 1,0128
19 0,9378 0,9384 0,9476 0,9516 0,9297
20 0,9979 1,0063 0,9868 1,0166 0,9690

Kontrol 0,549 0,547 0,5498 0,5749 0,5759
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Ek 2. Bradford Analizi i¢in Cizilen Bsa Standart Kurve Ham Verileri

BSA Miktar 0.2 mg/mL 0.5mg/mL 0.6mg/mL | 0.8mg/mL
0,4364 0,5222 0,529 0,5538
0,4401 0,5303 0,547 0,5585
0,4563 0,5038 0,5638 0,5821
0,4499 0,532 0,5577 0,5591
0,4716 0,548 . -

Ek 3. Yiiz Kat Seyreltilmis Orneklerin Fenolik Bilesen Analizine Ait Ham Veriler

Ornek Veriler Ornek Veriler
No No
Kontrol 0,251 0,25 0,252 Kontrol 0,249 | 0,251 | 0,254
1 0,24 0,239 | 0,237 1 0,241 | 0,239 | 0,239
2 0,246 | 0,247 | 0,247 2 0,252 | 0,245 | 0,255
3 0,259 | 0,258 | 0,264 3 0,268 | 0,263 | 0,263
4 0,258 | 0,261 0,26 4 0,259 | 0,259 | 0,261
Gallik asit standart grafigi icin elde edilen veriler
0,2 mg/mL 0,4 mg/mL 0,6 mg/mL 0,8mg/mL
0,1723 0,3305 0,5356 0,7465
0,1761 0,3519 0,5360 0,6007
0,1747 0,3496 0,5327 0,6304
0,1765 0,3807 0,5262 0,6916
0,1734 0,3587 0,5519 0,8802




Ek 4. Orneklerin DPPH Siipiiriicii Aktivite Analizine Ait Ham Veriler
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1/25
Kor Kontrol | Ornek1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1,535 0,595 0,699 0,677 0,714 0,545
1,535 0,614 0,693 0,514 0,719 0,619
0,604 0,76 0,692 0,763 0,538
0,6 0,669 0,703 0,69 0,532
0,632 0,657 0,691 0,582
1/100
Kor Kontrol | Ornek 1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1,533 1,399 1,42 1,435 1,432 1,394
1,529 1,4 1,428 1,42 1,434 1,397
1,41 1,421 1,42 1,435 1,371
1,407 1,446 1,427 1,44 1,393
1,391 1,421 1,428 1,427 1,344
1/200
Kor Kontrol | Ornek 1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1,536 1,423 1,453 1,459 1,465 1,447
1,531 1,447 1,468 1,461 1,473 1,446
1,45 1,45 1,468 1,478 1,448
1,46 1,438 1,467 1,484 1,45
1,43 1,464 1,47 1,479 1,447
1/25
Kor Kontrol | Ornek 1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1,361 0,575 0,279 0,519 0,681 0,494
1,332 0,572 0,569 0,516 0,292 0,308
0,546 0,608 0,304 0,586 0,501
0,375 0,275 0,65 0,576 0,494
0,278 0,77 0,75 0,577 0,492
1/100
Kor Kontrol | Ornek1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1,042 0,771 0,874 0,792 0,89 0,861
1,038 0,862 0,899 0,869 0,854 0,862
1,045 0,882 0,892 0,888 0,89 0,827
0,848 0,881 0,905 0,882 0,905
0,883 0,871 0,875 0,912 0,846
1/200
Kor Kontrol | Ornek 1 | Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4
1002 | 0939 | 0931 | 0844 0953 | 0907
1,018 0,938 0,933 0,94 0,953 0,904
1,04 0,877 0,934 0,941 0,945 0,924
0,931 0,942 0,905 0,928 0,922
0,929 0,944 0,939 0,965
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Ek 5. Orneklerin Toplam Antioksidan Aktivite (Teac) Analizine Ait Ham Veriler

Ornekler | Kontrol | Ornek1 | Ornek2 | Ornek3 | Ornek4 | Kontrol
0,358 0,367 0,39 0,348 0,312 0,329
0,355 0,386 0,395 0,336 0,328 0,278
0,38 0,326 0,385 0,337 0,304 0,284
0,364 0,397 0,386 0,345 0,396 0,307
- - - - - 0,314
kor 0,775
Ornekler | Kontrol | Ornek1 | Ornek2 | Ornek3 | Ornek4 | Kontrol
0,329 0,378 0,37 0,348 0,258 0,329
0,278 0,344 0,327 0,316 0,25 0,278
0,284 0,364 0,367 0,346 0,259 0,284
0,307 0,381 0,334 0,336 0,264 0,307
0,314 - 0,333 0,301 0,314
kor 0,742

Ek 6. Antioksidan Aktivitenin Degerlendirilmesi I¢in Cizilen Trolox Kurve Ham

Verileri
Trolox Miktar: 2,48 pg/ml 4,96 ng/ml 7,44 pg/ml 9,52 pg/ml
0,59 0,433 0,294 0,121
0,587 0,438 0,27 0,122
0,577 0,422 0,258 0,197
0,58 0,424 0,267 0,143
0,58 0,462 0,264 0,085
0,5828 0,4358 0,2706 0,1336




EK 7. Orneklerin Metal Selatlama Analizine Ait Ham Veriler
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1mg/mL

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4 Kontrol Kor
0,236 0,209 0,220 0,176 0,261 0,394
0,217 0,204 0,216 0,176 0,260 0,386

2mg/mL

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Kontrol Kor
0,127 0,104 0,089 0,128 0,104 0,522
0,098 0,1 0,094 0,11 0,107 0,512
0,114 0,106 0,1 0,105 0,114 -
0,09 0,105 0,095 0,105 0,19 -
0,106 0,109 0,097 0,123 0,119 -

5mg/ml

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Kontrol Kor
0,067 0,062 0,049 0,051 0,05 0,58
0,061 0,062 0,055 0,048 0,051 0,507
0,055 0,07 0,07 0,054 0,052 -
0,061 0,059 0,05 0,055 0,058 -
0,058 -- 0,074 0,077 0,06 -

1mg/mL

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Kontrol Kor
0,233 0,204 0,202 0,171 0.241 0.396
0,235 0,212 0,204 0,171 0.261 0.377

2mg/mL

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4 Kontrol Kor
0,079 0,074 0,068 0,061 0,078 0,394
0,082 0,073 0,072 0,073 0,078 0,396
0,080 0,076 0,071 0,07 0,079 -
0,079 0,071 0,073 0,074 - -
0,079 0,074 0,068 0,061 0,078 -

5mg/mi

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 | Ornek 4 Kontrol Kor
0,040 0,038 0,031 0,036 0,031 0,394
0,051 0,032 0,031 0,045 0,038 0,396
0,033 0,038 0,032 0,027 0,027 -
0,043 0,038 0,034 0,026 0,037 -
0,061 0,035 0,035 0,031 0,049 -




EK 8. Orneklerin Sitotoksisite Analizine Ait Ham Veriler
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Kontrol Kontrol Ornegi Ornek 1
Tampon (Gii¢:%0) (Gii¢:%20)
o Img/ 0,2mg/ 0,4mg/ Img/m 0,2mg/  0,4mg/ Img/m 0,2mg/  0,4mg/
ran
mL mL mL L mL mL L mL mL
40 39 50 9 24 42 11 25 42
38 51 66 5 14 32 2 22 30
Hiicre 78000 14000 13000
900000 1160000 380000 740000 470000 720000
Sayis1
TEKERR
UR
45 50 50 4 29 32 7 31 33
30 35 56 11 13 46 5 20 40
Hiicre 75000 15000 12000
850000 1060000 420000 780000 510000 730000
Sayis1
Ortalama 875000 1110000 400000 760000 490000 725000
Ornek 2 ornek 3 Ornek 4
110, e,
(giic:%48,25) (giig:%65,91) (gii¢:%100)
o 1Img/ 0,2mg/ 0,4mg/ Img/m 0,2mg/  0,4mg/ Img/m 0,2mg/ 0,4mg/
ran
mL mL mL L mL mL L mL mL
9 26 47 7 22 37 18 37 44
8 29 48 19 22 38 18 24 27
Hiicre 17000 26000 36000
550000 950000 470000 750000 630000 710000
Sayisi
TEKERR
UR
7 18 41 11 19 27 19 14 39
14 32 54 13 28 41 15 43 32
Hiicre 24000 37000
500000 950000 440000 680000 400000 710000
Sayisi
19000 25000 34000
Ortalama 525000 950000 455000 715000 570000 710000




Ek 9. Piring Kepeginin Kuru Madde, Yag Ve Protein Analizi Ham Verileri
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Yag Nem Protein
15,4 14,82 1,767
154 14,9 1,761
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