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OZET

MiS ZAMBAGININ (Lilium candidum) BIYOKIMYASAL
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI VE ENDUSTRIYEL AMACLI
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Ceyhun ISIK

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Nazan DEMIR
Ocak 2014, 136 sayfa

Bu tez calismasinda, Mugla kirsalinda dogal olarak yetisen ve hos kokusu nedeniyle
insanlarin dikkatini ¢eken mis zambagi (Lilium candidum) ¢igekleri Mayis-Haziran
aylarinda toplanmis ve bazi biyokimyasal aktiviteleri {izerine arastirmalar
yapilmistir.

Proteaz enzimi prtoeinlerin peptitlere ve amino asitlere hidrolizini katalizler. Hem
endiistriyel hem de biyokimyasal uygulamalarda en 6nemli enzim gruplarindan
biridir. Mis zambag: (Lilium candidum) ciceklerinden proteaz enzimi saflagtirmak
icin  (NHa4)2SO4 ¢oktiirmesi yontemi ve CM-Sephadex iyon degisim kromotografisi
kullanild1. Enzim i¢in optimum pH ve optimum sicaklik, kazein, azokazaein, jelatin,
hemoglobin, azoalbiimin substratlari igin Km ve Vmax degerleri belirlendi. Mis
zambag: (Lilium candidium) gigeklerinden saflagtirilan proteaz enziminin safligin
kontrol etmek i¢in SDS-PAGE kullanildi. Enzimin molekiil agirliginin 29,7 kDa
oldugu jel filtrasyon kromatografisinden yararlanilarak hesaplandi.

Enzim aktivitesi iizerine Hg?*, Mn?*, Ca?*, Fe?*, Fe®*, Ni?*, Mg?* (10 mM, 1 mM, 0,1
mM) katyonlarinin, EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid kimyasallarinin
etkisi incelendi.

Ayrica mis zambagi ¢igeklerinin A vitamini (B-karoten) miktar1 64+0,23 pg/100 g, E
vitamini (a-tokoferol) miktar1 36+0,15 ug/100 g ve C vitamini (askorbik asit)
miktarlar1 16+0,32 mg/100 g olarak belirlendi.

UPLC-ESI-MS/MS ile fenolik bilesik profili, B grubu vitaminleri ve serbest amino
asit igerigi, Headspace GC/MSD ile ugucu ve aroma verici bilesenleri analiz edildi.
Ayrica hekzan, etil asetat ve alkol fraksiyonlar1 olmak iizere mis zambagi
ciceklerinden elde edilen ti¢ farkli polaritedeki ekstrelerin antioksidan aktiviteleri
belirlendi: Toplam antioksidan aktivite (B-karoten renk agilimi yontemi ile), DPPH
serbest radikali giderimi ve ABTS katyon radikali giderimi aktivitesi belirlendi.

Elde edilen sonuglar 1s1ginda mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinin fenolik
bilesik bakimindan zengin oldugu goriildii. Mis zambagi (Lilium candidum)
ciceklerinde major olarak, Kaempferol ve Ferrulik asit tespit edildi.



Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinin 100 graminda 568 pg Fenialanin, 547
ug 1zolosin, 520 pg Triptofan, 275 pg Valin ve 81 pg Losin gibi esansiyel amino
asitlere rastlanda.

Yapilan ¢aligmalar beyaz zambak (Lilium candidum) ¢igeklerinin, preoteaz enzimini,
tim serbest amino asitleri, aroma bilesenlerinden Linalool (3,7 dimethyl-1,6-
Octadien-3-ol) ile A, C, E ve B grubu vitaminlerini i¢cermesi ve esansiyel amino
asitlerin miktarinin yiiksek olmasi, fenolik bilesik bakimindan zengin olmasinin ilag
ve Ozellikle kozmetik sektoriinde ¢ok onemli bir bitkisel kaynak olabilecegini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz Zambak (Lilium candidum), Proteaz, Amino Asitler,
Fenolik Bilesikler, Antioksidanlar, B Vitamini



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOCHEMICAL ACTIVITIES OF (Lilium candidum)
AND INVESTIGATION OF INDUSTRIAL USAGE

Ceyhun ISIK

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemisty
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nazan DEMIR
January 2014, 136 pages

In this study, Lilium candidum flowers which is grown up in Mugla picked up and
some biochemical activities were investigated.

Proteases enzymes catalayses hydrolysis of proteins to peptides and amino acids.
They are one of the important groups both in biochemical and industrial applications.
(NH4)2SO4 precipitate and CM-Sephadex ion exchange chromatography were used
for purification of the protease from Lilium candidum flowers. Optimal pH and
temperature and Km and Vmax values for casein, azocasein, azoalbumin, gelatin,
hemoglobin substrats for purified enzyme were calculated. Sodium dodecyl sulphate
polacrylamide gel electrophoresis was applied for control of the protease enzyme
purified from Lilium candidum and molecular weight of purified protease enzyme is
determined as 29,7 kDa by using gel filtration chromotografphy.

The effect of Hg?", Mn?*, Ca?*, Fe?*, Fe*", Ni**, Mg?" (10 mM, 1 mM, 0,1 mM)
cations and EDTA, SDS, p-mercapto ethanol and iodoasetamid chemicals on enzyme
activity were studied.

Lililum candidum flowers were analyzed for phenolic compounds, B group vitamins
and free amino acids content using UPLC-ESI-MS/MS, for volatile and flavor
compounds using Headspace GC/MSD. Moreover, extracts of hexane, ethyl acetate
and alcohol fractions, which were in three different polarities, obtained from Lililum
candidum flowers were evaluated for antioxidant activities: Total antioxidant activity
(using B-carotene bleaching method), DPPH free radical scavenging assay, ABTS
radical cation scavenging assay.

The obtained results indicate that Lililum candidum flowers were rich in phenolic
compounds. 28.73 pg/g Kaempferol, 27.04 ng/g 4-Hyrdroxy benzoic acid and 6.59
ug/g p-Coumaric acid were detected in Lililum candidum flowers as major.

Free amino acids were determined in Lililum candidum flowers. Essential amino
acids like Phenylalanine (568 pg), Isoleucine(547 pg), Tryptophan(520 ng ), Valine
(275 pg) and Leucine (81 pg) were found in 100g Lililum candidum.

Proteases enzyme, all free amino acids, linalool (3,7 dimethyl-1,6-Octadien-3-ol) and
B group vitamins content of Lilium candidum and high in essential amino acids and



phenolics compounds amount demonstrate value and importance in pharmaceutical
and cosmetic sectors.

Keywords: Lilium candidum, Protease, Amino Acids, Phenolic Compounds,
Antioxidants, B vitamins

Vi



ONSOZ

Tez calismam boyunca, bilgisi, deneyimi ve tecriibesiyle beni yonlendiren degerli

zamanini benden esirgemeyen tez danisman hocam Sayin Prof. Dr. Nazan DEMIR’e
Bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim hocam Sayin Prof. Dr. Yasar DEMIR’e

Calismalarimin teorik ve deneysel kisminda yardimci olan Yrd. Dog. Dr. Seyda

KIVRAK’a ve Uzm. Dr. Ibrahim KIVRAK
Bu giine kadar benden desteklerini esirgemeyen degerli aileme,

Ve esim Seyma GUMUS ISIK ’a ¢ok tesekkiir ederim.

Ceyhun ISIK
Ocak 2014

vii



ICINDEKILER

[0 Y21 8 LSRR 11
ABSTRACT ettt bbbt et re s \%
ONSOZ.....ooiiieie e Vil
ICINDEKILER ........oooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt viii
SEKILLER DIZINT ........cooooiiiiiiieceeeeeeeeee e, Xiv
KISALTMALAR DIZINT ......oooooiiiiiiiceceece e XVii
O 3 1 23 1 OO 1
1.1, Amacg ve KapSaml..........cccooiiiiiiiiiii e 1
2. KAYNAK OZETLERI........oooiiiiiiiiiineesses e 3
2.1.  Lilium Bitkisinin Genel OzelliKIeri.................c.ccccovvoveverereieeereee e, 3
2.1.1. Lilium candidum’un (Mis Zambaginin) Genel Ozellikleri ...............cc......... 4
2.2, Proteinler ve AmIN0 ASItIEr ..o, 5
2.2.1. AMINO ASIHIET ..o 6
2.2.2. Peptid Bagl ve OZeIlKIETI ......c..cvevvriveiirireicieisicveissse et 8
2.2.3. Proteinlerin YaPIST ...c.ccceeiiiiiiiiiiieiiesee ettt 10
230 ENZIMIBK oo 12
2.3.1. Proteaz €NZIMI.....ccoiiiiieiiiiieiii e 18
2.4, Aroma Bilesenleri.............ccccooiiiiiiiii 22
2.4.1. Aroma Bilesenlerinin EIA@Si .........ccccceeiiiiiiiiiiiiiieiieee e 23
2.4.1.1. SU deStIHASYONU ......ccueivieiiieie e 24
2.4.1.2. Su-buhar destilasyonu ..., 24
2.4.1.3. Su buhart destilasyoniu...............ccccovoiiiiiiiiiiiiiiciii 25

2.4. 1.4, KUru desStilasyOn ..........ccooiiiiiiiiiie s 25
2.4.1.5. HIdrOIfliZYOM .......ccuiiiiiiiiiiiii e 26
2.4.1.6. Maserasyon ile destilasyon..........cccocoiiiiiiiiiienes e, 26
2.4.1.7. Soguk yag ile oziitleme (ANFIOF@))...........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiice 27
2.4.1.8. Sicak yag ile oziitleme (MaSerasyon) ............cccccoceuveveienicniiecniennineen. 27
2.4.1.9. Organik ¢oziiciilerle Oziitleme ...............ccccovviiiiiiiiiiiiicii 27
2.4.1.10. Stkma ile yapilan mekanik OzZiitleme ................ccccoveveiviiieiiiniiiiieiiinens 28
2.4.1.11. Cizerek GzUtleme...........cc.ccocueiiiiiiiiiie i 28
2.4.2. Aroma Bilesenlerinin Kimyasal Bile$imi ..........cccooveiviiiiniiinniieiiee e 29
2.4.3. Aroma Bilesenlerinin Siniflandirilmast ........cocccveeviieiiinniiiie e 29

viii



2.5, ANTOKSIAANIAT ... 30
2.5.1. Antioksidanlarin Simiflandirtlmasi..........ccccceeeviiiiiiieiiee e 32
2.5.1.1. BirinCil AntiokSIdanIar ............cccooeriiiiiiinieeee e, 33
2.5.1.2. Tkincil ANtIOKSIAANIAT ..............coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
2.6. FenoliK BileSiKIer ..o 36
2.6.1. FENOLIK ASIHIEI ..o 38
2.6.1.1. Hidroksisinnamik asitler...........ccocoveiiiiiiiiniieee e, 39
2.6.1.2. Hidroksibenzoik asitler...........ccocoiiiiiiniiiie e 39
2.6.2. FIaVONOIAIET ....ocveiiieiieie e 39
2.6.2.1. FIAVONIAK «..ccviiiieiieece et 39
2.6.1.2. FIAVONOIIET ...t 40
2.6.1.3. FlaVanONIar ........cccooiiieiiee e 40
2.6.1.4. Flavanoller (KateKinler) ........c.cccveveiieieeiiiic e 40
2.6.1.5. ANOSIYANTAINIET ....c.ooiiiiiiiiicee e 41
2.6.1.6. IZOFIAVONOIAIET ..o, 41
2.6.1.7. NeoflavonOITIEY ........ccveiieiiiie e 42
2.6.1.8. Flavonoid gliKOZITIEr ..........c.ccveiveieciece e 42

2.7, VITAMINIEE oottt nrees 42
2.7.1. Suda Coziinen VItaminler .........cccooviiiiiiiiiiiniiiies i 43
2.7.1.1. Thiamin (B1 VITaMIND) ....ccoiiiiiiiiiiesic e 43
2.7.1.2. Riboflavin (B2 VItamini)........cccerereieieiiiesieeee e 44
2.1.7.3. Nikotinamid (B3 VItamini) .......cccooereniiinininecee e, 45
2.1.7.4. Pantotenik Asit (Bs VItamini)........ccocoveiiieniinininiee e, 46
2.7.1.5. Piridoksin (Be VITAMIND) .....cviiiiiiiiesiesisiesceeee e 47
2.7.1.6. BIYOUIN .....oitiiiiiic ittt ettt sttt et 48
2.7.1.7. Folik Asit (B1o veya B11 VITamMINI).......ccccoviriniiiiiic e, 48
2.7.0.8. LIPOIK ASIt.....coviiiiiiiiiiiiicieiec et 49
2.7.1.9. Kobalamin (B12 VITAMINT) .....ccvoiiiiiiiicnesceeeee e, 50
2.7.2.20. C ViItBMINE1toiiiiiiieicesee e 51
2.7.2. Yagda COzinen VItaminler.........ccoccoioiriiiinieiiieiisic e 52
2.7.2.0. A VITAMINT c.eeiiiiiiiec et 52
2.7.2.2. D VITAMINT covevviiiieieeie ettt e e esnee e e 53
2.7.2.3. E VITAMINTcceeiiiiii et 53

2.7. 2.4, K VITAMINI...eoiiiieiieie ettt ae e ste e e sneeee e 54

3. MATERYAL VE YONTEM ........cocooeovviiiiieeeeteeeeee e, 55



3.1. Kullamilan Kimyasal Madde ve Malzemeler ....................c.ccooiiiiinninnnnn. 55

3.2. Kullamilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi....................cccoeeieene 55
330 YONtemIer.........oooiiiiiii 59
3.3 L. Protein TAYINT...couecveieiiiiiiieieeiieiete e 59
3.3.1.1. Kalitatif protein tayini .........cccccevveiieiiieiieie s 59
3.3.1.2. Bradford yontemiyle protein tayini...............ccccuoeuveeiiciiiieenieiieene e 59
3.3.2. Mis Zambag Cigeklerinden (Lilium candidum) Proteaz Enziminin
SaflaSHIIIMAST....eeieiiiiie e 60

3.3.2.1. Orneklerinin tOPIANMAST .............cococveeeeeeeeesseies e, 60
3.3.2.2. Homojenatin RAzirlanmasi.............ccccooouiioiiieeniiiiiens e 60
3.3.2.3. Amonyum Stlfat COKLUIMEST ........c....ccouiiiiiiiiiieiiiie e 60
3324, DIYANIZ ..o 61
3.3.2.5. CM-Sephadex iyon degisim kolonunun hazirlanmasi............................ 61

3.3.2.6. Mis zambag ¢iceklerinden (Lilium candidum) elde edilen homojenatin
CM-Sephadex iyon degisim kolonuna tatbiki ve proteaz enziminin

CLUSYOMU ...t 62

3.3.3. Proteaz Enzimi Igin Aktivite TAYIN ....ccoevevevececriieieiieceeeee e, 62
3.3.4. SDS-PAGE 1ile Enzim Safligmin Kontrolii ve Alt Birimlerin
BElIFIENMESI. ... .ovceiiiiiice e 63

3.4. Mis Zambag Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirlan Proteaz
Enzimi Uzerine Kinetik Calismalar ...................ccoooiiiiii e 64

3.4.1. Optimum pH’ nin Belirlenmesi..........cccoooiiiiiiiiiiiei e 64
3.4.2. Optimum Sicakligin Belirlenmesi..........cccooveviiiiiiiiiiiiiicc 64
3.4.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Molekiil Agirligi Tayini...............o........ 65
3.4.4. Enzimin Vmax Ve Km Degerlerinin Belirlenmesi ............ccoovveiiinenicnnen, 65

3.45. Mis Zambagi Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirilan Proteaz
Enziminin Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi ............ccccoovveiiiinennnne, 66

3.4.6. Mis Zambagi Cigeklerinden (Lilium candidum) Saflagtirilan Proteaz
Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Katyonlarin Etkisinin Incelenmesi.......... 66

3.4.7. Mis Zambagi Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirilan Proteaz
Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisinin Aragtirilmast .... 67

3.5.  Bitki EKStrakSiyOnu ..o 67
3.6. Fenolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi .................cccococvuren.... 68
3.7. Serbest Amino Asit iceriginin UPLC-MS/MS Ile Belirlenmesi................ 68
3.8. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin Aroma Verici Ucucu

Organik Bilesenlerin Headspace GC/MSD lle Belirlenmesi.................... 69
3.9. B Grubu Vitamin i¢eriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi................... 71
3.10. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri .................cccoceiiiiiiiiiiininnnns 72



3.10.1. Toplam Antioksidan Aktivite: f-Karoten Renk Acilim Yontemi.............. 72

3.10.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi YONtemMi .....c.ccoevverveeninrnnene 73
3.10.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi YONtemi.........cccvvvvvveerivveennnen. 73
4. ARASTIRMA BULGULARI.........cccooiiiiiiiiiie e 74
4.1. Kantitatif Protein I¢in Hazirlanan Standart Eri..............co.ccoooeveveinnnn.. 74

4.2, Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden Proteaz Enziminin
Saflastirllmast SONUCIATT ................cooeiiiii e 74

4.2.1. Mis Zambag: (Lilium candidum) Cigeklerinden Proteaz Enziminin CM-
Sephadex Iyon Degisim Kromatografisi Ile Saflastirilmasi Sonuglari ...... 74

4.2.2. Mis zambagi (Lilium candidum) g¢iceklerinden proteaz enziminin

saflastirma basamaklart SONUCIAIT ...........ccccvveeiiiiiiii e 75

4.2.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuglart .........cccccovvviviiiiiiniennnnne 76
43. Mis Zambag: (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirilan Proteaz
Enzimi Uzerine Kinetik Calismalarin Sonuclary ....................cccoo, 77

4.3.1. Mis Zambagi (Lilium candidum) Cigeklerinden Saflastirilan Proteaz
Enziminin Optimum pH Sonuglari..........ccoceiviiiniiiieieee 77

4.3.2. Optimum Sicaklik Sonuglart .........cccocveiiiiiiii 78

4.3.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi Ile Molekiil Agirhig: Tayini Sonuglari ....... 79

4.3.4. Kazein Substratina Karst Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi Sonuglari

80
4.35. Mis Zambagi (Lilium candidum) Cigeklerinden Saflastirilan Proteaz
Enziminin Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi Sonuglari....................... 81

4.3.6. Mis Zambagi (Lilium candidum) Cigeklerinden Saflastirilan Proteaz
Enzimin Aktivitesi Uzerine Bazi Katyonlarm Etkisinin Incelenmesi
SONUGIATT ©1vieiiiie it e e e 84

4.3.7. Mis Zambagi (Lilium candidum) Cigeklerinden Saflastirilan Proteaz
Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi1 Kimyasallarin Etkisinin incelenmesi

SONUGIATT ..ttt 89

4.4. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin C Vitamini Miktarinin
BelirIBNMEST ... 92

4.5. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinin E Vitamini Miktarinin
BelirIBNMEST ... e 92

4.6. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin A Vitamini Miktarimin
BelirBNMESE ... 93

4.7. Fenolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuclari.......................... 94
4.8. Serbest Amino Asit I¢eriginin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuglari....... 100
4.9. Aroma Bilesenlerinin Headspace GC/MSD ile Analiz Sonuclari........... 108
4.10. B grubu Vitaminlerinin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuglari................. 110
4.11. Antioksidan Aktivite Sonuclari................cccccoiiiiiniiii 114

Xi



4.11.1. B-karoten Renk Acilim Yontemi Sonuclart........cccevveeiiieiiiieniiieeniiinee 114
4.11.1.1. Mis zambag: (Lilium candidum) ¢icekleri lipit peroksidasyonu

inhibisyon aktivitesi SONUCIAYT ...........cc.ccocuiviiiiiiiiiiiie e 114

4.11.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Sonuglari.............. 115
4.11.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Sonuglari.............. 116
SONUC VE TARTISMA ... ..o 118
KAYNAKLAR Lottt nne s 124
EILER ...ttt ettt e e nn e 132
OZGECMIS ..ottt ettt ettt ettt ranas 135

xii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Enzimler i¢in kofaktor olarak gorev yapan bazi inorganik elementler.. 14

Cizelge 2.2. Tasiyic1 olarak gorev yapan bazi koenzimler .........cccocvvviiiniiieniinnenne, 14
Cizelge 2.3. Reaktif Oksijen ve Azot TUTIErT.........ccovviiiiiiiiciicec e 30
Cizelge 2.4. Vitaminler ve FOnKSiyonlart ..........ccccovvviiiiiiiiiiiiiie e 43
Cizelge 2.5. THF tarafindan tasinan bir karbonlu birimler...........ccccoeviiiieiiennnnnne 49
Cizelge 3.1. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlari.........cccoccevviieiiieniiineniineene, 69
Cizelge 3.2. Headspace GC/MSD Cihaz Analiz Parametreleri ...........ccoccovvveiiinennn. 70
Cizelge 3.3. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlart..........cccoooeiiiiiiiiienieeine 71

Cizelge 4.1. CM-Sephadex kolonundan Mis zambagi (Lilium candidium)
ciceklerinden elde edilen proteaz enzim homojenatinda enzim {initesi,
spesifik aktivite ve homojenattan saflastirilan proteaz enziminde enzim
iinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari. ........c.ccocevvviiiviiiiiiiinnene, 76

Cizelge 4.2. Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflastirilan proteaz
enziminin substrat spesifikligi sONUEIArT........cccuevviriireieniniseseeeen 84

Cizelge 4.3. Mis Zambag: (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine bazi katyonlarin etkisinin sonuglart...................... 88

Cizelge 4.4. Mis Zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden saflagtirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin etkisinin belirlenmesi sonuglari
...................................................................................................................... 91

Cizelge 4.5. Mis Zambagi (Lilium candidum) gi¢eklerinin vitamin tayini sonuglar1 94

Cizelge 4.6. Lilium candidum gigeklerinde bulunan fenolik bilesiklerin 280 nm’de
HPLC-DAD ile analiz sonuglar1 (ug/100g kuru agirlik + standart sapma) .. 95

Cizelge 4.7. Lilium candidum gigeklerinde bulunan serbest amino asit igeriginin
UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuglart (ng/100g kuru agirlik + standart
T2 10] 101 ) TSSOSO TP PRURPROPRPIN 108

Cizelge 4.8. Beyaz zambak (Lilium candidum) c¢iceklerinin Aroma Verici Bilesen
B 4144 1<) 1< o PSR SURRRSOTPRI 110

Cizelge 4.9. Mis Zambag: (Lilium candidum) cicekleri bulunan suda ¢oziinebilen
vitaminlerin UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuglart (ug/100g kuru agirlik £
StANAANT SAPMA). ..vveeveeiii et 114

Cizelge 4.10. Mis zambag: (Lilium candidum) ¢igeklerinin B-karoten renk agilimi
yontemiyle lipit peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% inhibisyon) .... 115

Cizelge 4.11. Beyaz zambak (Lilium candidum) ciceklerinin tiirlerinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi (% inhibiSYoN) .........cccovveiiiiiiciic e 116

Cizelge 4.12. Beyaz zaambak (Lilium candidium) ¢igeklerinin ABTS yontemiyle
radikali giderim aktivitesi (% inhibiSyon) .........ccccooeviiiiieiii e 117

Xiii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1, LIlium CanidUM ......coviiiriiiiecciee ettt sree e nrne s 4
Sekil 2.2. Amino asitlerin genel yapisal formuilii...........ccooviiviiiiiiiiinis 7
Sekil 2.3. iki amino asidin birlesmesiyle peptid bagi olusuUMU ........c.ccevevevererererennnane, 9
Sekil 2.4. Sistein proteazlarin genel reaksiyon mekanizmast ............cccoeverineineennnn, 20
Sekil 2.5. Serin proteazlarinin genel reaksiyon mekanizmasi..........ccoocvveviveenivneennnnn. 20
Sekil 2.6. Aspartik proteazlarin genel reaksiyon mekanizmast ...........cocevvrvrieenene, 21
Sekil 2.7. Cinko (metaloproteaz) genel reaksiyon mekanizmast ..........cccceeevernennee. 21
Sekil 2.8. Birincil AntiokSidanlar ...........cccooiiiieiiiiiieiiceee s 35
Sekil 2.9. Tkincil ANtIOKSIAANIAT .........coviviveeeiee e 36
Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart

GEATTK e 74
Sekil 4.2. Mis zambagi (Lilium candidum) gigeklerinden CM-Sephadex iyon degisim

kolonu ile saflagtirilan proteaz enziminin aktivite-absorbans grafigi........... 75
Sekil 4.3. CM-Sephadex iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan proteaz

enziminin SDS-PAGE fotografl ...........ccocviiiiiniiiiciee e 77
Sekil 4.4. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz

enziminin aktivitesi tizerine pH nin etkisi ...........ccoovveriiiiiiiiinicsc e 78

Sekil 4.5. Mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinden saflastirilan proteaz
enziminin aktivitesi tizerine s1cakliZin etkisi..........cocvvvriieniiiiicniinieenns 78

Sekil 4.6. Mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinden saflastirilan proteaz
enziminin jel filtrasyon kromatografisi standart grafigi ........cc..cccovvviiennnns 79

Sekil 4.7. Mis zambagi (Lilium candidum) c¢iceklerinden proteaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan absorbans
EEATITT e 80

Sekil 4.8. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
icin kazein substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi ............c.c....... 81

Sekil 4.9. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
icin hemoglobin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi ............. 82

Sekil 4.10. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
icin jelatin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi...............c....... 82

Sekil 4.11. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
icin azoalbiimin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.............. 83

Sekil 4.12. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
icin azokazein substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi................. 83

Xiv



Sekil 4.13. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM FeCly’iin etkisinin
103110163 F- 3 P EPR 85

Sekil 4.14. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflagtirilan proteaz
enzimi aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MnCl2iin etkisinin
SOMUGTATT ...ttt ettt b et e et e e et e e nneeanbeesaneas 85

Sekil 4.15. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM CaCly’iin etkisinin
103810163 F- 3 PSSP 86

Sekil 4.16. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden saflagtirilan proteaz
enzimi aktivitesi lzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM NiCly’lin etkisinin
SOMUGTATT ...ttt ettt ettt et st e et e et e e be e et e e nreeenbeesane s 86

Sekil 4.17. Mis Zambagi (Lilium candidum) Ciceklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM FeCls’iin etkisinin
Y001 10163 F: 3 PSSP 87

Sekil 4.18. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM HgCl.’iin etkisinin
SOMUGLATT ...ttt et e e e ane e 87

Sekil 4.19. Mis Zambag: (Lilium candidum) Ciceklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MgCl’lin etkisinin
03110163 F- 3 PSSP 88

Sekil 4.20. Mis Zambagi (Lilium candidum) gigeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM EDTA’in etkisinin
SOMUGLATT ...ttt e e sne e 89

Sekil 4.21. Mis Zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM SDS’nin etkisinin
Y0 411 Lo] 1 o PRSPPSO OUPRRPPRPPI 90

Sekil 4.22. Mis Zambag: (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM iodasetamid’in etkisinin
SOMUGLATT ...ttt st e et eenee e 90

Sekil 4.23. Mis Zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz
enzimi aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM B-merkapto etanol’iin

EtKISININ SONUGIATT ..eevviiiiiiiii i 91
Sekil 4.24. E vitamini tayini standart grafigi ........cccoooveriiiieniiiiic e 93
Sekil 4.25. A vitamini tayini standart grafigi........ccccocooviiiiiiiinici 94
Sekil 4.26. Kaemferol kalibrasyon €Zrisi..........ccvvveiiiiiiiiiiiiiiiieisc e 96
Sekil 4.27. Kaemferol MRM Kkromatogrami...........c.ccovviiieniiniiciie e 96
Sekil 4.28. Ferrulicasit kalibrasyon €ZriSi.........ccuveiiriiiieiiniiiieiise e 97
Sekil 4.29. Ferrulicasit MRM kromatogrami............cccoovevieniiniiinicieenec e 97
Sekil 4.30. p-coumarik asit kalibrasyon €grisi..........ccocvvveiiiiiiiiieiiniciicse e 98
Sekil 4.31. p-coumarik asit MRM kromotogrami............cccoevviiiiiniiiicniinec e 98
Sekil 4.32. 4-Hidroksibenzoik asit kalibrasyon €Zrisi .........ccccvvvveiiiiiiiicniniiiiennnn, 99

XV



Sekil 4.33. 4-Hidroksibenzoik asit MRM Kromotogrami ..........cc.cceevvveeiiiieesinnennnn. 99

Sekil 4.34. Prolin amino asidinin MRM kromotogrami ...........c.ccoceeevviivinicnnennnnn 101
Sekil 4.35. Valin amino asidinin MRM kromotogrami ...........ccccoevveiiieeniineesiinnene 101
Sekil 4.36. Treonin amino asidinin MRM kromotogrami............cc.ceevvivinvennennnnn 102
Sekil 4.37. Losin amino asidinin MRM Kromotogrami ...........cccevvveeiiveesiiveesiinennn 102
Sekil 4.38. Isoldsin amino asidinin MRM Kromotogrami...............c..euevevereeecuerenns 103
Sekil 4.39 Asparajin amino asidinin MRM kromotogrami............cccoecvveiiiveeiinnennne 103
Sekil 4.40. Lizin amino asidinin MRM kromotogrami...........cc.ccoucveiiiirininnnennnnn 104
Sekil 4.41. Glutamin amino asidinin MRM Kkromotogrami...........ccceeeveeiiiveennnennne 104
Sekil 4.42. Glutamik asit amino asidinin MRM kromotogrami ..............c.cccovenenne. 105
Sekil 4.43. Methionin amino asidinin MRM kromotogrami............cccccceecveiiennene 105
Sekil 4.44. Fenilalanin amino asidinin MRM kromotogrami .............ccccccvvervenenne 106
Sekil 4.45. Arginin amino asidinin MRM kromotogrami...........cccocoevveiieesiennnnne 106
Sekil 4.46. Tyrosin amino asidinin MRM kromotogrami.............c.ccecvvcvvrvennennennn. 107
Sekil 4.47. Triptofan amino asidinin MRM kromotogrami ............cccceeeeieenvennenne 107
Sekil 4.48. Mis zambagi (Lilium candidum) c¢icekleri headspace GC/MSD

KIOMATOZIAIMT ...t 109
Sekil 4.49. Thamine (B1 Vitamini) bilesigi kromatogrami............ccccovvivrvervenenne 111
Sekil 4.50. Riboflavin (B2 Vitamini) bilesigi kromatogrami............ccocevvvrvreeennnn 112
Sekil 4.51. Nikotinik asit (B3 Vitamini) bilesigi kromatogrami .............c.cevvenenne 112
Sekil 4.52. Piridoksin (Be Vitamini) bilesigi kromatogrami..........c.cccecvvrviriinnnn 113
Sekil 4.53. Folik asit (Bg Vitamini) bilesigi kromatogrami ............cccocvvcverernnnnne 113

Sekil 4.54. Mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinin B-karoten renk agilimi
yontemiyle lipit peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% inhibisyon) siitun

EEATITT e 115
Sekil 4.55. Mis zambag: (Lilium candidum) cigeklerinin tiirlerinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) siitun grafigi..........cccoevvrvennne 116

Sekil 4.56. Beyaz zaambak (Lilium candidium) g¢iceklerinin ABTS ydntemiyle
radikali giderim aktivitesi (% inhibisyon) siitun garfigi..........ccccocvrvennne 117

XVi



Asp
BSA
CA
CM
Dak
DTT

E.C
EDTA
ES
ESI
EU

His

mL
mM

PAGE

Ser

SDS
TCA
TEMED
Tris

KISALTMALAR DIiZINi

Aspartik Asit

Bovin serum albiimin
Karbonik anhidraz
Karboksimetil

Dakika

Ditiyoeritritol

Enzim

Enzim Kod

Etilendiamin tetraasetik asit
Enzim-Substrat kompleksi
Enzim-Substrat-inhibitér kompleksi
Enzim Unitesi

Gram

Histidin

Inhibitor

Mililitre

Milimolar

Mikromolar

Poliakrilamid jel elektroforez
Substrat

Serin

Sodyum dodesil siilfat
Triklor asetikasit

N, N, N’, N’-tetrametil etilendiamin
Trihidroksimetil aminometan

XVii



1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Ik insan diinyada yiiriimeye basladigindan beri, iki temel hedefi olmustur:
oliimsiizliik, gen¢ ve giizel kalmak. Oliim, yaslanmak ve ¢irkinlik hep en kotii
kavramlar olarak anilmistir. Kadim tarihten beri insanlar 6liimsiizliigii, ebedi genglik
ve glizelligi diislemisler; onun sirrinin pesinden kosmuslardir. Bu iki istek bugiin tip
bilimlerinin ve kozmetik alaninin gelismesine yol a¢mistir. Kadinlar, Orta Cag
simyacilar1 ile birlikte ebedi gengligin sirrin1 bulmaya c¢alismistir. Simyacilart
ilgilendiren konunun bilimsel ve felsefi yonii, kadinlar ilgilendiren ise ¢ogunlukla
pratik tarafi olmustur. Sonugcta, 6zellikle kadinlar uzun yillar geng ve giizel kalmak
ugruna bircok sey denemis ve tecriibelerini nesilden nesile aktarmistir. Bugiin

kozmetik iiriin ¢esitliliginin geldigi nokta inanilmazdir.

Degisen diinya diizeni, kentli yasamin gorselligi 6n plana ¢ikaran bakis agisi ve son
teknolojilerle desteklenen kozmetik sektérii modern ¢agin biiyiisii gibidir. Fakat
tilketiciye sunulan tirtinler ¢ok sayida kimyasal igermektedir ve bu kimyasallarin
insan saglhigina ciddi zararlar verebilecegini diisiinmek hi¢ de yanlis olmayacaktir.
Ozellikle son yillarda artan kadin kanserleri nedeniyle kozmetik iiriinlere siiphe ile
bakilmaya baslanmis ve bunun sonucu olarak dogala olan ilgi artmaya baglamistir.
Son yillarda piyasaya siiriilen kozmetik iirlinler incelendiginde o6zellikle dogal

kozmetik {iriin sayisinda ¢ok ciddi artiglarin oldugu soylenebilir.

Dogal kozmetik iiriin herhangi bir kozmetik iiriiniin performansini arttirmak ya da
iriinlin gosterecegi etkiyi bitki 6zleri ile saglamak icin, formiilasyonlara bitki 6zleri
ekleyerek yapilan {iriinlerdir. Aslinda insanlar ilk donemlerde tiim ihtiyaglarini
bitkilerden karsilamislardir. Ancak zaman ile hizla artan insan niifusu nedeniyle gida,
ilag ve kozmetik endiistrilerinde kimyasal sentezlere bagvurulmustur. Bu sayede
bir¢ok bitki i¢indeki aktif maddeler laboratuvarlarda diisiik maliyetlerle tiretilmistir.
Maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle ve artan niifusun ihtiyaclarini karsilayabilmek

icin tiiketiciler kimyasal sentez ile {retilen aktif maddeleri kullanmaya



baslamislardir. Bu kimyasallarin insanlar ve doga lizerindeki zararl etkileri artinca

insanlar tekrardan dogaya yonelmislerdir.

Bu tez calismasinda, son yillarda kozmetik {iriinlerde ve ilaglarda kullanilan sentez
kimyasallarimin dogaya ve insana verdigi zararlarin bir sonucu olarak insanoglunun
dogaya tekrar yonelmesinden hareketle 6zellikle Mugla yoresinde dogal ortamda
yetisen ve hos kokusuyla insanlarin ilgisi ¢eken mis zambag: (Lilium candidum)

ciceklerinin bazi1 biyokimyasal aktiviteleri lizerine arastirmalar yapilmistir.

Mis zambag: (Lilium candidum) eskiden beri Bati Anadolu da yetistirilen ¢ok eski
bir bitkidir. Uzun yillardir halk arasinda gesitli rahatsizliklarin giderilmesinde mis
zambag1 (Lilium candidum) bitkisi kullanilarak hazirlanan preperatlar kullanilmistir.
Halk arasinda 6zellikle yaralar, kesikler, yaniklar, ¢esitli enfeksiyonlar, cilt lekeleri,

oOksiiriik, akne ve goz agrilarina karsi kullanildigi bilinmektedir.

Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinden
proteaz enziminin saflastirilmast ve karekterizasyonu, antioksidan aktivitesi,
iceriginde bulunan amino asitlerin, fenolik bilesiklerin, A vitamini, E vitamini , C

vitamini ve B grubu vitaminlerinin miktarlar1 belirlenmistir.



2.  KAYNAK OZETLERI

2.1. Lilium Bitkisinin Genel Ozellikleri

Liliacea familyasindan olan Lilium cinsi iliman Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da
dogal olarak yayilis gosterir. Diinyada yaklasik 100’iin iizerinde tiirii oldugu
bilinmekte olup, tilkemizde bu zamana kadar 5 tiir, 1 alt tiir ve 4 varyetesi tespit
edilmistir (Smyth vd., 1980). Ulkemizde yayilis gosteren Lilium tiirleri sunlardir: L.
Candidum L., L. Martagon L., L. Carniolicum subsp. Ponticum (C. Koch) Davis &
Henderson, L. Carniolicum var. Ponticum (C. Koch) Davis & Henderson, L.
Ciliatum P.H. Davis, L. Monodelphum Bieb, L. Monodelphum var. szovitsianum
(Fischer & Ave-Lall.) Elwes, L. Monodelphum var. armenum (Miscz. ex Grossh.)
Davis & Henderson, L. Kesselringianum Miscz (Davis, 1984). Bu tiirlerin ¢ogu
Kuzey Anadolu’da bulunmaktadir. Lilium cinsinin Avrupa florasinda 10 tiirii
tanimlanmustir (Tutin vd., 1980). Lilium candidum ve Lilium martagon tiirleri hem
Tiirkiye’de hem de Avrupa’da yayilis gostermektedir (Davis, 1984; Tutin vd., 1980).
Yine Avrupa florasinda bulunan Lilium carniolicum Tiirkiye florasinda alt tiir olarak
tamimlanmis ve iki varyetesi tespit edilmistir (Davis, 1984). Lilium carniolicum
tiirliniin Avrupadaki yayilis alanlari; Alplerin Giiney Dogusu, Balkan Yarim Adast,
Kuzey Bati Yunanistan ve Romanya’dir. Balkan Yarim Adasi’nda bulunan Lilium

carniolicum 6zellikle polimorfik bir tiirdiir (Tutin vd., 1980).

Lilium cinsinin, cins kategorileri sadece tiirlerin ¢igek sekli ve goriiniisii esas alinarak
olusturulmustur (Smyth vd., 1980). Comber adli bir arastiric1 tarafindan bu cins 7
seksiyona ayrilmistir. Bu seksiyonlarin olusturulmasinda tiirlerin ¢igcek 6zellikleri,
tohum agirlig1 ve ¢imlenme modelleri, yapraklarin diizenlenmesi, sogan biiyiikliikleri

ve bunlarin 6zel olarak biiylime ve yetisme ortamlar1 dikkate alinmistir.

Lilium L. soganli ve ¢ok yillik bir bitkidir. Yapraklari sapli, ¢cok sayida, daginik
diziliglidir. Yukariya dogru yapraklarin biiyiikliigiinde bir azalma vardir. Cigekleri

tek veya rasem olup, ¢icegin dis halkalarini olusturan yapraklar1 6 pargalidir, bu



pargalar serbest biikiilmez (sabit) ve petaloittir. Ayrica periyant parcalarinin
tabaninda nektar izleri de mevcuttur. Meyveler dikdortgen bigcimindedir. Meyve ¢ok
tohumlu + 6 koselidir ve kapstildiir. Tohumlari yassidir (Davis, 1984).

2.1.1. Lilium candidum’®un (Mis Zambagmin) Genel Ozellikleri

Govdeleri 50-130 cm boyundadir. Cigekleri huni seklinde olup karbeyazi renginde ve
2-12 cigeklidir. Yapraklar spiral dizilisli, parlak ve tiysiidiir. Flamentler 45-50,
nadiren 57 mm, anterler ise 9-11 mm olup polenleri altin sarisidir. Stiliis 35-50,

nadiren 60 mm uzunlugundadir. Cigeklenme zamani Mayis ayidir (Davis, 1984).

Bu takson, kumlu ve tash topraklarda, yapragimni doken agaglarin bulundugu tash
orman alanlarinda, otlu, yesilli ve ¢imenli yerlerde, 10-1300 m’lerde yayilis gosterir

(Davis, 1984).

Lilium candidum ¢ok yillik bir bitkidir. Cigekler keskin kokulu, sogan ise sarimsi
beyaz renklidir. Bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirildigi gibi Bati Anadolu’da
(Izmir, Karaburun, Séke-Bafra Go&lii, Marmaris-Bozburun) yabani olarak yetisir.
Soganlar1 dahilen inflisyon halinde (%2), idrar arttiric1 ve balgam soktiiriicii olarak,

haricen ise ¢ibanlar1 olgunlastirict olarak kullanilmaktadir.

Cigeklerinden kokulu maddeler elde etmek i¢in, eskiden beri, Bati Anadolu’da genis
miktarda yetistirilmistir. Bugiin 06zellikle siis bitkisi olarak yetistirilmekte ve
soganlari dis iilkelere ihra¢ edilmektedir. Zambak ¢igeginin su buhari distilasyonu ile
zambak suyu elde edilir. Haricen cilt lekelerinin ve sivilcelerin tedavisinde kullanilir.
Zambak ¢iceginin bir miiddet zeytinyagi iginde tutulmasi ile zambak yagi elde edilir.
Koku verici olarak kullanilir. Diger isimleri; ak zambak, bey zambagi (Marmaris),

beyaz zambak ve mis zambagidir (Baytop, 1984).

Sekil 2.1. Lilium candidum



2.2, Proteinler ve Amino Asitler

Proteinler biitiin canli varliklarin en 6nemli ve hiicrelerin de en bol bulunan organik
bilesikleridir. Biitiin biyolojik olaylarda hayati gorevleri vardir. Farkli biyolojik

fonksiyonlarindan en énemlileri sdyle siralanabilir:

Enzimatik katalizleme: Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin hemen
hemen tamami enzim adi1 verilen spesifik makromolekiiller tarafindan
katalizlenmektedir. Bu reaksiyonlardan bazilari, CO2’nin H2O ile birlesmesi gibi
oldukca basit olmasinin yani sira bazilar1 da mesela bir kromozomun tamaminin
eslesmesi (replikasyon) gibi son derece karmasiktir. Enzimlerin olaganiistii bir
katalizleme giicii vardir. Bugiin 2000 civarinda enzim tanimlanmis olup, bazi
katalitik RNA molekiilleri hari¢ olmak iizere hepsinin de protein yapisinda oldugu

ortaya konulmustur.

Tasima ve depolama: Birgok kiiciik molekiil ve iyonlar spesifik proteinler
tarafindan taginmakta ve depolanmaktadir. Mesela, oksijen transportu kanda
hemoglobinle gerceklesirken, depolanmasi kaslarda miyoglobin tarafindan saglanir.
Demir kan dolasiminda transferrin proteini tarafindan tasinirken, yine karacigerde

ferritin ad1 verilen bir bagka proteinle kompleks olusturarak depolanr.

Mekanik hareket: Proteinler, kaslarin en basta gelen bilesenleridir. Kas kasilmasi
iki ¢esit lif yapisindaki proteinlerin kayma hareketiyle ortaya ¢ikmaktadir. Mitoz

olayinda kromozomlarin hareketi de bir takim proteinler sayesinde olmaktadir.

Mekanik destek: Deri ve kemik dokularinin gerilmeye dayanikliligi, fibréz bir bag
dokusu proteini olan kollagen tarafindan saglanmaktadir. Yine sag, kil, tirnak, yiin,
penge ve kaplumbaganin kabugu gibi destek ve koruyucu yapilar a-keratin grubu

proteinlerden olusur.

Koruma: Antikorlar, viicuttaki virilis, bakteri ve diger organizma hiicreleri gibi
yabanct maddeleri taniyan ve onlara baglanarak dolasimdan uzaklastirilmalarini
saglayan ¢ok spesifik proteinlerdir. Ayrica, kanama aninda pihtilagsmay1
(koagiilasyonu) saglayan koagiilasyonun faktorlerinin tamamina yakini protein

yapisindadir.

Sinir uyarilarimin iiretimi ve iletimi: Spesifik uyarilara karsi sinir hiicrelerinin

cevabi reseptor proteinler araciligl ile olmaktadir. Mesela, rodopsin, retinal ¢ubuk
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hiicrelerinin fotoreseptdr (1s1k algilayici) proteinidir. Sinir hiicrelerinde uyarilari

iletme gorevini listlenen reseptor molekiilleri de protein yapisindadir.

Hormonlar: Metabolizma olaylarinin koordineli bigimde yiirlimesini saglayan
hormonlarin biiylik boliimii protein yapisindadir. Bunun yani sira biitiin hormonlar,
hedef hiicrelerinde protein yapisinda olan reseptdr molekiillere baglanarak etkilerini

gosterirler.

Biiyiime ve farkhilasmanin kontrolii: Hiicre c¢ekirdegindeki genetik bilginin
kontrolii ve sira ile ifadesi gerekir. Herhangi bir anda hiicre genomunun belirli bir
kism1 ifade edilir. Bakterilerde repsesor (baskilayict) proteinler, hiicre DNA’sinin
spesifik bolgelerinin ifade edilmeden kalmasini saglayan kontrol molekiilleridir

(Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

Proteinler molekiil agirliklart 5-10 binden birka¢ milyona kadar degisen biiyiik
molekiillerdir. Bazi proteinlerin molekiil agirliklarina 6rnek olarak insiilin 5500;
riboniikleaz 13.700; tripsin 23.800; hemeglobin 68.000; fibrinojen 450.000;
tiroglobin 630.000 ve viriisler birka¢ milyon seklinde verilebilir.

Proteinlerin %50’si karbon, %7’si hidrojen,%23’ii oksijen, %16’s1 azot ve %0-3’1
kiikiirtten ibarettir. Bunlarin yani sira fosfor, demir, iyot, bakir, ¢inko ve mangan gibi

bazi elementler de bir takim spesifik proteinlerde bulunur (Lehninger, 2005).

2.2.1. Amino Asitler

Basit proteinler asit, baz veya enzimler tarafindan hidroliz edildikleri zaman, yap1
taslar1 olan a-amino asitlere pargalanir. a-amino asitler, a-karbon atomuna bir amino
grubu (-NH2), bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (-H) ve bir yan
grubun (-R) baglanmasiyla ortaya ¢ikan bilesiklerdir. a-amino asitler, birbirlerinden
farkli1 R grubu ihtiva ederler. Buradaki R, organik kimyadaki alkil grubu anlaminda
olmayip, a-karbona bagli herhangi bir dordiincli yapiyr ifade etmektedir. Amino
asitlerin iyonlagsmamis halde genel formiilleri Sekil 2.2.’de verilmistir. R- grubunun
H disindaki durumlarinda a-karbon atomu asimetrik oldugundan, amino asitler
optik¢e aktiftir. Birbirinin ayna goriintiisii olup, D- ve L- izomerleri ad1 verilen iki
sekli vardir. Yalniz L-amino asitleri proteinlerin yapisinda yer alir (Voet ve Voet,
2011).



R
H,N—Cz—COOH
H

Sekil 2.2. Amino asitlerin genel yapisal formiilii

Proteinler, sekil, biiyiikliik, yiik, hidrojen bag1 yapma kapasitesi ve kimyasal aktivite
yoniinden birbirlerinden farkli R gruplarin1 bulunduran 20 ¢esit amino asidi igerir.
Gergekten bakteriden insana kadar biitiin tiirlerin, proteinleri ayn1 20 amino asitten
yapilmis olup, bu protein alfabesi yeryiiziinde hayatin baglangicindan beri
gecerliligini siirdiirmektedir. Proteinlerin birbirinden son derece farkli fonksiyonlari,
aynen ciltler dolusu kitabin 29 harften yazilmasi gibi, s6zii gegen amino asitlerin

degisik dizilisleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Lehninger, 2005).

Amino asitlerin en basiti glisindir ve R grubu yerinde hidrojen atomu yer alir. Bu
yiizden a-karbonu asimetrik degildir. Alanin ise yan grup olarak metil ihtiva eder.
Hidrokarbon yapisinda yan gruplara sahip diger amino asitler ise, valin, 16sin,
1zolosin ve prolindir. Bununla beraber prolin, diger amino asitlerdeki primer amino
grubu yerine sekonder amino grubu tasidigindan, aslinda bir imino asittir. Prolindeki
R grubu, hem o-karbonuna, hem de amino grubuna baglanarak halkali bir yap:

olusturur (Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

Serin ve treonin amino asitleri, alifatik hidroksil gruplar1 igerir. Protein yapisindaki
sOzii gecen hidroksil gruplarmin, biyolojik fonksiyon agisindan, ¢ok biiyiikk onemi

vardir.

R grubu aromatik benzen halkas1 i¢ceren amino asitler ii¢ tanedir: Fenilalanin, tirozin

ve triptofan.

Yan gruplarinda birer kiikiirt atomu tasiyan iki amino asit vardir: sistein ve
metiyonin. Sistein protein yapisinda capraz distilfiid kovalent baglarimi olusturur.
Metiyonin de yapisinda tiyoeter grubu bulundurur ve protein sentezi ile metilasyon

reaksiyonlarinda 6nemli rolleri vardir.

Glisin, alanin, valin, 16sin, izoldsin, prolin, serin, treonin, fenilalanin, tirozin,
triptofan, sistein ve metiyonin amino asitlerinin yan zincirleri fizyolojik pH’da

yiiksiizdiir. Bunlardan yalniz tirozin ve sisteinin R gruplan fizyolojik pH disinda
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iyonlagabilir. Serin, treonin ve tirozin haricindeki amino asitler apolar, yani
hidrofobik yan zincirlere sahiptir. Burada, polar-apolar kavramlari tam olarak
kimyadaki dipol moment kavramlari ile (u=0 ise apolar, p>0 ise polar)
ortiismemektedir. Apolar R grubuna sahip olmak demek, genellikle o amino asidinin
proteinlerin globiiler yapisinda molekiiliin sudan kagan i¢ kisminda yer almasi

anlamindadir.

Fizyolojik pH’da pozitif yan gruplara sahip amino asitler {i¢ tanedir: lisin, arginin ve
histidin. Bunlara bazik amino asitleri de denilir. Bunlardan aromatik 6zellikteki
imidazol halkasina sahip olan histidin fizyolojik sartlarda yerlesim cevresine gore

bazen pozitif yiiklii bazen de yiiksiizdiir.

R gruplart negatif yiiklii, yani asidik olan amino asitleri glutamik asit ve aspartik
asittir. Fizyolojik pH’da amino asitler negatif yiiklii olduklarindan, asit isimlerinden
ziyade tuz, yani anyon isimleri ile anilirlar: aspartat ve glutamat gibi. Aspartat ve
glutamatin R gruplarindaki karboksil {izerinden amid tiirevleri ise yiiksiiz olup, NH4"
iyonunun taginmasinda rol alir. Bu tiirev amino asitler asparagin ve glutamindir

(Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

Bu amino asitlerin yan1 sira farkli hiicre ve dokularda serbest veya birlesmis olarak
300’den fazla cesitte amino asitlere rastlanmistir. Cogu a-amino asidi olmasina
ragmen -, y- ve 6-amino asitler de bilinmektedir. D-Glutamat gibi D-izomeri amino
asitleri de bakteri hiicre ¢eperinde bulunabilmektedir. B-Alanin, bir vitamin olan
pantotenik asidin bagslangic bilesigi iken, sitriilin ve ornitin, hem iire devrinin ara
bilesikleri, hem de arginin sentezinin 6n maddeleridir. Protein yapisina girmeyan
baz1 diger amino asitler de, y-aminobiitirik asit gibi, sinir uyarilarinin iletiminde

gorev yaparlar (Keha ve Kiihrevioglu, 2011; Lehninger, 2005; Voet ve Voet, 2011).

Mantarlar ve yiiksek bitkiler, ¢ogunun fonksiyonlar1 bilinmeyen ¢ok sayida ve
bazilar1 ¢ok degisik sekillerde amino asitler igermektedir. Bazilar1 bitkiler disindaki

canlilar igin zehirlidir. Ornegin, kanavanin, dijenkolik asit ve B-siyanoalanin gibi.

2.2.2. Peptid Bag: ve Ozellikleri

Proteinler, amino asitlerin birbirine baglanmasi sonucu olusur. Bu ise bir amino

asidin a-karboksil grubu ile diger amino asidin a-amino grubu arasinda bir H2O



molekiiliiniin ortaya ¢ikmasiyla olusan kovalent bir bagla gerceklesir. Bu baga peptid

bag1 denir. Peptid bagi bir ¢esit amid bagidir (Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

Ri 0 H R 0
+ |y N
HsN—C—C + H—N—C—C\
\
oo hono o
H-0

R, O Ro 0
PR | L/
HSN—(_|1—C—ITI—(|3—C\

| g g 9

Sekil 2.3. iki amino asidin birlesmesiyle peptid bag olusumu

Iki amino asidin birlesmesiyle olusan bu bilesik bir dipeptid olup, tripeptid,
tetrapeptid, pentapeptid vs. isimleri de ii¢, dort, bes, vs. amino asit igeren peptid
zincirlerine denilir. Cok sayida amino asidin meydana getirdigi uzun peptid
zincirlerine polipeptid zinciri veya protein adi verilir. Bir polipeptid zincirinin serbest
halde bir amino (-NHy) bir de karboksil (-COOH) ucu vardir (Voet ve Voet, 2011).

Peptid zinciri, diizenli sekilde tekrar eden atomlardan (a-C, karboksil C, amino N)
olusan bir omurgaya sahiptir ve bu omurga her uzunluktaki protein zincirinde
aynidir. Yan gruplar bu omurganin ¢evresinde yer alir. Bir protein zinciri tizerinde
amino asitler arasinda peptid ve disiilfid baglarindan baska kovalent baglanma

yoktur.

Proteinlerin en ¢arpict 6zelliklerinden birisi belirli ve kararli bir ii¢ boyutlu yapiya
sahip olmalandir. Gevsek veya gelisiglizel bir polipeptid zinciri i¢in biyolojik
aktiviteden bahsedilemez. Fonksiyon gorebilme yetenegi proteinin belirli bir
konformasyonundan, yani, fizyolojik sartlarda proteini olusturan ii¢ boyutlu uzayda
belirli bir yapi1 i¢inde diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir. Amino asitlerin

siralanist bir proteinin konformasyonundan birinci dereceden sorumludur.



1930’larin sonlarinda, Linus Pauling ve Robert Corey, amino asitler ve peptidlerin
yapilarin1 tam olarak ortaya koyabilmek icin, X-1sin1 kristallografisi ¢aligmalarina
basladilar. Amaglar1 peptid zincirlerinde bag uzunluklar1 ve bag agilar1 hakkinda bir
takim bilgiler elde etmek ve bunlar1 protein konformasyonu tlizerindeki yorumlamada
kullanmakti. Buradaki 6nemli buluslardan birisi peptid bagmin dénemeyen (rijid),
diizlemsel bir yapiya sahip olmasi, digeri de azota takili hidrojen ile karbonil

oksijenin trans konfigiirasyonda bulunmasidir (Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

2.2.3. Proteinlerin Yapisi

Sadece amino asitlerden olusan bir protein molekiilii her zaman biyolojik aktivite
gostermeyebilir. Biyolojik fonksiyonunu yerine getirebilmek i¢in bazen amino asit
yapisinda olmayan metal iyonlari, karbohidratlar, lipidler, koenzimler, porfirin
halkalar1 vs. gibi kimyasal birimlerle birlesir, bazen de birden fazla polipeptid zinciri
bir araya gelerek belirli bir biyolojik gorevi iistlenir. Ornegin kanda O, tasmmasini
tistlenen hemoglobin, dort polipeptid zincirinden ibarettir. Bu tip proteinlerde
zincirlerin her birine alt birim adi1 verilir. Hemoglobin dort alt birimin yani sira her
bir alt biriminde, porfirin halkas1 ve demir iyonundan ibaret hem grubu ad1 verilen
bir gruptan da dort adet icerir. Proteinlere yapisik olan bu tiir yapilara prostetik grup
ad1 verilir (Lehninger, 2005).

Yiizlerce amino asidin olusturdugu protein molekiiliiniin sulu ¢ozelti iginde diiz bir
zincir halinde kalmasit miimkiin degildir. Amino asitlerin yan gruplar1 ve polipeptid
zinciri Uzerindeki polar bolgeler arasinda bir takim etkilesimler vardir. Pauling ve
Corey birgok polipeptid konformasyonunu, molekiiler modellerini yaparak
degerlendirdiler. Bu degerlendirmeye dayanarak iki tip periyodik polipeptid omurga
yapist olabilecegini ileri siirdiiler. Bunlar a-sarmali ve B-kirmali tabaka yapilaridir.

(Keha ve Kiihrevioglu, 2011).

a-sarmali, cubuksu bir yapidir. Sikica sarilmis polipeptid omurgasi ¢ubugun i¢
kismini teskil ederken, R gruplarida bir sarmal diizeninde disariya dogru uzanirlar. o-
sarmali, zincir omurgasi lizerindeki NH ve CO gruplar1 arasinda olugan hidrojen
baglari ile stabilize edilirler. Her bir amino asidin —CO grubu, siralanista kendisinden

dort rezidii sonra gelen amino asidin -NH grubuna hidrojen bagiyla baglanir. Bu
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sekilde protein omurgasi tizerinde bulunan biitiin CO ve NH gruplar1 hidrojen baglari

olusturabilir.

B- kirmali tabaka ise o-sarmalinin ¢ubuksu yapisinin aksine tabaka halindedir.
Polipeptid zinciri a-sarmalinda oldugu gibi siki sarilmis halde degil tamamen uzamis
yapidadir. Bir diger fark da B-kirmali tabakanin farkli polipeptid zincirlerindeki NH
ve CO gruplar arasindaki hidrojen baglariyla stabilize edilmesidir. a-sarmalinda ise
hidrojen baglar1 ayni zincir lizerindeki peptid gruplar1 tizerindedir. Bir B-kirmali
tabakada bitisik zincirler aym (paralel) veya zit (antiparalel) yondedir. Antiparalel
yapilardaki H-baglar1 nispeten dogrusal oldugundan, bu yapt daha kararlidir
(Lehninger, 2005).

Ugiincii tip periyodik motif de kollagen sarmalidir. Bu yap1 deri, kemik ve
eklemlerin baslica proteini olan kollagenin yiiksek gerilme giiclinii saglayan
ozelligini verir. Kollagen molekiillerinde glisin tiim amino asitlerin tigte biri
kadardir. Yine diger proteinlerde goriilmedigi sekilde fazla miktarda prolin igerirler.
Bunlarin yaninda 4-hidroksiprolin ve 5-hidroksilisin amino asitlerinin de bol olmas1
kollagen proteinlerinin bir karakteristigidir. Bu yapida {i¢ polipeptid zinciri birbiri
tizerine sarilmistir. Her bir zincirin sarmal motifi o-sarmaldan tamamen farklidir. Bu
yapiy1 stabilize eden hidrojen baglari, zincirlerin birisinin tizerindeki glisinin NH
gruplar ile bir diger zincir lizerindeki amino asitlerin CO gruplar arasinda olusur.
Kollagen sarmalinin kararliligi prolin ve hidroksiprolin rezidiilerinin kilitleme
ozelligine ve yine hidroksiprolin {iizerindeki hidroksil grubunun hidrojen bagi

yapabilmesine de baghdir.

Proteinler, biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri igin gerekli olan iig

boyutlu sekillerini, dort basamakta kazanirlar:

1. Primer yap1: Bir proteindeki amino asitlerin siralanigidir ve proteinin omurgasini
olusturur. Bu yapt DNA’daki baz dizilisi tarafindan sifrelenir ve proteininin {i¢

boyutlu aktif konformasyonunu belirleyen en 6nemli unsurdur.

2. Sekonder yapi: Lineer diziliste birbirine yakin amino asit rezidiileri arasindaki
etkilegsmeler sonucu meydana gelir. Bu etkilesmelerin bazilar1 periyodik ve diizenli
bir dzelliktedir. Ornegin a-sarmal, p-kirmali tabaka ve kollagen sarmali bu yapiya

dahildir. Bir protein zincirinin bazi bdlgelerinin maruz kaldigi bu yapilanmay1
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hidrojen baglar1 olustururken, amino asitlerinin R gruplarindan kaynaklanan

etkilesmelerde bu yapinin proteinin hangi bolgelerinde olacagini belirler.

3. Tersiyer yapi: Lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki amino asitler
arasindaki sterik etkilesmelerle ortaya cikar. Bir protein zinciri i¢indeki kararh
katlanmalar sonucu, lineer diziliste birbirlerinden uzakta olan amino asit rezidiileri
bir araya gelir ve proteinin aktif bolgesini de olusturur. Tersiyer yapida belli bir
diizenlilik ve periyodik sekil géze carpmaz. Disiilfit bagi bu yapiy1 daha karali hale

getirir.

4. Kuarterner yapi: Bu yapiya ise birden fazla polipeptid zincirine sahip oligomerik
proteinlerde rastlanir. Polipeptid alt birimleri, sekonder ve tersiyer yapilart meydana
getiren sterik etkilesmelerle olusan baglar vasitasiyla bir arada tutulur (Keha ve

Kiihrevioglu, 2011; Lehninger, 2005; VVoet ve Voet, 2011).

2.3. Enzimler

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Organizmalar
hayatlarini stirdiirebilmeleri i¢in kendi kimyasal reaksiyonlarini secici ve yeterli bir
sekilde katalizleme yetenegine sahip olmalilar. Kataliz reaksiyonlart olmadan
yillarca siirebilecek kimyasal reaksiyonlar katalizorler varliginda saniyeler iginde
gerceklesebilir. Enzimler benzer substratlar arasinda inanilmaz derecede secim
yapabilen, reaksiyonun gerceklesme hizini reaksiyon tiiriine gére yaklasik 108-10%
kat kadar arttirarabilen 06zgiil biyomolekiillerdir. Bu nedenle hiicredeki birgok
reaksiyonun ancak enzimler sayesinde gerceklesebilecegi sOylemek hi¢ de yanlis
olmaz (Koolman ve R6hm, 2003; Lehninger, 2005).

Biyokimya tarihinde arastirmalarin biiylik bir bolimiinii enzimler {iizerindeki
calismalar olusturmustur. Kataliz olay1 ile ilgili ilk énemli denemeler 1760-1825
yillart arasinda midedeki enzimatik sindirim {izerinde yapilmistir. Belirli bir enzim
lizerindeki ilk calisma 1835 yilinda Isvecli Kimyager S. S. Berzeliuz tarafindan
gerceklestirmis ve diastazin nisastayr “in vivo” olarak siilfliriik asitten daha yiiksek
verimle hidrolizledigini gostermistir. 1860 yilinda L. Pasteur fermantasyon olayinin

enzimlerce yiiriitiildiigiinii deneylerle ispat etmis bu nedenle enzimler i¢in ferment
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terimi kullanilmaya baslanilmistir. Fakat, Pasteur enzimlerin sadece canli hiicre

yapist iginde gorev yapabildiklerini zannetmistir (Lehninger, 2005).

1897 yilinda Eduard Buchner maya oziitlerinin sekeri alkole doniistiirdiigiinii ve
bunun da hiicrede disinda da islevine devam eden molekiiller tarafindan saglandigini
kesfetmistir. Frederic W. Kiihne bu molekiilleri enzimler olarak adlandirmis ve
bdylece yeni enzimlerin izolasyonu ve 6zelliklerinin arastirilmasi {izerine ¢aligmalar

hiz kazanmistir (Lehninger, 2005).

Enzimoloji alanindaki en 6nemli gelisme 1926 yilinda J. B. Sumner tarafindan
yapilan deney ile ortaya ¢ikmistir. Sumner yaptigi ¢alismalarda iireaz enzimini “Jack
Bean” bitkisinden elde edip, kristallendirildikten sonra protein yapisinda bir bilesik
oldugunu ortaya cikarmustir. Onceden siiphe ile karsilanan bu sonu¢ 1930-1936
yillar1 arasinda J. Nortrop’un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini
kristallendirmesi ve protein yapisinda olduklarini kesin olarak ortaya ¢ikarmasi ile

dogrulanmistir. (Voet ve Voet, 1995).

Enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu protein yapisindadir. Bir kag1 ise riboniikleoprotein
veya riboniikleik asitlerdir. Katalitik mekanizma enzim ile substratin birbirine
baglandig1 ve kimyasal reaksiyonun gerceklestigi goreceli olarak kiiclik olan aktif bir
bolgede gerceklesir. Enzimatik reaksiyonlarda ki temel olaylar enzim ve substratin
direkt ve dinamik etkilesmenin gerceklestigi bu bolgede meydana gelir. Aktif
bolgede dipolar, elektrostatik, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari olusur.
Fonksiyonel gruplar iceren aminoasitlerin yan zincirleri glutamat, aspartat, lisin,
histidin, arginin, serin, treonin, trozin ve sistein dizilerinin karboksi, amino, imidazol,
hidroksi ve tiol gruplari ile kimyasal katalizi gerceklestirir. Bu fonksiyonel gruplar
enzim ile substrat arasinda elektrostatik etkilesmeyi saglar, hidrojen baglari olusturur
ve bu sekilde asit-baz, niikleofilik, elektrofilik katalizi meydana getirir (Frey ve
Hegeman, 2007).

Baz1 enzimler katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirirken,
bazilar1 da protein yapisinda olmayan ‘“kofaktdér” adi verilen gruplar varliginda
yerine getirirler. Kofaktor bir metal iyonu (Zn?*, Fe?*, Mg?*, Cu?*) olabildigi gibi,
“koenzim” denilen kompleks bir organik bilesik de (NAD*, FAD", koenzim A)
olabilir. Bazen aktivite i¢in her ikisi de gerekebilir. Enzimler i¢in kofaktor olarak

gdrev yapan bazi inorganik elemenler Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Koenzimler ise
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gecici tastyici olarak islev yaparlar ve ¢ogunlukla vitaminlerden tiirerler. Cizelge
2.2°de tasiyict olarak gorev yapan bazi koenzimler ve transfer ettikleri gruplar

verilmistir (Lehninger, 2005; Voet vd., 1995).

Enzimler sicaklikla denatiire olurken kofaktorler sicakliga dayaniklidir. Katalitik
olarak aktif olan enzim-kofaktér kompleksine “haloenzim” adi verilir. Kofaktorii
kendisinden uzaklagtiran enzim aktitesini kaybeder. Enzimin yalniz protein kismini

igeren bu yapiya apoenzim veya apoprotein adi verilir (Onat ve Emerk, 1997).

Cizelge 2.1. Enzimler icin kofaktor olarak gorev yapan bazi inorganik elementler

Cu? Sitokrom oksidaz

Fe?* ve Fe®* Sitokrom oksidaz, Katalaz, Peroksidaz

K* Piruvat kinaz

Mg?* Hekzokinaz, Glukoz 6- fosfataz, Piruvat kinaz
Mn?2* Arjinaz, Riboniikleotit rediiktaz

Se?* Glutatyon peroksidaz

Zn* Karbonik anhidraz, Karboksipeptidaz

Cizelge 2.2. Tasiyic1 olarak gorev yapan bazi koenzimler

Koenzim Tranfer edilen grup Besin onciisii
Biyositin CO; Biyotin
Koenzim A Acil gruplar Pantotenik asit
FAD Elektronlar Riboflavin (B12 vitamini)
NAD* Hidrit iyonu (H") Nikotinik asit (Niyasin)

Pridoksal fosfat

Amino gruplari

Pridoksin (Vitamin Be)

Tetrahidrofolat

Tek karbonlu gruplar

Folat

Lipoamit

Elektronlar ve agil gruplari

Tiamin pirofosfat

Aldehitler

Tiamin (Vitamin By)
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Bir¢ok inorganik katalizor islev gordiikleri maddeler iizerinde ¢ok az spesifik iken
enzimler ¢ok daha spesifiktir. Enzimlerin belirli bilesik ve benzer bilesik gruplari
tizerine etkili olup, baska bilesiklerle reaksiyon vermemesine enzim spesifikligi
denir. Baz1 enzimler c¢ok dar bir spesifiklik araligina sahipken, Ozellikle grup
reaksiyonlarini katalizleyen enzimler daha genis bir spesifiklik araligi gosterirler.
Ormnegin iireyi karbondioksit ve amonyaga parcalayan iireaz enzimi iire i¢in mutlak
bir spesifiklik gosterirken bir ince bagirsak proteazi olan kimotripsin ise substratina
kars1 ¢cok daha az spesifiktir. Bu enzim i¢in peptid bagini olusturan diger amino asitin

hangisi oldugu 6nemli degilidir. (Altan, 2000; Tekman ve Omer, 1981).

Enzimler; enzim Kkatalizli reaksiyonlarda AG’yi distlirerek  reaksiyonun
gerceklesmesini kolaylastirir. Substratin {irline doniistiigii gecis asamasinda ihtiyag
duyulan ortami yaratir, aktivasyon enerjisini disiriirler. ES kompleksini olusturmak
icin gegici olarak substrat ile reaksiyona girer ve reaksiyonun gergeklesebilmesi icin
alternatif bir yol iiretir. Substrati reaksiyon i¢in uygun bir hale getirerek reaksiyonun
entropisini disiiriirler (Fersht, 1985).

Bir enzimin aktivitesini ifade etmek icin IU (International Unit) tanimlamasi
kullanilir. Bir tinite enzim (EU), bir dakikada 1 umol substrati iiriine doniistiiren veya
1 pmol firiin olusumunu katalizleyen enzim miktar1 olarak ifade edilir. Enzim
aktivitesinin Ol¢iilmesinde kullanilan bir diger birim spesifik aktivitedir. Spesifik
aktivite 1 mg protein basina diisen enzim {initesinin sayisidir.

Enzim Unitesi (EU) = pmol
L.dak

EU

Spesifik Aktivite = ———
mg protein

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlarina etki eden faktorleri; pH, sicaklik, iyonik
siddet, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, ortamda bulunan aktivator ve

inhibitdrler olarak siralayabiliriz.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya o enzimin optimum pH’st denir.
Enzim ¢alismalarinda hidrojen iyonunun konsantrasyonunu elverisli durumda tutmak

i¢in tamponlar kullanilir (Ozata ve Kutlu, 2000).

Enzimler ortamin asidik veya bazik olmasma karsi duyarlidirlar. Ornegin pepsin

pH:1,5-2,5 arasinda en yiiksek aktiviteye sahiptir. Enzimlerin ¢ogu pH’nin 1’e kadar
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diismesine veya 11’e kadar yiikselmesine dayanamaz ve aktivitelerini kaybederler

(Keskin, 1987).

Enzimatik reaksiyonlar ig¢in sicakligin etkisi degiskendir. Sicaklik enzimatik
reaksiyonun hizini yiikseltir. Ancak enzimlerin biiyiilk ¢ogunlugu protein yapili
oldugundan sicaklik yiikseldiginde denatiire olurlar ve aktivite gostermezler.
Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir (Ozata ve

Kutlu, 2000).
Enzimler 6 ana grup olarak siniflandirilir:

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederler.

Substratlar1 genellikle elektron ve hidrojen donérlerdir.

2. Transferazlar: Grup transfer reaksiyonlarmi katalizlerler. P, C, N tasiyan bir

fonksiyonel grup dondrden bir akseptore tasinir.

3. Hidrolazlar: Eter, ester, peptit, glikozit, anhidrit baglarini hidrolitik olarak yikan
enzimlerdir. Proteolitik enzimler, niikleazlar, lipazlar, fosfatazlar ve glikozidazlar bu

enzim grubuna dahildir.

4. Liyazlar: Bir molekiilden bir grubun ayrilarak ¢ift bag olusturdugu ya da ¢ift bag
iceren molekiillere baska gruplarin  baglanmasiyla bagin ortadan kalktig

reaksiyonlar1 katalizlerler.

5. Izomerazlar: Mutaz, epimeraz, rasemaz Ozel adlari ile verilen bu enzimler
geometrik, optik ve yapisal izomerlerin birbirlerine doniisiim reaksiyonlarim

katalizlerler.

6. Ligazlar: Bir bagin kopmasi sonucu ortaya c¢ikan enerji yardimiyla, iki
metabolitin  baglanmas1 reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimlerdir (Keha ve

Kiihrevioglu, 2005).

Hiicre i¢inde enzimin katalizledigi reaksiyonun hizinin belirlenmesi, metabolizmanin
diizenlenmesindeki kontrol mekanizmalarinin belirlenmesi, farkli organizmalarda ve
dokulardaki izoenzimlerin karsilastirilmasi, enzimin aktif bolgesindeki
aminoasitlerin ve yan gruplarin belirlenmesi, aktivatér ve inhibitor olarak gorev
yapabilecek maddelerin saptanmasi enzimin kataliz mekanizmasimi aydinlatmaya

yardimci olur (Temizkan ve Arda 2008).
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Bir enzimatik tepkimenin maksimum hizint (Vmax) bulmak igin substrat
konsantrasyonunu arttirmak ve bu sekilde serbest enzimlerin (E), substrata baglanmis
(ES) kompleksine donitstiiriilmeleri gerekir. Enzimin maksimum hizinda ES
kompleksinin miktar1 toplam enzim miktarina esittir. Enzimin maksimum hizinin
yarisina ulagsmasi i¢in gereken substrat miktar1 Michaelis-Menten sabiti (Kwm) olarak
bilinir ve ayn1 zamanda Kwm sabiti enzimin substratina olan ilgisinin bir ifadesidir.
Diger 6nemli bir parametre olan Kcat ise bir saniyede aktif bolgede degisime ugrayan

substrat molekiilii sayisini ifade eder.

Inhibitor, enzim Katalizli meydana gelen reaksiyonlarin hizlarini azaltan veya
reaksiyonlart tamamen durduran kii¢iik molekiil agirligina sahip bilesikler veya
iyonlardir. Enzim inhibisyonu déniisimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Inhibitor
enzime kovalent olarak baglanir veya enzimle zor ayrisabilen bir kompleks
olusturursa bu doniisiimsiiz inhibisyona ornek olur. Doniisiimsiiz inhibisyonda Vmax

azalir, Km degismeden kalir (Altan 2000).

Doniistimlii inhibisyonda inhibitor ile enzim etkilesmesi bir denge reaksiyonu
seklindedir. Yarismali, yarismasiz, yart yarismali ve karisik tip inhibisyon olmak

uzere 4 kisimda incelenir.

Yarigmali inhibisyonda, substrat ile inhibitér enzime baglanmak i¢in bir yaris
ierisindedir. Inhibitor yapisal olarak substrata benzer ve enzim iizerinde substratin
baglanabildigi bélgelere baglanir. inhibitérle substrat ayn1 anda enzime baglanamaz.
Substrat ile inhibitoriin enzime baglanmasi bir denge reaksiyonu oldugundan substrat
konsantrasyonunun artirilmasi inhibisyon etkisini diisiiriir. Yarigmali inhibisyonda
maksimum reaksiyon hizi degismez (Vmax), ancak maksimum hiza ulagsmak igin

substrat konsantrasyonunun artiritlmast Km degerinin artmasina neden olur (Price

1979).

Yar1 yarigsmali inhibisyonda inhibit6r serbest enzim yerine ES kompleksine baglanir.
Olusan EIS kompleksi enzimatik olarak inaktif olur. Bu inhibisyon ¢esidine nadiren
rastlanir, ancak multimerik enzimlerde goriilebilir. EIS kompleksi ortamda siirekli
olarak vardir ve bu Vmax’1n diismesine neden olur. ES kompleksi miktarinin azalmasi

da Km’nin diismesine yol agar.

Yarigmasiz inhibitorler substratla ayn1 anda enzime baglanabilir, fakat inhibitoriin

baglandigi yer enzimin aktif bolgesi degildir. Olusan hem EI hem de EIS
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kompleksleri enzimatik olarak inaktiftir. Yiiksek substrat konsantrasyonunda bile
enzimden ayrilmayan inhibitér Vmax degerini disiiriir. Substrat enzime yiiksek

inhibitor konsantrasyonlarinda bile bagli oldugundan Km degeri degismeden kalir.

Karisik inhibisyon, yarismasiz inhibisyona benzer, ancak EIS kompleksi diisiik de
olsa enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu tip inhibisyon c¢esidi Michaelis-Menten

esitligine uymaz.

Bir¢ok organizmada inhibitorler feedback mekanizmasinin bir pargasi olarak gorev
alabilirler. Eger bir enzim organizmada bir maddeden asir1 miktarda {iretirse, asiri
miktarda tiretilen madde bu maddeyi iireten enzimin inhibitorii gibi davranir ve bu
sekilde asir1 bir iiretimin Oniine gecilmis olur. Multienzim sistemleri reaksiyon
hizlarin1 diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerde reaksiyonun son {iriinii,
konsantrasyonu belirli bir diizeye geldiginde sistemin ilk enzimini veya enzim
sistemindeki dallanma noktasindaki enzimi inhibe ederek feedback inhibisyonunu

gercgeklestirir (Lehninger, 2005; Karlson vd., 1998; Bingdl 1983).

Insanlar daha ilk ¢aglardan beri ekmek, sarap gibi gida maddelerinin hazirlanmasinda
ve ilag olarak farkinda olmadan enzimlerden faydalanmiglardir. Enzimler, biyokimya
bilim alaninda ge¢miste oldugu gibi giinlimiizde de en fazla arastirma yapilan konu
olup, gelisen teknoloji sayesinde bir¢ok endiistriyel alanda kendisine yer bulmustur

(Telefoncu, 1986; Harper, 1975; Onat ve Emerk, 1997).

Diinya genelinde mevcut endiistriyel enzim pazari yaklasik 2 milyar USD dolayinda
tutarla en yaygin tliiketim alanlarindandir. Gida, deterjan, kozmetik ve nisasta
endiistrileri, endiistriyel enzim iiretiminin %75’ ini kullanmaktadir ve proteaz, amilaz,

lipaz, seliilaz, pektinaz gibi hidrolazlar en yaygin kullanilan enzim gruplaridir.

2.3.1. Proteaz enzimi

Hidrolazlar ana grubuna dahil olan proteazlar (3.3.1.1), proteolitik enzimler olarak da
bilinir. Proteazlar proteinlerin, peptitlere ve aminoasitlere hidrolizini katalizler.

Endiistriyel kullanim potansiyelleri nedeniyle 6nemli bir enzim grubudur ve diinyada

enzim pazarmin %60’ 1na sahiptirler (Calki, 1999; Kalisz, 1988; Rao vd., 1998).

Proteazlar bitkilerden, hayvanlardan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilir.

Giliniimiizde hayvanlardan insanlara gecen bazi hastaliklarin var olmasindan dolay1
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(SARS, deli dana, kus gribi vs.), hayvansal proteazlarin 6zellikle gida maddesi
yapiminda kullanim1 konusunda kuskular olusmustur. Bundan dolay1 aragtirmacilar

yeni bitkisel proteaz kaynaklari aramaya yonelmislerdir (Demir vd., 2005).

Proteazlar aktif olduklar1 bolgelere gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Reaksiyon mekanizmalarina gore ise sistein proteazlar, serin
proteazlar, metalo proteazlar ve aspartik proteazlar olmak tizere dorde ayrilirlar.
Serin ve sistein proteazlar niikleofilik olarak substrata saldirirken metalo ve aspartik
proteazlar su molekiillerini aktive ederek peptid baglarimi pargalarlar (Barrett vd.,
1998; Dubey vd., 2003).

Sistein proteazlar niikleofilik katalizorler gibi sistein kalintilart ile birlesen peptid
hidrolaz aileleri, kaspaz ailesi ve papain ailesini igerir. Bitkisel kaynakli bir enzim
olan papain, mekanik agidan en kapsamli incelenmis papain tiiriidiir. Papain bitkisel
kaynakli bir enzim olmasina ragmen, papain benzeri bir¢gok enzim hayvanlarda da

bulunur (Barrett vd., 1998).

Peptidazlar arasinda bleomisin hidrolaz, Kkatepsinler ve ubiquitin C-terminal
hidrolazlar papain ailesindendir (Barrett vd., 1998). Kaspaz ailesi, diger
proteazlardan fonksiyonel aspartat sitelerinin varligryla ayrilan, apoptozis lizerindeki
onemli rolinden dolayr hala iizerinde ¢alisilan ve Kkalsiyum-bagimli sistein
proteazlardir. Sistein proteazlar, ila¢ endiistrisinde dnemli bir hedef haline gelmistir
(Lecaille vd., 2002). Tiim sistein proteazlarin ¢alisma mekanizmasinin benzer oldugu
diistiniilmektedir ve papain tizerinde yapilan yogun ¢alismalar proteazlar i¢in 6nemli

bir ornektir.

Papain (EC 3.4.22.2), 212 aminoasitten olusan, papayadan izole edilmis monomerik
bir enzimdir ve peptidaz aktivitesi mekanizmasi, tripsin ve Kkimotripsin gibi
proteazlara gore daha az bilinir (Glazer and Smith 1971). Papain, kimotripsin gibi
ester ve tiyoester hidrolizini katalize eder. Papain iyodoasetat iceren alkilleyici

ajanlar tizerindeki hassasiyeti yiiziinden sistein kalintilarina ihtiyac duyar.
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Sekil 2.4. Sistein proteazlarin genel reaksiyon mekanizmasi

Serin proteazlar peptid baglarinin hidrolizini gergeklestirirler. Peptit baglarinin
hidrolizi; polipeptid hormon siirecinin, Yyeni tasinmig proteinlerden N-terminal
metioninin taginmasimin, tasiyict proteinlerden lider dizilerin tasinmasinin,
apoptozisde hiicresel protein sindiriminin, viral enfeksiyonda poliprotein siirecinin,
yabanci proteinlerin sindirilmesinin, besin proteinlerinin sindiriminin ve diger bir¢ok

stirecin temelini olusturur.

Serinin hidroksil grubunun pKa's1t 13.4° tiir. Hiicredeki pH degeri nétr oldugundan
zor bir siire¢ olan alkoksite iyonize olmalidir (Bruice vd., 1962). Serinin niikleofilik
reaksiyonunun, gecis evresinde, hidroksil grubundan protonu koparmak i¢in kuvvetli
bir baza ihtiyaci vardir. Bunun i¢in de serin proteazlar, pKa’s1 7 olan histidin (Sekil

2.5.) kalintilarin1 devreye sokarlar.

Sekil 2.5. Serin proteazlarinin genel reaksiyon mekanizmasi

Aspartik proteaz aileleri, peptid baglarinin hidrolizini kataliz eden aktif sitelerinde,
iki aspartik asit kalintisina sahiptir. Bunlardan ilki, hayvanlarda protein sindirimini
baslatan gastrik enzim pepsindir (EC 3.4.23.1). Pepsin homologlari; lizozomlarda,
bitkilerde ve mantarlarda bulunur. HIV proteazi (EC 3.4.23.16), retroviralde 6nemli

bir rol oynayan aspartik proteazlarin baska bir ailesinin tiyesidir.
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Sekil 2.6. Aspartik proteazlarin genel reaksiyon mekanizmasi

Proteolitik enzimlerin en biiyiikk ailesi metalloproteazlardir (Barret vd., 1998).
Mononiikleer ¢inko metalloproteazlar, iki ¢ekirdekli metalloproteazlar da igine alan
proteaz ailesinin 6nemli 6rneklerindendir. Metalloproteazin aktif sitesindeki metal
iyonun, peptid karbonil grubu ile niikleofilik reaksiyon tarafindan peptid baglarim
ayiran su molekiillerini bagladig: diisliniiliir. Su ve metal iyon koordinasyonu, pKa
degerini diigtirerek geg¢is asamasinda hidroksit iyonunu olusturmak igin proton
245

koparilmasini kolaylastirir. Tetrahedral bir kompleks i¢inde su ile Zn“"’nin

koordinasyonu, suyun pKa’sint 15’ten 9,6’ya kadar diisiiriir.

Bir ekzopeptidaz, polipeptidin N-terminal veya C-terminal amino asidinin hidrolitik
koparilmasini kataliz eder. Losin aminopeptidaz, N-terminal aminoasitlerini koparan
iki ¢ekirdekli metallopeptidazdir (Barrett vd., 1998). Karboksipeptidaz A (EC
3.4.17.1), hidrofobik C-terminal aminoasitleri i¢in yiiksek bir segicilikle C-terminal
aminoasitlerini koparan mononiikleer ¢inko metallo peptidazdir. Karboksipeptidaz A

ayni zamanda ester ve tiyoesterlerin hidrolizini de katalize eden proteolitik bir

enzimdir.
Q
ri OR 7 A,
o 0-G<NH 1o / 0
P o L O =0 Ho R
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Sekil 2.7. Cinko (metaloproteaz) genel reaksiyon mekanizmasi

Alkalin proteazlar fizyolojik ve ticari anlamda kullanilan ¢ok 6nemli bir enzim
grubudur. Bu grup yiiksek derecedeki substrat spesifikligi ile proteinlerin
hidrolizinde 6nemli katalitik bir rol oynar ve mikrobiyal olarak biiylik miktarlarda
iretilirler. Proteazlar deterjan endiistrisi, deri endiistrisi, et ve siit endiistrisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir. 1994 yilinda 400 milyon dolarlik enzim endiistrisi
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piyasasimin 112 milyon dolar deterjanlarda kullanilan proteaz enzimine ayrilmistir

(Zhang vd., 2010).

2.4. Aroma Bilesenleri

Aroma bilesenleri, bitkilerden veya bitkisel droglardan ¢esitli yontemlerle elde
edilen, oda sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla kristallesebilen su buhari ile
stiriiklenebilen, ugucu, kuvvetli kokulu yagimsi karisimlardir. Bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan, kendine 6zgii renk, tat, koku ve goriinlimleri ile ugucu
ozellige sahip olan bu maddeler ugucu yag diye adlandirilmaktadir. Halk arasinda
ucan yag, eterik yag da denilen bu yaglarda terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin
oksijenli tlirevlerinin yani1 sira ketonlar, fenoller, alkoller ve organik asitler de
bulunabilmektedir (Baytop,1986).

Aroma bilesenleri bitkinin herhangi bir organinda bulunabildigi gibi familyaya gore
bazi organlarda, 6rnegin salgi hiicrelerinde, salgi kanallarinda, salgi ceplerinde veya
salgi tliylerinde de bulunabilmektedir. Ugucu yaglarin bitkide protoplazmada
bulundugu ya da hiicre duvarmin reginemsi tabakasinin bozunmasi ile meydana
geldigi ileri siiriilmekle birlikte, glikozitlerin hidrolizi ile olustuklari yapilan

calismalar sonucunda kesinlik kazanmistir (Tetik,1996).

Aroma bilesenleri genellikle renksizdirler, fakat uzun siire bekletilirse
oksitlenebildikleri ve reginelesebildikleri i¢in renkleri koyulasir. Bu nedenle sogukta
ve koyu renkli siselerde saklanmalidir. Suda az, organik ¢oziiciiler ve yaglarda
kolaylikla ¢oziiniirler. Sulu etanolde ¢6ziinebilme 6zellikleri ile ugucu yaglar sabit
yagardan ayrilirlar. Yogunluklar ise karanfil ve tar¢in yaglar1 disinda sudan daha

azdir. Ayrica optikge aktiftirler ve kirilma indisleri yiiksektir (Tetik, 1996).

Aroma bilesenlerinin bitkilerde biyolojik bir olaya katilmadigi, bitkinin yaralanmasi
sirasinda yaprak ve ¢icekleri korudugu, boceklere karsi c¢ekici 6zellik gosterdigi ve

cigceklerin tozlagsmasina yardimci oldugu sanilmaktadir (Tyler, 1988; Ewans, 1989).

Aroma bilesenlerinin biiyiik bir kismi parfiimeride koku verici madde olarak
degerlendirilirken, gida sanayinde de tat verici olarak kullanilmaktadir. Baharatin

besinlere verdigi tat ve koku disinda, aroma bilesenlerinden ileri gelen koruyucu bir
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etkisi vardir. Aroma bilesenlerinin antiseptik 06zelligi bakterilerin iiremesini

yavaslatmakta ve besinlerin bozulmasini geciktirmektedir (Tanker, 1990).

Lamiaceae familyasinda bulunan birgok Akdeniz bolgesi ve Avrupa bitkisi; Thymus,
Lavandula, Mentha, Melissa vb tiirler, degerli aroma bilesenleri kaynaklaridir
(Tanker, 1990). Bu familyanin Coridothymus, Dorystoechas, Lavandula, Origanum
ve Thymbra cinslerinden biitiin tiirlerin ve Mentha, Salvia, Satureja, Thymus ve
Ziziphora cinslerinden bazi tiirlerin olduk¢a degerli aroma bilesenleri {irettikleri
kabul edilmektedir (Karadogan, 2003).

Aroma bilesenleri igeriklerine gore Lamiaceae familyasi ic¢in yapilan
siniflandirmalarda; Lavandula, Origanum, Satureja ve Thymbra tiirleri yiiksek
diizeyde (%2’den fazla), Acinos, Calamintha, Cyclotrichium, Mentha, Nepeta,
Rosmarinus, Salvia ve Thymus tiirleri orta diizeyde (%0.5-2.0 arasinda), Ajuga,
Ballota, Clinopodium, Lamium, Marrubium, Melissa, Micromeria, Phlomis,
Scutellaria, Sideritis, Stachys ve Teucrium tiirleri diisiik diizeyde (%0.5’den az)

aroma bilesen igerenler grubunda siiflandirilmistir (Karadogan, 2003).

Aroma bilesenlerinin taninmasi i¢in, bu maddelerin birbirinden ayrilmasi
gerekmektedir. Bu amagla ¢esitli destilasyon ve kromatografik yontemler
kullanilmaktadir. Kromatografik yontemler arasinda en iyi sonu¢ GC ve GC/MS ile
alinmaktadir. Gaz kromatografisinin kolon kisminda ayrim gerceklestirildikten sonra
bilesenler FID dedektore gonderilmektedir. Elde edilen kromatogramin integrasyonu
ile bilesenlerin konsantrasyonu tespit edilebilmektedir. Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometrisi  (GC/MS) ile ise bilesenlerin kimlik tespiti kesin olarak
yapilabilmektedir. (Tetik, 1996).

2.4.1. Aroma Bilesenlerinin Eldesi

Son yillarda tibbi ve aromatik bitkilerin ilag, kozmetik ve diger sanayi alaninda
kullaniminda biiyiik artis goézlenmektedir. Gelismekte olan {ilkeler ucgucu yag
iiretiminde bliyilik potansiyele sahiptir. Diinya iiretiminin %55°1 gelismekte olan
tilkelerde, %35’1 gelismis {ilkelerde, %10u ise dogu Avrupa iilkelerinde
gerceklestirilmektedir. Giinlimiizde bitkilerden elde edilen aroma bilesenlerinin
kullanim alanlarinin ¢ok genis olmasi nedeniyle, aroma bilesenlerinin izolasyonu ve

saflastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Yaygin olarak kullanilan buhar destilasyon
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¢cozlicii ve ekstraksiyonu tekniklerinin bazi sakincalarindan dolayi yeni &ziitleme

teknikleri gelistirilmistir.

2.4.1.1. Su destilasyonu

Bitkisel materyalin su ile kaynatildiginda iiriinde bozunmanin olmadigi hallerde
uygulanan yontemdir. Bu yontemle bitkilerden aroma bilesenleri elde edilebildigi
gibi aromatik suda elde edilebilmektedir. Bitki materyali su destilasyonunda su ile
birlikte kaynatilir, aroma bilesenleri ve su buharlar1 bir sogutucuda yogunlastirilir.
Sogutucudan seperatore gelen yag ve su birbirinden ayrilir. Su destilasyonunda
bitkisel materyal her zaman su ile dogrudan temas halindedir, su miktar1 az olursa
materyal asir1 1sinmadan dolayr kavrulabilir ki bundan dolay1 kazan iginde yeterli

miktarda su bulunmasi gerekir (Curtis ve Williams, 1994).

2.4.1.2. Su-buhar destilasyonu

Su buhar destilasyonu, su destilasyonu yontemine nazaran daha ¢ok tercih edilen bir
yontemdir. Su buhar1 destilasyonunda, bitkisel materyal suyun hemen iistiinde yer
alan bir 1zgara tzerine yerlestirilmistir. Bu durumun dezavantaji kazan hacmini
kiigiiltmesidir. Ancak bu metot ile elde edilen aroma bilesenlerinin Kalitesi
yiikselmektedir. Su-buhar destilasyonunda, bitkisel materyal kazanin altinda bulunan
1s1 kaynagi ile dogrudan temas edemez. Bununla beraber kazanin cidarlart 1siy1 iyi
iletir ve kazanin kenarma degen bitkisel materyalde sicaklik nedeniyle bozunma

meydana gelebilir.

Bu islemin dezavantaji kullanilan buhar 1slak oldugu i¢in bitkisel materyal tamamen
1slanir ve bu durum destilasyon hizinin yavaslamasina neden olur. Ayrica kazanin alt
kisminda suyun toplanmasi geri dongiiye neden olur. Boylece kazanin alt kisminda
suyun siirekli kaynamasi ve yogunlasmasi bitkisel materyalin iginden buharin
gegmesine engel olur ve aroma bilesenlerinin bir kismmi ¢ozer. Riflaks (geri
¢evirme) Kkontroliinii saglayan bir cihaz yerlestirilirse bunun Oniine ge¢mek

miimkiindiir (Lawrence, 1995).

Su buhar destilasyonunun su destilasyonuna olan avantajlart asagidaki gibi

siralanabilir:
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e Yag verimi daha yiiksektir.

e Yag bilesikleri hidroliz ve polimerizasyona daha az maruz kalirlar.

e Riflaks kotrol edilirse polar bilesiklerin kayb1 en aza iner.

e Su-buhar destilasyonu ile iiretilen aroma bilesenlerinin kalitesinin yeniden
tiretilebilirligi daha yiiksektir.

e Su destilasyonuna gore daha hizli bir iglemdir.

2.4.1.3. Su buhart destilasyonu

Bu yontemde diger yontemlerin aksine bitkisel materyal ile temas eden 1s1 100°C den
daha yiiksek degildir. Bu yontem, destilasyon kazanmin disinda bulunan bir
jeneratorde iretilen buharin kazanin igine yerlestirilmis olan bitkinin ig¢inden
gecirilmesiyle uygulanir. Bitkisel materyal buhar girisinin ilizerinde yer alan 1zgara
lizerine yerlestirilir. Buhar kazanmin disarida olmasi buhar hizinin kontrol
edilebilmesini saglar. Su buhar1 destilasyonu yonteminde sicaklik 100 °C’yi
gecmedigi i¢in bitkinin sicaklikla zarar gérmesi engellenmis olur. Buhar destilasyonu
biiylik 6lgekte aroma bilesenleri iiretiminde en ¢ok tercih edilen islemdir (Thapa,

1989; Varshney, 1993; Curtis ve Williams, 1994; Lawrence, 1995).

Ayrica buhar destilasyonu, gliserin gibi yiiksek kaynama noktali bilesiklerin, yag
asitleri gibi kaynama halinde dekompoze olan ve terebentin gibi dogrudan isitma

sonucunda yapist bozunan maddelerin ayriminda ve saflastirilmasinda kullanilabilir.

2.4.1.4. Kuru destilasyon

Kuru destilasyon (pargalayici destilasyon) da bitkinin gesitli kisimlar1 (govde, kabuk,
dal gibi) dogrudan kuru bir sekilde 1siya maruz birakildiginda bitki iginde bulunan
ucucu maddeler kismen olduklar1 sekilde, kismense pargalanarak distile olurlar. Hig
ugucu olmayan maddelerde pargalanarak ugucu maddeler haline gelip distile olurlar.
Kuru destilasyon islemi 6zel destilasyon aparatlarinda yapilir. Agag, odun ve dallar
kurumaya birakilir, pargalara boliindiikten sonra kazanlara doldurulup distile edilir.
Destilasyonla gegen kisimlar su ile sogutulan kondansatorlerde yogunlasirlar. Cesitli
kodekslerde bu sekilde elde edilmis preparatlar vardir. Bunlara katran adi verilir,

kayin agaci katrani ve ardi¢ katrani1 6rnek olarak verilebilir (Yalgindag, 1965).
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Toros daglarinda toprak iginde kiigiikk c¢ukurlar agilmak suretiyle katran
tiretilmektedir. Bunun i¢in toprak i¢inde bir tanesi biiyiik iki ¢ukur agilir ve i¢i gamur
ile sivanir. Daha sonra bu iki ¢ukur dip kismindan bir boru ile birbirine baglanir.
Cirali kok ve govde parcalari biiylik ¢ukura doldurulup iizerleri camur ile sivanir. Bu
esnada kii¢iik bir yakma deligi birakilir. Sivama iglemi tamamlaninca firindaki odun
pargalar1 yavas yavas yanar ve meydana gelen katran dipteki boru yardimiyla kiigiik

cukurda toplanir. Bu yontemle “kara katran”, “sar1 katran” ve “andiz katran1” olmak

lizere ii¢ farkl1 bitkiden katran elde edilebilmektedir (Baytop ve Oztekin, 1984).

2.4.1.5. Hidrodifiizyon

Aroma bilesen lretiminde kullanilan yeni bir buhar destilasyon teknigidir. Bu
yontemle elde edilen aroma bilesen verimi buhar destilasyonuyla elde edilenden daha
yiiksektir. Destilasyon siiresi kisa ve daha az buhar harcandigi i¢in daha az

masraflidir.
Bu yontemin yararlarini su sekilde siralayabiliriz:

e Diisiik basingta 1slak buhar kullanilir.

e Bitkinin yiiklenmesi ve bosaltilmasi1 kolaydir.

e Distillasyon siiresi kisa olmakla beraber az buhar harcandig: i¢in daha az
masraflidir.

e Yag verimi geleneksel buhar destilasyonlarindan daha yiiksektir.

e Destilasyon siiresinin kisa olmasindan ve riflaks olaymin gerceklesmesinden
dolay1 yag bilesikleri hidroliz olmazlar.

e Elde edilen aroma bilesenlerinin tiim 6zellikleri standartlara uygundur.

Bu yontemin dezavantaji buhar ve kondanse olan su asagi dogru hareket ederken
ucucu olmayan veya ucuculugu az olan lipitler, Klorofil, yag asitleri ve kumarinler

gibi suda ¢oziinen bazi1 maddeler yaga gegebilirler (Lawrence, 1995).

2.4.1.6. Maserasyon ile destilasyon

Bazi bitkilerden aroma bilesenlerin eldesinde giigliiklerle karsilasiimaktadir. Bu
glicliikler aroma bilesenlerin yapisindan kaynaklanmaktadir. Glikozit yapisinda

aroma bilesenleri igceren bitkiler, icerdikleri aroma bilesiklerinin agiga ¢ikmasi i¢in
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sicak suyun iginde maserasyona birakilir. Badem ¢ekirdekleri, sogan, sarimsak,

hardal tohumu gibi droglar bu 6zellige sahiptir (Lawrence, 1995).

2.4.1.7. Soguk yag ile oziitleme (Anfloraj)

Yiiksek absopsiyon yetenegine sahip olan aroma bilesenleri, koku maddesi tasiyan
aroma bilesenleri ile temas ettirilirse icerigi Kolayca absorplarlar. Bu ydnteme

Anfloraj denilmektedir.

Hasat edildikten sonra bir giin veya daha uzun siire fizyolojik aktivitelerini devam
ettiren yasemin gibi ¢igekler soguk yag ile oziitlenirler. Yontem i¢in genellikle
saflastirilmis hayvan yagi, i¢ yag karisimi gibi kokusuz ve uygun kivamda bir yag
secilir ve kenarlar1 tahta cerceve ile kaplanmis bir cam plak {izerine yayilir ve yag
kapli bir plak bunun iizerine kapatilir. Taze olarak toplanmis cicekler yagin {izerine
serpilir, bir giin bekletilir ve yerine yenileri konur. Bu isleme yag tamamen
doyuncaya kadar devam edilir ve elde edilen iirline ‘pomat’ denir. Pomat alkol ile
Oziitlenir, alkolde ¢6ziinmiis durumdaki yag siiziilir ve alkol diisiik basingta

destilasyonla uzaklastirilir, tirtine ‘Absolii’ ad1 verilir (Guenther, 1948; Thapa, 1989).

2.4.1.8. Sicak yag ile oziitleme (Maserasyon)

Bu yontemin soguk yag ile 6ziitlemeden belirgin farki, koparma sonucu fizyolojik
aktiviteleri hemen duran giil, mimazo, akasya, portakal ¢igegi gibi ¢igeklerin 60-70°C
sicakliktaki yaga daldirilarak oziitlenmesidir. Doygun yag siiziilerek ‘pomat’ elde
edilir, soguk yag ile ekstraksiyona benzer yolla pomattan alkol &ziitii ve ‘absoli’
hazirlanir (Guenther, 1948; Thapa, 1989).

2.4.1.9. Organik ¢oziiciilerle oziitleme

Bitki materyalleri, taze olarak petrol eteri, hekzan, metil kloriir, benzen, aseton gibi
saf ¢oziiciilerle, baz1 6zel durumlarda iki ¢oziicii karisimi ile dziitlenebilirler. Oziit,
diisiik basingta konsantre yag veya konkret olarak elde edilir (Thapa, 1989;
Wijesekera, 1992).

Ozellikle 1s1ya kars1 hassas ve buhar destilasyonu ile elde edilemeyecek kadar kiiciik

miktarda bulunan aroma bilesenleri bu yontemle elde edilir. Ancak ugucu aroma
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bilesenleri ile birlikte kullanilan ¢o6ziiciide c¢oziinebilen diger maddeler de
oOziitlenirler. Kullanilacak olan ¢dziicii inert, diisitk kaynama noktali, segici bir etkiye
sahip, ucuz, kolay bulunur ve su ile karismayan bir ¢6ziicli olmahidir (Thapa, 1989;
El-Gammal, 1991; Curtis ve Williams, 1994).

Cozicii ile ozilitlemenin baslica sakincast 6ziitte ¢oziicii artiginin kalmasi ve bu
nedenle toksik risk olusturmasidir. Ayrica verimli bir ekstraksiyon i¢in uzun bir siire
gerekmektedir. Ayrica organik coziiciiler diisiik segicilige sahiptir. Bu nedenle
istenen bilesiklere ilave yiiksek molekiil agirlikli ve ugucu olmayan sabit yaglar,

recineler, mumlar ve renk maddeleri de ekstrakte olmaktadir.
2.4.1.10. Stkma ile yapilan mekanik oziitleme

Ugucu yaglarin bazilar1 kimyasal kompozisyonlar1 ve dogalari geregi 1sidan
etkilendiklerinden destilasyon islemine tabi tutulmazlar. Ornegin, narenciye
meyvelerinden ugucu yaglarin elde edilmesi i¢in mekanik o6zilitleme uygulanir.
Onceleri meyveler kesilip i¢ kisimlar1 alindiktan sonra kabuklar1 kolayca
Oziitleyebilmek 1i¢in bir silire suda bekletilirdi. Presler kullanilarak turung
meyvelerinin kabuklarinda bulunan eterik yag bezleri parcalanir ve yagin agiga
cikmasi saglanirdi. Yag bir stinger yardimiyla alinip bir kaba sikilarak elde edilirdi.
Bir miktar su igerdiginden dolayr bulanik olan aroma bileseni bir siire bekletilir ve

stiziilerek saf hale getirilirdi (EI-Gammal, 1991).
2.4.1.11. Cizerek oziitleme

Canli ¢am agaglarinda reginenin agag¢ biinyesinden alinmasinda “yaralama teknigi”
ve uyaricilarla ‘tahrik teknigi’ kullanilir. Yaralama tekniginin g¢esitli yontemlerinden
biri olan “Oluklu Cizgi Yontemi” {ilkemizde 1950°1i yillardan giiniimiize kadar
uygulanmistir. 1980°li yillarda ise asit-pasta tahrik teknigi uygulanmaya baslanmus,
daha sonra yaralama teknigi tamamen terk edilerek, bu teknik yaygimlastirtlmistir
(Acar, 1996).
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2.4.2. Aroma Bilesenlerinin Kimyasal Bilesimi

Kimyasal bilesimleri bakimindan aroma bilesenleri elde edildikleri bitkilere gore

farklilik gosterirler. Ancak igerdikleri maddelere gore siniflandirabiliriz;

e Terpenik maddeler
e Aromatik maddeler
e Diiz zincirli hidrokarbonlar

e Azot ve kiikiirt tagtyan bilesikler.

Aroma bilesenlerinin biiyiik ¢ogunlugu (%90) terpenik maddelerden olusmustur.
Terpenik maddeler ise ugucu yaglarin icinde monoterpen, seskiterpen ve diterpen
olarak bulunur. Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli tiirevler, aroma
bilesenlerinin kendine 6zgii kokusunu, tadini ve terapik 6zelligini verir. Bu nedenle
aroma bilesenleri igeren bitkiler incelenirken igerdikleri oksijenli bilesikler esas

alinir.

Monoterpenleri ii¢ grupta inceleyebiliriz. Bunlardan birincisi etken maddeleri asiklik
monoterpen tiirevleri olanlardir ve bunlara 6rnek olarak ocimen, citral, citronellal,
geraniol verilebilir. Bu bilesikler ozellikle giil, bergamut, kisnis, melisa, limon,
safran gibi bitkilerden elde edebiliriz. Monoterpenlerin ikinci grubunda ise etken
maddesi monosiklik monoterpen tiirevleri yer almaktadir. Bunlara 6rnek olarak nane,
kimyon, okaliptus, defne gibi bitkilerden elde edilen terpinen, menthol, cuminal gibi
maddeler yer almaktadir. Son grupta ise etken maddeleri disiklik monoterpen tiirevi
olan maddeler yer alir. Sabinen, thujon, camphen 6rnek olarak gosterilebilirler. Bu
bilesiklerin yaygin olarak bulundugu bitkiler ise halk dilinde pelin otu, kusdili, kedi

otu, solucan otu, pire otu olarak bilinmektedir.

Aroma bilesenleri igerisinde monoterpenler olarak bulunabilenlere; geraniol, nerol,

terpineol, menthol, limonen gibi maddeler 6rnek olarak verilebilir.

2.4.3. Aroma Bilesenlerinin Siniflandirilmasi

Aroma bilesenleri koku ve tat 6zelliklerine gore, farmakolojik ve terapik etkilerine

gore de siiflandirilabilirler. Aromatik 6zelliklerine gore kisaca {li¢ gruba ayirabiliriz;
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e Aromatika (¢cok kokulu ve tadi iyi olanlar)
e Aromatika- aroma (kokulu ve tadi ac1 olanlar)

e Aromatika-acria (kokulu ve tadi keskin olanlar)

Bu 6zellige sahip aroma bilesenlerinin elde edildigi bitkiler ise Cin tar¢ini, Seylan
tar¢ini, karanfil, anason, kii¢iik hindistan cevizi, rezene ve kekik gibi bitkilerdir.
Farmakolojik olarak ve terapik etkilerine goére de aroma bilesenleri

gruplandirilabilirler.

Bu grupta yer alan aroma bilesenleri genellikle tedavi amaghidirlar ve alternatif tibbin

Onem kazanmasiyla da 6nemleri artmistir (Ceylan 1997).

2.5. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki karbohidratlar, proteinler, lipitler ve niikleik asitler
oksidasyona ugrayabilir ve canli organizmalar i¢in zararli olabilecek oksidasyon
tiriinleri olusturabilirler (Papas, 1996). Bu durum yaygin olarak “Oksidatif stres”
seklinde ifade edilir (Aruoma ve Cuppet, 1997).

Cizelge 2.3. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Stiperoksit, Oy~ Hidrojen peroksit, H,0,
Hidroksil, -OH Hipokloroz asit, HOCI
Peroksi, ROz Ozon, O3
Alkoksi, RO Singlet oksijen, ':Ag 1O,
Hidroperoksi, HO2 Nitr6z asit, HNO;

Azot Oksit, NO: Nitrozil Katyonu, NO*
Nitroksi Anyonu, NO

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda gesitli sekillerde meydana gelirler.

e Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan iiriin olarak reaktif oksijen ve azot

tiirleri olusur.
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e Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi
bilesikleleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich,
1986; Haliwell, 1994).

e Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek enerjili
elektromagnetik 1s1n, suyu pargalayabilir ve hidroksi radikali olusturur (Von-
Sonntag, 1987).

Reaktif oksijen ve azot tiirleri disaridan da organizmaya almabilirler. Sigara
dumaninin ana bilesigi NO2’dir. NO2 ‘in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle
karbon merkezli radikallerin olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi
notrofilleri aktive ederek dolayli olarak serbest radikal iiretimini artirmaktadir

(Papas, 1996).

Yabanci organizmalara kars1 koruyucu gorev yapan fagositler (notrofiller, monosiler,
makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmayi 6ldiirmek igin siiperoksit ve hidrojen
peroksit iretirler. Bu Onemli savunma sisteminin bozuklugu, doku hasariyla
sonuclanan asir1 fagosit aktivesinin eslik ettii ramotoit artirit ve iltthapli bagirsak

hastalig1 gibi bazi hastaliklara sebep olur (Moncada vd., 1991; Anggérd, 1994).

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 tizerinden yiiriir. Radikaller eslesmemis
elektronlarmi eslestirme egiliminde olduklari i¢in 6zellikle gevsek baglh elektronlar
koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif olmalarini saglar ve
bunlarin organizmadaki varligi biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep olur.

Reaktif oksijen ve azot tiirleri DNA bazlarin1 hasara ugratarak mutasyona sebep olur.

Antioksidanlar, oksidasyonu baglangi¢ ve/veya gelisme basamaginda dnleyen veya
geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin bulunmasi yasam i¢in Onemli bir ihtiyagtir. Antimutajenik,
antikarsinojenik, yaslanmayi geciktirici gibi bircok etki canlilardaki antioksidan

ozellikteki maddelerden kaynaklanir (Cook ve Samman, 1996).

Antioksidan maddelerin eksikliginde reaktif oksijen ve azot tiirleri kanser, diabet,
kire¢lenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin
¢ikmasina sebep olurlar (Packer ve Cadenas, 2002).

Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik bilesikler (tokoferoller,

flavonoitler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkoloitler, klorofil tiirevleri,
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proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir (Larson, 1988; Hudson,
1990). Sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin (Taylor, 1980) gibi aminoasitler
ile siilfirlerce zengin olan tiyoredoksin (Bunchanan vd., 1994) proteini de

antioksidan o6zellik gosterirler.

Bir¢ok epidemiyolojik ¢aligma bol meyve-sebze tiiketiminin kalp-damar ve kanser
hastaliklarint azalttigini ortaya koymustur (Hertog vd., 1993; Stampfer vd., 1993).
Sebze ve meyvelerin bu 6zellikleri i¢erdikleri antioksidan maddelere (askorbik asit,
tokoferoller, karotenoitler, flavonoitler) dayandiriimaktadir. Ornegin yesil c¢ay
yapraklari  (-)-epikatesin, (-)-epikatesin  gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-
epigallokatesin gallat igerirler (Amarowicz, 1996; Ho, 1997) ve antihipertansif
(Henry, 1984), antioksidatif (Ho vd., 1992), antiaterosiklerotik (Hertog vd., 1993;
Luo vd., 1997), antikarsinojenik (Luo vd., 1997; Wang vd., 1994) gibi etkilere
sahiptirler. Katesinler metal iyonlari1 baglayici ve oksijen radikalini tutucu

antioksidanlar olarak taninirlar (Husain vd., 1987; Chen vd., 1990).

Diger taraftan sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini énlemek ve raf émriinii
uzatmak i¢in kullanilmaktadirlar. Giliniimiizde BHA (biitillenmis hidroksianisol),
BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (t-biitilhidrokinon) en
¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik antioksidanlar ve
olusturduklart yan {irinlerin ¢esitli hastaliklara yol agabilecegini ortaya koyan
caligmalar vardir (Yamazaki vd., 2007, Tepe vd., 2007). Bu nedenle dogal
kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan
maddelerin bulunmasina yonelik ¢alismalar giderek énem kazanmis ve bu alanda

yapilan aragtirmalar artmistir.

2.5.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar
olarak ikiye ayrilirlar. Baz1 antioksidanlar ise birden fazla aktivite mekanizmasi
gosterirler ve bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilirlar (Reische

vd., 2002).
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2.5.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirict antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangi¢c asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri agamasini
yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (Re¢) olusturmak igin,
doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar (Reische
vd., 2002)

RH — Re + He

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali (ROO¢)

olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer.
R+ O2 - ROO™+ H’
Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek
hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar.
ROO’+ RH — ROOH + Re

Daha sonra bu lipit radikali bagka peroksi radikali olusturmak iizere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve bdylece

otooksidasyon devam eder.
R*+ O, - ROO™+ H’

Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu da

reaksiyonun hizlanmasina neden olur.
ROOH - RO" + HO*
RO'+RH - ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R") ve peroksi radikalleriyle (ROO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan {iriinlere cevirirler.
Birincil antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri
ile antioksidan radikaller meydana getirirler (Ae). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yiizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROOe¢) ve oksi (ROe¢) serbest
radikalleri birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit
radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler (Reische vd., 2002).
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ROO’ + A= ROOA
RO+ + AH —» ROH + A-
R*"+AH ->RH + A’

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona girer.
Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak igin fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali
kararli hale getirilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan
radikaller ile sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler (Reische
vd., 2002).

ROO" + A" - ROOA
RO+ A" - ROA
A+ A - AA
Kati ve sivi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze carpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigini
gosterir. Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire

kalirlarsa otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde

durdururlar (Reische vd., 2002).

Otooksidasyonun baglangicindan oOnce, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin olustugu indiiksiyon zamani olmalidir. Bu yiizden birincil antioksidanlar,
otooksidasyon basamaklar1 meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve
baslangi¢ asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar. Radikal gidermeye
ilaveten  birincil  antioksidanlar,  hidroperoksitleri  hidroksi  bilesiklerine
indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas antioksidatif
mekanizmas1  radikal  gidermedir.  Birincil  antioksidanlar, ¢esitli  halka
stibstitiisyonlarina sahip mono veya polihidroksi fenollerdir. Fenoldeki hidroksil
grubuna gore orto ve para konumuna elektron veren gruplarin siibstitiisyonundan
olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan aktivitesini arttirir. Fenolik antioksidanlar,
hidroksil grubunun elektron yogunlugunu arttirarak onun reaktifligini azaltir.
Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya biitil gruplarin siibstitiisyonu,

antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik engelleme nedeniyle para
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pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarinin varligi antioksidan
etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarinin siibstitiisyonlari
kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini arttirirlar ve

antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar (Reische vd.,

2002).

Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol, biitillenmis
hidroksitoluen, propil gallat ve t-biitil hidrokinon verilebilir (Sekil 2.8.). Tokoferoller
ve karotenoitler dogal kaynakli birincil antioksidanlardir (Reische vd., 2002).

OH OH )\
/ HO . _OH
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P ~
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat

Sl
il
—

~F HiC R VN N
OH
t-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2.8. Birincil Antioksidanlar

2.5.1.2. Ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok cesitli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizin1 yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. Ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin

aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,
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EDTA ve p-karoten ikincil antioksidanlara ornek olarak verilebilir (Sekil 2.9.)
(Reischevd., 2002).

Ikincil antioksidanlar en ©6nemli etki mekanizmalarma goére baslica ii¢ gruba

ayrilabilirler (Reische vd., 2002).

a) Kelat Yapicalar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),

tartarik asit.

b) Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,

eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (B-Karoten, likopen ve lutein).

N HOllnn
HO
O OH
HO

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

IS N N " N i NN

S-Karoten (A vitamini)

Sekil 2.9. ikincil Antioksidanlar

2.6. Fenolik Bilesikler

Kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bazi akut ve kronik klinik
diizensizliklerin sebeplerinde ve ilerleyisinde oksidatif ve nitrosatif etkilerin varligi,
dogal antioksidanlarin profilaktik ajanlar olarak saglik kazanimlar1 saglayabilecegi

gorliniisiinli ortaya ¢ikarmistir. Oksidasyon hasarini azaltan muhtemelen koruyucu
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ajanlar olarak disiintildiiklerinde, bu antioksidanlar i¢ savunma sistemine yardimci

olabilir (Ferreira vd., 2010).

Fenolik bilesikler, besleyici degerleri olmadig1 halde 6zel saglik etkilerine sahiptirler.
Diyetimizde, hidrojen verme ve tekli oksijenin etkisini bastirma seklinde ortaya
cikan indirgeme yeteneklerine bagli olarak, kronik hastalik riskini azaltarak
saglhigimiza katki yapabilirler. Ayrica fenolik bilesiklerin antioksidan ozellikleri,
bitkilerde biyolojik sistemlerin antioksidatif savunma mekanizmalarinda oldugu gibi,

gida iirlinlerinin dayanikliliklarinda da énemli bir rol oynar.

Tedevi edici tablet ve gidalardaki fenolik maddeler, bitki biinyelerinde fenil
alaninden veya bazi bitkilerde tirozinden tiireyen sekonder metabolitlerin ana
siiflarindandir. Kimyasal olarak fenolikler, bir veya daha fazla hidroksil grubu
tagiyan, aromatik halkaya sahip bilesikler ve bunlarin fonksiyonel tiirevleri olarak
tanimlanir. Hayvan dokularindaki ve bitki olmayan malzemelerdeki varliklari,

genellikle bitkisel gidalarin sindirimlerine baglidir (Shahidi, 2000; Shahidi, 2002).

Fenolik bilesikler bocek ve hayvan zararlarina karst bitkiyi korurlar. Yapisal olarak
biiyilik farkliliklarindan dolayi bitkilerde ve bunlardan elde edilen {iriinlerde binlerce
farkli fenolik bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesikler bitki kokenli pek ¢cok gidanin
tat ve aromasina katkida bulunabilirler. Fenolik bilesikler dogal antioksidan madde
ozelligi de gostermektedirler. Serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonlar
durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp hastalig1 ve akciger hastaliklar1 gibi pek
cok hastaligin olusumuna engel olurlar. Flavonoidlerin genis bir grubu gidalarin
renginden sorumludur. Flavonoidler arasinda bulunan antosiyaninler dogal renk
maddeleri olup sebzeler, meyveler, meyve sular1 ve saraplarin, pembe, kirmizi, mavi
ve mor renklerinden sorumludurlar (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Saldamli, 2007;
Nizamoglu ve Nas, 2010).

Bitkilerin ikincil metabolizma iiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde
en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giinlimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tanimlanmistir. Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan fenolik bilesikler
eklenmektedir. Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak, dal
ve govdelerinde bulunabilirler. Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler
olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel ¢caylarin, meyve ve sebzelerin

dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin bir kism1
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meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda etkilidirler. Bir kismi ise meyve ve
sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olusmasini
saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik esmerlesme gibi
degisik sorunlara da neden olmaktadirlar. Bu oOzellikler meyve ve sebzeler ile
bunlardan elde edilen iriinler igin son derece Onemlidir (Kafkas vd., 2006,
Cemeroglu, 2004; Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Coskun, 2006; Aydin ve Ustiin,
2007; Giingor, 2007).

Meyveler, ozellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal
etkilerine bagl olarak saglik {izerinde olumlu etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida
olarak degerlendirilmektedir. Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi agisindan
olumlu etkileri nedeniyle “biyoflavonoid” adi da verilmektedir. Baz1 kaynaklarda P
faktorii (permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadir

(Pehluvan ve Giileryiiz, 2004; Saldamli, 2007; Cemeroglu 2004).

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan sagligi agisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bir¢ok agidan Onem tasimaktadirlar

(Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Nizamoglu ve Nas, 2010).

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler (hidroksibenzoik
asitler ve hidroksisinnamik asitler) ve flavonoidler (antosiyanidinler, flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, katekinler ve izoflavonoidler) olmak tizere iki gruba ayrilirlar

(Cemreoglu, 2004).

2.6.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, hidrosisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki
grupta incelenir. Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Karboksil
gruplart karbohidratlar, glikozidler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona
girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar.
Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagl hidroksil gruplart da ¢ok aktif olup, sekerlerle

birleserek glikozitleri olustururlar.
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2.6.1.1. Hidroksisinnamik asitler

Hidroksisisinnamik asitler C6-C3-fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan hidroksil grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok
yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir.

Bitkilerde biiylik bir kismi1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar.

Hidroksisinnamik asitlerin ancak ¢ok az miktari serbest halde bulunurlar. Cogunlukla
asit tiirevleri halindedirler. Hidroksisinnamik asitin esterleri de gidalarda ¢ok
yaygindir. Hidroksisinnamik asit glikozidleri ve amidleri bir¢ok bitki bilinyesinde

bulunmaktadir (Balasunduram vd., 2006).

2.6.1.2. Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler bitkisel gidalarin yapisinda genellikle eser miktarda bulunur.
Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik

ve vanilik asit gibi asitler sayilabilir.

2.6.2. Flavonoidler

Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15
karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadirlar. Flavonoidlerin
yapisindaki OH gruplari, reaktif oOzelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir.
Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli
flavonoid bilinmektedir. Flavonoidler yapisal olarak sekiz gruba ayrilirlar (Bilaloglu

ve Harmandar 1999; Nizamoglu ve Nas, 2010).

2.6.2.1. Flavonlar

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak rastlanan bir sinifidir. Bu
bilesiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3 atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi
karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-dehidro tiirevleridir. Bitkilerde hem
serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Flavonlarin basit iiyeleri,
aromatik halkalarda hidroksil veya metoksi gruplari igeren tiirevleridir. Yapilarinda

yalniz oksijen fonksiyonu igermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya
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O-substitue flavonlar da denir. Flavonlar yapilarinda bulunan, O-substitlientlerin
sayisina bagl olarak gruplandirilmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar 1999; Nizamoglu

ve Nas, 2010).

2.6.1.2. Flavonoller

Flavoneller, C halkasinin en fazla yiikseltgendigi flavonoidler sinifidir. Bunlar, C-3
pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzo-y-piran g¢ekirdegini igerirler. Bu
nedenle, flavonollere  3-hidroksiflavonlar da denilmektedir.  Flavonoller,

flavonoidlerin bitkilerde en ¢ok bulunan ve yapi ¢esidi en fazla olan siifidir.

Flavonoller, kristal veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi agik sar1 veya sari
renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gore daha
dayaniksizdirlar. Flavonoller de, flavonlar gibi, yapilarinda bulunan hidroksi veya
metoksi gruplarmin sayisia bagli olarak gruplandirabilirler. Flavonol grubu
bilesikler gidalarda yaygin olarak glikozid formunda bulunmaktadir. Bunlarin

baslicalari, kaemferol, kuersetin ve mirisetin’dir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

2.6.1.3. Flavanonlar

Flavanonlarin ¢ekirdek yapisim1 dayaniksiz dihidro-y-piron halkasi olusturur. Bu
nedenle flavanonlar baz veya asit etkisiyle kolayca pargalanarak uygun halkonlara
dontisiirler. Flavanon yapisinda bir asimetrik karbon atomu bulundugundan, iki optik
izomer ya da rasem karisim halinde bulunurlar. Bitkilerde genellikle sola g¢eviren

flavanon izomerleri ile karsilasilir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Flavanonlar da dogada genellikle glikozid formda bulunurlar. Flavanon glikozidleri
turuncgil meyvelerinde ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Ornegin; naringin, hesperidin,

naringenin gibi. Naringin turunggil sularina acimsi bir lezzet verir (Cemreoglu,

2004).

2.6.1.4. Flavanoller (Katekinler)

Hemen her meyvede bulunan katekinler, flavonoid biyosentezinde ara iiriin olarak

yer alirlar. Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu olustururlar.
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Katekinler, C3 atomuna bir OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol
olarak adlandirilirlar. Katekinlerin yapilarinda iki asimetrik karbon atomu
bulundugundan dort izomerleri bulunmaktadir. Katekinler, hem kimyasal hem de
enzimatik olarak havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerler. Reaksiyon

sonucunda kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar (Shahidi ve Naczk,
1995).

2.6.1.5. Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit yapmis olarak bulunurlar ve
antosiyanin adini alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor
tondaki c¢esitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir. Pek
cok meyve ve sebzede yaygin olarak bulunurlar. Antosiyaninler baglanan sekerlere
ve baglanma pozisyonuna gore adlandirilirlar. Antosiyaninler bir aglikon
(antosiyanidin), seker ve bazen fenolik ve mindr organik asitlerden olusur. Seker
kismi1 genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan meydana gelir (Bilaloglu ve

Harmandar, 1999; Shahidi ve Naczk, 1995).

Bitki dokularinda bulunan antosiyaninler; bitkinin genetik mirasina, biiylimesi
sirasindaki  cevresel faktorlere, bitkinin magruz kaldigr stres kosullarina,
kullanilabilir su miktarina ve topraktaki mineral ve organik bilesiklerin varlig1 ve
miktarina bagli olarak farkli konsantrasyonlarda sentezlenmektedirler. Ayrica
yetisme yili ile olgunluk derecesi ve hasat sonrasi depolama siiresi ve sicakligi da

yapidaki antosiyanin miktari tizerine etkilidir (MacDougall, 2002).
2.6.1.6. Izoflavonoidler

[zoflavonoidler biyogenetik bakimdan flavonoidlerle yakin iliskilidir. Bu bilesikler
1,2-difenilpropan iskeleti igerirler. 1,2-difenilpropan yapisindaki propan zincirinin
uctaki karbon atomu, oksijen atomu iizerinden, A aromatik halkasina yatkindir

(Bilaloglu ve Harmandar 1999).
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2.6.1.7. Neoflavonoidler

Neoflavonoidler yapisal ve biyogenetik bakimdan flavonoid ve izoflavonoidlerle
yakindan ilgilidirler ve bunlarin izomerik bir sinifi olarak bilinirler. Neoflavonoidler
1,1-difenilpropan tiirevleridir. Neoflavonidlerin kiigiik bir grubunun ¢ekirdek iskeleti
1,1-difenilpropan yapisina olefinik bag takilmasindan olusan 1-fenilallilbenzen
yapisindadir. Neoflavonoidlerin ¢ogunlugu 1,1-difenilpropan yapisindaki propan
zincirinin uctaki karbon atomunun, oksijen kopriisii iizerinden A halkasiyla
olusturduklar ii¢ halkali 4-fenilkroman iskeletini igerirler (Bilaloglu ve Harmandar

1999).

2.6.1.8. Flavonoid glikozitler

Flavonoid glikozitler, aglikon molekiiliiniin farkli pozisyonlarina bir veya birkag
seker kalintisinin baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Flavonoid glikozitler, seker
kalintisinin aglikon molekiiliine baglanma 6zelligine gére O- ve C-glikozitler olarak
iki gruba ayrilirlar. Flavonoid O-glikozitler seker veya sekerlerin, aglikonun fenolik
veya alkolik hidroksil grubuna, hemiasetal bag araciligi ile baglanmasindan olusan
bilesiklerdir. C-glikozitler ise seker biriminin C-1 atomu iizerinden, karbon karbon
bagi ile flavonoid molekiiliine dogrudan baglanmasinda olusurlar. O-glikozitler

dogada C-glikozitlere gore daha yaygindir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

2.7. Vitaminler

Vitaminler beslenmede Onemli rol oynayan gidalarin mindr bilesikleridir. Cogu
vitamin bazi isleme ve depolama sartlarinda kararsizdir. Bugiin vitamin sinifina giren
maddelerin birgogu amin yapisinda olmamasina ragmen, bu isim kullanilmaktadir.
Vitaminlerin diger organik besin maddelerinden farki, doku yapisina girmemeleri ve
organizmaya enerji saglamamalaridir. Vitaminler bazi organizmalar tarafindan
yapilamaz, dolayisiyla disaridan diyetle alinmasi gereken (eksojen veya esansiyel)

maddelerdir.

Vitaminler suda ¢oziinenler veya yagda ¢oziinenler olarak iki biiylik sinifa ayrilir

(Cizelge 2.4.). Suda ¢oziinen vitaminler; B grubu vitaminleri ve C vitaminidir. C
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vitamini hari¢ biitiin suda ¢6ziinen vitaminlerin koenzim fonksiyonlar1 vardir. Yagda
¢cozlinen vitaminler ise A, D, E ve K vitaminleridir. Bu vitaminleri hayvanlar
beslenme yoluyla disaridan temin edebilmektedirler (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).
Vitamin eksikliklerinin ciddi hastaliklara sebep oldugu fark edilmistir. Ancak aymi

zamanda oOzellikle yagda ¢oziinen vitaminlerin asirt dozda alinmasi, ciddi toksik

etkilere de neden olmaktadir (deMan, 1999).

Cizelge 2.4. Vitaminler ve Fonksiyonlar:

Vitamin tipi ve Koenzim veya aktif formu Fonksiyonu
adi
_ SUDA
COZUNENLER
Tiamin Tiamin pirofosfat (TPP) Aldehit grubu tagmmasi
Riboflavin Flavin mononiikleotid (FMN) Hidrojen atomu (elektron) tasinmasi
Flavin adenin diniikleotid Hidrojen atomu (elektron) tasinmasi
(FAD)
Nikotinamid Nikotinamid adenin diniikleotid Hidrojen atomu (elektron) taginmasi
(NADY)
Nikotinamid adenin diniikleotid Hidrojen atomu (elektron) tasinmasi
fosfat (NADP™)

Pantotenik asit

Koenzim A (CoA)

Acil grubu taginmasi

Piridoksin Piridoksal fosfat Amino grubu taginmast
Biyotin Biyositin Karboksil grubu taginmasi

Folik asit Tetrahidrofolat Ci-gruplarinin taginmast
Vitamin Bi, Koenzim B Hidrojen atomlarinin 1,2-kaymasi

Lipoik asit Lipoillisin Hidrojen atomu ve agil grubu taginmasi
Askorbik asit - Hidroksilasyonlarda kofaktor
_VAGDA

COZUNENLER

A vitamini 11-cis-Retinal Gorme sikliisi

D vitamini 1,25-dihidroksikelo-kalsiferol Kalsiyum ve fosfat metabolizmasi

E vitamini - Antioksidan

K vitamini - Protrombin biyosentezi

2.7.1. Suda Coziinen Vitaminler

2.7.1.1. Thiamin (B: Vitamini)

Tiamin, ¢ogu omurgalilar ve bazi mikroorganizmalar i¢in zorunlu olan bir
vitamindir. Tiamin, bir metilen grubu ilizerinden substitiie bir tiyazol halkasinin bir
substitiie pirimidine baglanmas: ile meydana gelmistir. Hiicrelerde biiyiikk oranda

aktif koenzim formu olan tiamin pirofosfat (TPP) halinde bulunur.
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Tiamin pirofosfat, metabolizmanin iki tip reaksiyonunda koenzim rolii oynar; (1) a-
keto asitlerin dekarboksilasyonu ve (2) a-keto cisimlerinin olusumu veya yikiminda.
Bu reaksiyonlarda TPP, tiyazol halkasina kovalent ve aktiflesmis halde bagladig:
aldehit gruplarinin uzaklastirilmasi ve/veya tasinmasi fonksiyonunu goriir. Bu esnada

+2 ¢

koenzim kofaktor olarak Mg™ ‘a ihtiyac gosterir.

Tiamin pirofosfatin a-keto asitlerinin dekarboksilasyonunda oynadigi roliinii, piruvik
asidin asetaldehide donlisme reaksiyonu 6rnegi ile agiklayalim: Tiyazol halkasinin 2
pozisyonundaki hidrojeni bir karbanyonun olusumuyla iyonlasir. Karbanyon iyonu,
piruvatin karbonil karbon atomuyla reaksiyona girer ve COz2 ¢ikisiyla birlikte tiyazol
halkasinin hidroksietil tiirevine doniisiir. Bu hidroksietil grubu ya asetaldehide

dontisecek sekilde hidroliz olur veya okside olarak bir agil grubuna cevriler.

Tiamin en c¢ok bira mayasinda ve bugday, piring, arpa gibi tahillarin kabugunda
bulunur. Bundan bagka fasulye, bezelye, ceviz vb.” de beslenme bakimindan yeter

miktarda vardir (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.1.2. Riboflavin (B2 Vitamini)

B vitamini ilk defa siitten elde edildigi icin laktoflavin adin1 da alir. Biitiin bitkiler
ve bircok mikroorganizmalar tarafindan sentezlebildigi halde hayvanlarca

sentezlenemez.

Riboflavin bir izoalloksazin tirevidir. 10 nolu azota, ribozun indirgenmesiyle

meydana gelen ribitol takilidir.

Riboflavinin ribitol grubunun 5’-karbon atomuna ester bagiyla fosfat baglanmasi
sonucu flavin mononiikleotid (FMN), buna da adenilat (AMP) takilmasiyla
(adenilasyon) flavin adenin diniikleotid (FAD) meydana gelir. Flavinniikleotidler,
flavoproteinler veya flavoenzimler olarak bilinen redoks enzimlerinin prostetik
gruplaridirlar. Bu enzimler piruvatin, yag asitlerinin, amino asitlerin oksidatif
yikimma ve elektron tasinma olayma katilirlar. Cogu flavoenzimlerde
flavinniikleotidi proteine kovalent olmayan, fakat siki bir sekilde baglanir. Siiksinat
dehidrogenazda farkli olarak, FAD, proteine bir histidin {izerinden kovalent baglidir.
Baz1 flavoproteinler, ek kofaktor olarak, bir veya daha fazla metal iyonu ihtiva eder.

FMN ve FAD, koenzimi olduklar1 enzimin katalitik etkisi sirasinda, izoalloksazin
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halkasiin doniisiimlii bir indirgenmesine maruz kalir. Bu niikleotidlerin indirgenmis

halleri FMNH: ve FADH> seklinde gosterilir.

Besin maddelerinin oksidasyonunda bazi dehidrogenazlarin koenzimi olarak rol alan
FAD, FADH2’ye doniisiir ve FADH2 de elektronlarin1 solunum zincirine aktararak
ATP sentezlenmesini saglar. FADH2 enzime siki bagli oldugundan, elektronlarini
mitokondri i¢ membraninda bulunan solunum zincirine (elektron transport sistemi,
ETS) iletebilmesi, bu enzimlerin de mitokondri i¢ membram {izerinde ve solunum

zincirinin bitigiginde yer almasiyla miimkiindiir.

Farkli flavoproteinlerin okside sekilleri oldukg¢a renklidirler. Goriiniir bolgede
kuvvetli absorbsiyon bantlarindan dolayr karakteristik sari, kirmizi veya yesil
renkleri sahiptirler. Indirgenmeyle flavoproteinler renksizlesir; bu degisiklikten

yararlanarak bu enzimlerin aktivite dl¢iimleri gergeklestirilir.

Riboflavin, en ¢ok siit, bira ve ekmek mayasi, karaciger, 1spanak, kuru fasulye, balik

ve yumurtada bulunur (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.1.7.3. Nikotinamid (B3 Vitamini)

Niasinamid ad1 da verilen B3 vitamininin diger ad1 PP vitaminidir. Bu ad pellegra adi
verilen bir hastalig1 6nlemesi sebebiyle “pellegra preventive”den bas harfleri alinarak
verilmistir. Nikotinik asidin de vitamin etkisi vardir; organizmada nikotinamid de

nikotinik aside ¢evrilebilir.

Bitkiler ve ¢ogu hayvanlarda nikotinik asit, degisik yollarla 6zellikle triptofandan
sentezlenir. Hayvanlar triptofanca zengin proteinlerle beslenirlerse nikotinik asit

eksikligi goriilmez.

Nikotinamid ihtiva eden baslica iki koenzim vardir: Nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP*). Her iki koenzimpiridin
koenzimi veya piridin niikleotidi olarak da adlandirilir. NADP*’da NAD""den farkl
olarak, adenine bagl riboz biriminin 2’-hidroksil grubu fosfat ile ester yapmis
haldedir.

NADP* ve NAD", piridine bagimli dehidrogenaz enzimlerinin koenzimi olarak
fonksiyon goriir. Bu koenzimler enzim molekiiliine nispeten gevsek baglidir. Substrat

molekiillerinde hidrojen atomlarinin uzaklastirilmasi sirasinda elektron alicisi roliinii
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oynarlar. Bu reaksiyonlarda substrat {izerindeki hidrojen atomlarindan birisi
dogrudan koenzimin okside seklinin nikotinamid kismma (NAD* ve NADP"’ye)
aktarilirken, digeri de H* iyonu halinde ¢ozeltiye gecer. Yani, bu koenzimler 1 tane

H* ve 2 tane de elektron bagladigindan, bir H™ (hidriir) iyonu baglamis olur.

Genellikle piridine bagimli dehidrogenazlar ya NAD" veya NADP" i¢in spesifiktir;
bununla birlikte glutamat dehidrogenaz gibi bazilar1 ise her iki koenzimle de
caligabilir. NADPH tamamen indirgeyici biyosentez olaylarinda gorev alirken, bunu
koenzim olarak kullanan enzimlere ‘rediiktazlar’ denir. NADH ise elektronlarini
solunum zincirine aktarir ve ATP sentezini saglar. Biyosentez olaylarinin biiyiik
boliimii sitoplazmada ve ER membraninin sitoplazmaya bakan yiizeyinde
gercgeklestirildiginden, NADP™li enzimler daha ¢ok sitoplazmada, NAD™li
dehidrogenazlar ise ¢cok defa mitokondri matriksinde yer alir. Piridin niikleotidli
dehidrogenazla Kkatalizlenen reaksiyonlar genelde doniisiimlidir. NAD* ve
NADP*’nin indirgenmis formlar1 340 nm de maksimum absorbsiyon gosterir ve bu
ozelliklerinden piridin niikleotide bagimli reaksiyonlarin gerceklesme derecesini

takip etmede yararlanilir.

B3 vitamini en ¢ok ette ve 6zellikle karacigerde bulunur. Bundan bagka bira mayasi,
yesil sebzeler, cay, kahve, ceviz, findik, bugday, ¢avdar, baklagiller de bu vitamin
i¢in 1yi bir kaynaktir (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.1.7.4. Pantotenik Asit (Bs Vitamini)

Bir B-alanin tiirevi olan pantotenik asit, 2,4-hidroksi-3,3-dimetil biitirik asit olan
pantotenik asidin karboksil grubuyla PB-alaninin amino grubunun amid bag: ile
baglanmasindan meydana gelmistir. Bitkiler ve ¢ogu mikroorganizmalar tarafindan

sentezlenen pantotenik asit, omurgalilar i¢in de mutlak esansiyel bir vitamindir.

Insan ve hayvan organizmasinda pantotenik asidin énemi, koenzim A (COA)’nin
yapisinda bulunmasindan ileri gelir. Koenzim A baslica {i¢ birimden olusmustur: -
merkaptoetilamin, pantotenik asit ve ribozom 3’-hidroksil grubu fosforillenmis ADP.
Aktif kismi ugtaki siilfidril (tiyol,-SH) grubudur. Koenzim A agil grubu tasiyicisi
olarak su enzimatik reaksiyonlara istirak eder; yag asitlerinin oksidasyonu, yag
asitlerinin sentezi, piruvatin oksidasyonu ve biyolojik acilleme reaksiyonlari. CoA’ya

acil grubu olarak en fazla baglanan asetil grubudur.
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Asetil CoA ¢ok negatif bir hidroliz AG® degerine sahiptir. Diger bir deyisle, asetil
CoA’nin asetil grubu transfer potansiyeli yliksektir. ATP, aktiflesmis fosfat tasiyicisi
oldugu gibi, CoA da aktiflesmis acil ve asetil gruplar tasiyicisidir. Agilleme ve

asetilleme reaksiyonlarinda gerekli olan enerji tiyoester baginin hidroliziyle saglanir.

Pantotenik asit, karaciger, bobrek, yumurta, bira mayasi, bezelye, kuru fasulye,
stizme bal, karnabahar ve lahanada ¢ok miktarda mevcuttur (Keha ve Kiihrevioglu,

2012).

2.7.1.5. Piridoksin (Be vitamini)

2-Metil-3-hidroksi-4,5-hidroksimetil piridin yapisinda olan piridoksin (piridoksol),
biyolojik olarak piridoksal ve pridoksamine doniisebilir. Bs Vvitamininin aktif

koenzimleri de piridoksal fosfat ve piridoksamin fosfattir.

Piridoksin koenzimleri ¢ok yonlii fonksiyona sahiptirler ve ¢ok ¢esitli enzimatik
reaksiyonlara katilirlar. Piridoksal fosfatin zorunlu koenzim olarak katildig1 genel bir
enzimatik reaksiyon tipi transaminasyondur; bu reaksiyon tipinde bir amino asidin a-
amino grubu bir a-keto asidin o-karbon atomuna tasinir. Bu gibi reaksiyonlar
katalizleyen enzimler transaminazlar veya aminotransferazlar olarak adlandirilir.
Transaminasyon reaksiyonlarinda, bir amino asidin a-amino grubuyla enzim baglh
piridoksal fosfat arasinda bir Schiff bazi olusur. Daha sonra bu amino grubu amino
asitten ayrilir ve bir a-keto asit ortaya c¢ikar. Meydana gelen enzime bagh
piridoksamin fosfat, bir baska a-keto asidiyle reaksiyona girer; sonugta yeni bir

amino asit ve piridoksal fosfat enzim kompleksi olusur.

Piridoksal fosfatin transaminasyon reaksiyonlar1 disinda amino asitlerin ara
metabolizmasinin su reaksiyonlarinda da koenzim rolii vardir: a-amino asitlerin
dekarboksilasyonu, molekiilden H2O ve H2S’in uzaklagtirilmas1 ve rasemizasyon.
Yine glisin ve serinin birbirine doniismesinde koenzim olarak etki eden

tetrahidrofolik asitle beraber piridoksal fosfata da ihtiyag vardir.

Be vitamini en ¢ok maya, piring kabuklari, yumurta sarisi, tahil ve sebzelerde ve daha

az miktarda karaciger, bobrek, balik ve siitte bulunur (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).
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2.7.1.6. Biyotin

Biyotine H vitamini veya koenzim R de denir. Biyotin, birbiriyle kondanse olmus bir
imidazol ile bir tiyofen halkasindan ve tiyofen halkasina bagl bir valerik asitten

ibarettir.

Biyotin, CO2’nin enzimatik taginmasinda rol alan ve ayrica [-keto asitleri
dekarboksile eden enzimlerde kovalent bagli bir prostetik grup olarak bulunur.
Mesela, biyotin propiyonil CoA karboksilaza enzimin yapisindaki spesifik bir lisinin
g-amino grubuna amid bagiyla baglanir. Bu bilesik biyotinlisin veya biyositin olarak
adlandirilir. Propiyanil CoA karboksilaz, asetil CoA karboksilaz gibi belirli
karboksilleyici enzimlerde biyotin, CO2’in tasiyicisi roliinii oynar; bu esnada ¢ok

dayaniksiz olan karboksi biyotin halinde bulunur.

Biyotin en ¢ok yumurta sarisinda, karacigerde, siitte, bobrekte ve mayada bulunur.
Cig yumurta yendigi zaman organizma biyotinden yararlanamaz. Ciinkii yumurta
beyazinda bulunan avidin adi verilen glikoprotein, biyotinle birleserek sindirilmeyen
bir kompleks meydana getirir ve diski ile atilir. Pigsmis yumurtada avidin denatiire

olur ve biyotini baglayamaz ve etki de ortadan kalkar (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.1.7. Folik Asit (B1o veya B11 Vitamini)

Folik asit, ilk olarak 1spanakta bulunmus olup, bitkilerde oldukc¢a yaygindir.
Bagirsaklardaki  mikroorganizmalar tarafindan da sentezlenir. Memelilerce
sentezlenemezler; eksikliginde lireme zayiflig1 ve aneminin (kansizlik) farkl sekilleri
olusur. Folik asit ii¢ cesit yap1 tasindan olusur: Substitiie bir pteridin, p-
aminobenzoik asit ve glutamik asit. Folik asit, pteroilglutamik asit olarak da
adlandirilir. Bazen glutamik asidin y-karboksil grubu iizerinden bir veya daha ¢ok
sayida glutamik asit baghdir. Folik asidin tiirevi tetrahidrofolik asittir (FH4 veya
THF); bu ise folik asidin 5,6,7 ve 8 nolu atomlarinin hidrojenasyonuyla meydana
gelir. Besinlerde bulunan folik asit organizmada tetrahidrofobik aside doniisebilir.
Tetrahidrofolik asit, bir karbonlu birimlerin tasinmasi reaksiyonlarinda koenzim

olarak gorev yapar.

Tetrahidrofolat tarafindan tasinan bir karbonlu birimler, 5 veya 10 nolu azot atomu

veya her ikisine birden baglanirlar. S6z konusu birimler {i¢ oksidasyon durumuna
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sahip olabilirler. En ¢ok yiikseltgenmis bir karbon birimi olan CO2’in ise biyotin

tarafindan tagindig1 yukarida anlatilmistir.

Cizelge 2.5. THF tarafindan tasinan bir karbonlu birimler

Oksidasyon derecesi Grup

En ¢ok indirgenmis -CH3s, metil

Az indirgenmig -CH>-, metilen

En cok yiikseltgenmis -CHO, formil
-CH=NH, formimino
-CH=, metenil

Cizelge 2.5.’de siralanan bir karbonlu birimler birbirlerine gevrilebilirler. Ornegin;
N5, N10-metilentetrahidrofolat, N5-metiltetrahidrofolata indirgenebilirken, N5, N10-
meteniltetrahidrofolata da yiikseltgenebilir ve bu da ayn1 oksidasyon bassamagindaki
N5- formiminotetrahidrofolat ve N10- formiltetrahidrofolata ¢evrilebilir. N10-

formiltetrahidrofolat ayn1 zamanda format ve ATP’den de sentezlenir.

Metabolizma olaylarinda en 6nde gelen bir karbonlu birim kaynagi serin olup, bu
birim glisine doniigiirken verir. Tetrahidrofolat tlirevlerinin katildig1 reaksiyonlara
ornek olarak pirin halkasinin sentezi, metiyoninden homosisteinin olusumu
reaksiyonlarini verebiliriz. Folik asit, en ¢ok yesil yapraklarda ve karacigerde

bulunur (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).
2.7.1.8. Lipoik Asit

Bitkilerin ¢ogunda ve tiroid harig biitiin hayvansal dokularda bulunan lipoik asit, 1,2-
ditiolen-3-valerik asit kimyasal yapisindadir ve iki sekilde mevcuttur: Siklik bir
disiilfit yapida olan lipoik asit ve 6 ile 8 pozisyonlarinda birer siilhidril grubu tasiyan
indirgenmis acik zincirli dihidrolipoik asit. Redoks reaksiyonlariyla bu iki sekil

birbirine doniisebilir.

Lipoik asit, piruvat ve diger o-keto asitlerinin oksidatif dekarboksilayonunda
koenzimlerden biri olarak etki eder; bu kompleks reaksiyonlara bir¢ok koenzim
katilir. Piruvat, dnce karboksil grubunu kaybeder ve enzime bagli tiaminpirofosfatin
hidroksieril tiirevi olusur. Son olarak dihidrolipoil transasetilaz enzimine bagl lipoik
asittle reaksiyon olur; bu sirada elektronlar ve agil grubu tasinarak 6-asetil

dihidrolipoik asit olusur. Daha sonra lipoik asit rejenere olur; agil grubu koenzim A
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izerine tasmir ve tiyol gruplari elektron transferiyle tekrar okside olarak siklik
yapida lipoik asit meydana gelir. Lipoik asit, dihidrolipoil transasetilaz tizerindeki
spesifik bir lisinin g-amino grubuyla bir amid bagiyla baglanir; bu lipoamid olarak

adlandirilir (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.1.9. Kobalamin (B12 Vitamini)

Siyanokobalamin olarak adlandirilan B, vitamini iki kisimdan ibarettir. Bunlardan
birisi, hemoglobinin porfirin halka sistemine benzeyen korrin halka sistemidir; hem
grubundan farkli olarak dort pirol halkasindan ikisi birbirine metenil kopriisii
olmaksizin dogrudan baglidir. Halka sisteminin i¢inde merkezi pozisyonda bulunan
kobalt atomu, dort pirrol halkasinin azot atomlarindan birindeki hidrojenin yerine
geemis ve diger lic azot atomu ile koordine kovalent bag meydana getirmistir. Bi2
vitamininin ikinci bileseni, D-riboza a-N-glikozid bagiyla baglanmis 5,6-dimetil
benzimidazol bazidir. Bu diger niikleotidlerde karsilagilanlardan farkli olarak o-N-
glikozid yapidadir. Riboniikleotid, diger azot atomuyla kobalt atomuna bir
koordinasyon bagi ile, 3’-fosfat grubu ile de korrin halkasinin yan zincirine bir ester
bagiyla baglanir. Kobalt atomunun altinci koordinasyon yerinde bir siyaniir iyonu
baglanmissa, siyanokobalamin admi alir. Siyaniir iyonu yerine nitrit, siilfit ve
hidroksit iyonlu benzer kompleksler de bilinmektedir. Koenzim Bi» de siyaniir
ligand1 yerine 5’-deoksiadenozil grubu ge¢mistir. Bu bilesikte 5°-deoksiadenozil
grubunun C-5 atomu merkezdeki kobalt atomuna kovalent bir bag ile baghdir. B2
vitamininin diger bir sekli olan pseudovitamin Bip, riboniikleotidinde 5,6-

dimetilbenzimidazol yerine adenin ihtiva eder.

Hayvanlar ve bitkiler Bi» vitaminini kendileri sentezleyemez, ancak belirli
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Besinlerde bulunan Biz vitamini, mide
6zsuyunda bulunan “intrinsik faktor” adi verilen spesifik bir glikoprotein tarafindan
baglanir ve ince bagirsaktan emilir; daha sonra transkobalamin proteinince

baglanarak dokulara taginir.

Koenzim Bi2, degisik enzimlerin etkileri i¢in gereklidir. Koenzim Bi2’nin katildig
enzimatik reaksiyonlarda, substrat molekiiliiniin bir karbon atomuna bagli bir
hidrojen atomunun komsu karbona 1,2-kaymas1 gozlenir; ayn1 zamanda, hidroksil,

amino, alkil veya karboksil grubu gibi bir diger farkli olarak 2,1-kaymasi1 gosterir.
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B12 vitamininin katildig1 ikinci sinif bir simif enzimatik reaksiyonlarda koenzim,
kobalt atomunun 6. koordinasyon pozisyonunda 5’-deoksiadenozil grubu yerine bir
metil grubu ihtiva eden metilkobalamindir. Bu reaksiyonlarda metilkobalamin, N°-
metiltetrahidrofolat ile birlikte bir metil grubunun belirli akseptér molekiillere
taginmasinda tastyici rolii oynar. Bu akseptor molekiillerinin basinda metiyonine

doniisen homosistein gelir.

B12 vitamini etkisinin gosteren maddelere en ¢ok akciger ve bobrekte olmak iizere et,

siit, yumurta ve balikta bulunur (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).
2.7.1.10. C Vitamini

C vitamini askorbik asit olarak da adlandirilir. Yap1 itibariyle en basit vitaminlerden
biridir. Bir seker asidinin laktonundan ibarettir. Birgok hayvan ve bitki askorbik asidi
glukozdan ve diger basit 6n basamaklardan sentezleyebilir. Mikroorganizmalarda

askorbik asit yoktur. Insan dahil baz1 omurgalilar igin esensiyaldir.

Askorbik asit, kolayca hidrojen atomu veren ve bu sirada dehidroaskorbik aside
doniisen kuvvetli bir indirgeyici ajan, yani, antioksidandir. Dehidroaskorbik asit de
vitamin etkisine sahiptir. Bu aktivite, dehidroaskorbik asidin lakton halkasinin
diketogulonik aside hidroliziyle kaybolur. Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit

biiyiik 6l¢iide etkisini kaybeder.

Diger suda ¢oziinen vitaminlerle karsilastirildiginda, askorbik asit hayvansal ve
bitkisel dokularda oldukga yiiksek konsantrasyonlarda mevcuttur. insan kan plazmasi
100 ml’de 1 mg kadar askorbik asit ihtiva eder. Narenciye ve domates askorbik

asit¢e oldukga zengindir.

Dokularda askorbik asit konsantrasyonu nispeten fazla olmasina ve nispeten basit
yapisina ragmen, vitamin olarak esas 6nemi heniiz bilinmemektedir. Kofaktor olarak,
prolinin  hidroksiproline  enzimatik  hidroksilasyonu  gibi  hidroksilasyon
reaksiyonlaria katilir; bununla birlikte bu reaksiyonlar icin hicbir spesifitesi yoktur

ve antiskorbit 6zellikte olmayan diger indirgeyici bilesikler de yerini tutabilir.

C vitamini kilcal damar duvarlarinin gegirgenligini azaltir. Eksikliginde deride

kanamalar meydana gelir; devam ederse skorbit adi verilen bir eksiklik hastaligi
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meydana gelir. Bu hastalikta dis etlerinde siddetli kanamalar olur (Keha ve
Kiihrevioglu, 2012).

2.7.2. Yagda Coziinen Vitaminler

Yagda c¢oOzlinen vitaminler A, D, E ve K vitaminlerinin hepsi de izopren
birimlerinden meydana gelmislerdir. Uzerlerinde ¢ok yogun arastirmalar yapilmasina
ve insan besininde ¢ok yaygin bulunmasina ragmen, spesifik biyolojik fonksiyonlar1
hakkinda suda ¢6ziinen vitaminlere gore daha az sey bilinmektedir. Simdiye kadar
yagda c¢oOziinen vitaminlerin higbirisi i¢in spesifik bir koenzim fonksiyonu
bulunmamistir ve sadece A ve D vitaminlerinin etkisinin molekiiler mekanizmasi

tanimlanabilmistir.

2.7.2.1. A vitamini

A vitamini tabiatta iki yaygin sekliyle mevcuttur: memeli dokularinda ve deniz suyu
baliklarinda bulunan A, vitamini veya retinol,. Her ikisi alt1 iiyeli bir karbon halkasi

ve 11 karbonlu bir yan zincirden ibarettir.

Memelilerde sadece retinol A vitamini aktivitesi gostermez; ayn1 zamanda bitkilerde
¢ok yaygin olan belirli karotinoidler (6zellikle a-, B- ve y- karoten) de A vitamini
aktivitesi gosterir. Bu karotinoidler bagirsak zarinda ve karacigerdeki enzimatik
reaksiyonlarla A vitaminine doniisiir. Simetrik bir yapiya sahip olan [-karoten
ortadan boliiniir ve iki molekiil retinol meydana gelir. Retinol, memeli hayvan

dokularinda bulunur ve kanda uzun zincirli yag asidiyle ester olusturarak tasinir.

A vitamini eksikligi gen¢ hayvanlarda, biiyiime geriligi, kemik ve sinir sisteminin
dogru gelismemesine sebep olur, deri kurur ve kalinlasir; bobrekler ve degisik bezler
dejenerasyona ugrar ve kisirlik goriilir. A vitamini eksikliginden en fazla etkilenen
gozlerdir. Geng hayvanlar ve kiiclik ¢ocuklarda vitamin eksikliginin erken belirtisi
olarak kseroftalmi diye bilinen hastalik ortaya cikar ve bazi tropikal bolgelerde
korliige gotiirtir. Yetiskinlerde A vitamini eksikligi gece korliigii seklinde ortaya

cikar. Gece korligi, karanliga adapte olamama durumudur.

Insanin giinliik A vitamini ihtiyac1 bir miligramin altindadir; bu ihtiyag biiyiik oranda

salata, 1spanak, patates gibi yesil ve sar1 bitkisel besinlerden karsilanir. Bunlarin
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hepsi de karotence zengindir. A vitamininin fazla alinmasi toksikdir ve ¢ocuklarda

kolay kirillan kemiklerin olugsmasina sebep olur (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.2.2. D vitamini

D vitamini birka¢ formda bulunur, en 6nemli iki formu D> (ergocalciferol) ve D3
(cholecalciferol) vitaminleridir. D2 ve D3 vitaminin Onciilleri sirasiyla ergosterol ve
7-dehidrokolesteroldiir. Bu onciiller yani provitaminler UV 15181 ile D vitaminine
dontisebilirler. Bu iki ana provitamine ek olarak isinla uyarildiklarinda D vitamini
aktivitesi gosteren steroller vardir. Provitaminler insan derisinde glines 1s1g1na maruz
kalarak D vitaminine doniigebilirler. Cok az miktarda gida D vitamini i¢in kaynak
oldugundan dolayr diger vitaminlere nazaran insanlarin D vitamini eksikligi
yasamas1 ihtimali daha yiiksektir. Bazi gidalara yapilan D vitamini ilavesi

eksikliginde ortaya ¢ikan rasitizm hastaligin1 yok etmede yardimci olmaktadir.

Yetigkin bir insanin D vitamini ihtiyac1 giinlik yaklagik 20 pg’dir. D vitamini,
karacigerde yeteri kadar depolanabilir ve haftalarca kullanilabilir. A vitamininde
oldugu gibi, D vitaminin de asir1 alinmasinda kemik iskeletinin kirilabilirligi artar;
bu gozlemler her iki vitaminin kalsiyumun biyolojik transportunda ve

depolanmasinda rol oynadigini géstermektedir.

D vitaminleri, kalsiyum ve fosfat iyonlarinin ince bagirsaklardan emilmesini
hizlandirirlar. Kolekalsiferol bu etkiyi organizmada bazi degisikliklere ugradiktan
sonra gostermektedir. Once kolekalsiferol, karacigerde daha aktif bir madde olan 25-
hidroksikolekalsiferole ve bu da bobreklerde c¢ok daha aktif olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferole doniisiir (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.2.3. E vitamini

E vitamini etkisi gosteren bilesikler a-, B-, &-, y-tokoferoller olarak bilinirler.
Tokoferoller i¢cinde en bol bulunan ve en aktif olan1 a- tokoferoldiir. Tokoferoller bir
kroman halka sistemi ve izoprenoid bir yan zincir ihtiva ederler. Kroman halka
sistemi, bir benzen halkasi ile bir piran halkasinin koordinasyonundan meydana gelir.

2-Metil-2-fitil-6-hidroksi kromana tokol denir. Biitiin tokoferoller tokol tirevidir.
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Tokoferoller antioksidan olarak bilinirler. Molekiiler oksijene maruz birakilan
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunu azalttii belirlenmistir. Bu gibi
oksidasyonlar doymamis yag asitlerinin polimerlesmesine sebep olur. Gergekten,
hayvanlarda tokoferol eksikliginin baz1 belirtileri, antioksidan oOzellikli bazi
bilesiklerle de giderilebilir. Buna gore tokoferollerin fonksiyonlarindan birisi
biyolojik membranlarin lipitlerindeki bir¢ok doymamis yag asitlerini molekiiler
oksijenin bozucu etkisine karsi korumaktir. Tokoferoller en ¢ok bugday tanesi

yaginda bulunurlar (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).

2.7.2.4. K vitamini

Naftokinon halkasi ihtiva eden K vitamininin etkisini gdsteren dogal ve sentetik
birgok bilesik vardir. Ki (phylloquinone) ve K; (menaquinone) vitamini seklinde
gosterilen iki dogal K vitamini bilinmektedir. K> vitamini aktif sekil olarak
gosterilmektedir. Sentetik K vitamini olan K3 vitamini (menadione) uzun yan zincir

ihtiva etmez.

K1 ve Kz vitamini birlikte bulunur. Ky vitamini 6zellikle 1spanak, kaba yonca gibi
yesil yapraklarda bulunur. Ayrica, lahana, karnabahar, domates, soya fasulyesi,
piring kepegi ve yulaf filizlerinde de bulunur. K> vitamini, ayn1 zamanda, bagirsak
bakterilerinin bir metabolizma {irtintidiir. K1 vitamini atmosferik oksijenli ortamda
yavas bozunur ancak 151k altinda bu bozunma ¢ok hizli olur. Isiya kars1 kararlidir

ama alkali ortamda kararsizdir.

Yetiskin bir insanin giinliik ihtiyact 4 mg dir. Menadione (2-metil 1,4-
naphtaquinone) dogal olarak bulunan K vitamininin iki kat1 aktiviteye sahip sentetik

bir tiriindiir (Keha ve Kiihrevioglu, 2012).
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3.  MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismalarimizda kullandigimiz  kazein, azokazein, azoalblimin, hemoglobin,
standart serum alblimin, jelatin, etanol, metanol, amonyum persiilfat, akrilamid,
N,N’-metilen bisakrilamid, bromfenol mavisi, glisin, N,N,N’,N’-tetrametil etilen
diamin, n-butanol, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, sodyum dodesil siilfat, asetik
asit, Sephadex G-100, CM-Sephadex, gliserin, sodyum Kkloriir, sodyum asetat,
fosforik asit, siilfiirik asit, sodyum fosfat, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie
brillant blue R-250, protein standartlari, trikloro asetik asit (TCA) kimyasallari

Sigma-Aldrich Chemia GmbH Steinheim Germany’den temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Arastirma boyunca kullanilan tamponlarin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi, kullanim

yerleri asagida belirtilmistir.

1. Proteolitik aktivite 6l¢ciimiinde kullanilan tampon: 0,05 M CH3COONa, pH:6.
4,1 g (0,05 mol) CH3COONa alinarak 950 mL saf suda ¢oziildi. 1 M HCI
kullanilarak pH:6’ya ayarland1 ve daha sonra toplam hacim saf su kullanilarak 1

litreye tamamlandi.

2. Proteolitik aktivite ol¢iimiinde kullanilan TCA c¢ozeltisi: %5’lik TCA ¢ozeltisi,
5 g trikloroasetik asit (TCA) alinarak 90 mL saf suda ¢oziildii. Toplam hacim 100

mL’ye tamamlandi.

3. Proteolitik aktivite ol¢iimiinde kullamlan substrat cozeltisi: 0,1 M fosfat
tamponundan (pH:7) 90 mL alind1 ve igerisinde 1 g kazein ¢6ziildii. Son hacim 100
mL’ye ayni tampon kullanilarak tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 15 dakika boyunca
kaynayan suyun icerisinde bekletildi. Hazirlanan ¢ozeltinin stabilitesi yaklasik bir

hafta olarak belirlendi.
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4. Optimum pH ¢alismalar icin kullanilan tampon cozeltilerin hazirlanmasi:

pH:4-5 araligi i¢in 0,1 M asetat tamponu (CH3COONa) kullanildi. 1,36 g
CH3COONa alinarak 90 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCI kullanilarak istenen pH

ayarlandi ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH:6-7 aralig1 i¢in 0,1 M fosfat tamponu kullanildi. 1,42 Na;HPO4 alinarak 90 mL
saf suda ¢oziildi. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi1 ve hacim saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

pH:8-9 aralig1 i¢in 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanildi. 1,21 g Tris alinarak 90 mL
saf suda ¢oziildi. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

pH:10°da 0,1 M borat tamponu kullanildi. 1,38 g borik asit alinarak 90 mL saf suda
¢oziildi. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
5. Substrat spesifikliginin belirlenmesi icin gereken ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

%1’lik Azokazein ¢ozeltisi: 1 g azokazein alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda

¢oziildii ve son hacim yine ayni tamponla 100 mL’ye tamamlanda.

%1°’lik Hemoglobin c¢ozeltisi: 1 g hemoglobin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat

tamponunda ¢6ziildii ve son hacim yine ayni tamponla 100 mL’ye tamamland.

%1’lik Azoalbiimin c¢ozeltisi: 1 g azoalbiimin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat

tamponunda ¢6ziildii ve son hacim yine ayn1 tamponla 100 mL’ye tamamlandi.

%1°1ik Jelatin ¢ozeltisi: 1 g jelatin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda ¢oziildii

ve son hacim yine ayni tamponla 100 mL’ye tamamlanda.

6. Proteaz enzimi aktivitesi iizerine bazi1 katyonlarin etkisinin belirlenmesi i¢in

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

10 mM FeCls: 0,162 g FeCls alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM FeCly: 0,126 g FeCl; alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM MnClz: 0,125 g MnCl> alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.
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10 mM MgClz: 0,095 g MgCl> alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM CaClz: 0,111 g CaCl alindi, saf suda ¢6ziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM NiClz: 0,130 g NiCl; alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM HgCly; 0,472 g HgCl; alindi, saf suda ¢6ziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

Calismalarimiz i¢in kullandigimiz 1 mM’lik FeCls, FeClz, MnClz, MgCl,, CaCly,
NiCl2 ve HgCl, ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in daha 6nceden hazirladigimiz 10 mM’lik

cozeltilerden 10 mL alind1 ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 mM’lik FeCls, FeCl2, MnCl,, MgCl,, CaClz, NiCl, ve HgCl, ¢ozeltilerini
hazirlamak i¢cin 1 mM’lik ¢ozeltilerden 10 mL alinarak hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

7. Proteaz enzimi aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin etkisinin incelenmesi i¢in

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

10 mM EDTA: 0,292 g EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) alindi ve 95 mL saf

suda ¢oziildii, son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

10 mM SDS: 0,288 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) alind1 ve 95 mL saf suda ¢oziildii,

son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM B-merkapto etanol: 69 pL B-merkapto etanol alindi ve saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

10 mM iyodasetamid: 0,185 g iyodasetamid alind1 ve 95 mL saf suda ¢6ziildii, son

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.

1 mM’lik EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid ¢ozeltilerini hazirlamak
icin daha 6nceden 10 mM’lik olarak hazirlanan ¢ozeltilerden 10 mL alind1 ve saf su

ile 100 mL’ye tamamland.

0,1 mM’lik EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid ¢ozeltilerini hazirlamak
i¢in daha onceden 1 mM’lik olarak hazirlanan ¢ozeltilerden 10 mL alindi ve saf su

ile 100 mL’ye tamamland.
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8. Tyon degisim kolonu (CM-Sephadex) dengeleme tamponu: 4,1 g CHsCOONa
aliarak 900 mL saf suda ¢o6ziildii, pH:5,7 ye kadar 1 M’lik HCl ile titre edildi ve son
hacim saf su kullanilarak 1 L’ye tamamland1 (0,05 M CH3COONa pH:5,7).

9. SDS-Elektroforezinde kullanilan ayirma jelinin hazirlanmasi: 15 mL Tris-HCI
(1 M, pH:8,8), 13,2 mL, %30’luk akrilamid-%0,8’lik Bisakrilamid, 0,6 mL %1’lik
SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra metil etilen diamin), 9,4 mL saf su
karistirildi, son olarak 0,8 mL %1,5’luk amonyum persiilfat (APS) ilave edildi.

10. SDS-Elektroforezinde kullamilan yigma jelinin hazirlanmasi: 1,24mL Tris-
HCI (1 M, pH:6,8) 1 mL, %30’luk akrilamid-%0,8 lik bisakrilamid, 0,1 mL %1 lik
SDS, 0,1 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra metil etilen diamin), 7,8 mL saf su
kar1Gtirildi, son olarak 0,2 mL %1,5’luk amonyum persiilfat (APS) ilave edildi.

11. SDS-Elektroforezinde kullanilan numune tamponunun hazirlanmasi: 1 mL
0,63 M Tris-HCI (pH:6.75), 1 mL gliserol, 1 mL %10’luk SDS, 1 mL %0,1’lik
bromofenol mavisi alindi ve son hacim 10 mL’ye saf su ile tamamlandi. Numune
tamponu kullanilmadan 6nce 1 mL basima 50 uL olacak sekilde p-merkapto etanol

eklendi.

12. SDS-Elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 6 g
Tris ve 28,8 g Glisin alinarak 200 mL saf su icerisinde ¢oziildii. Son olarak 20 mL

%10’luk SDS ilave edildi ve toplam hacim saf su ile 2 L’ye tamamland.

13. SDS-Elektroforezinde kullanilan fiksatif ¢ozeltinin hazirlanmasi: 500 mL

metanol, 100 mL asetik asit (glasiyel) alind1 ve hacim saf su ile 1 L’ye tamamland.

14. SDS-Elektroforezinde kullanilan boyama c¢oézeltisinin hazirlanmasi: 1 g
Coomassie brillant blue R-250 tartild1 ve 500 mL metanolde ¢oziildii. 100 mL asetik

asit ilave edildikten sonra hacim saf su ile 1 L’ye tamamland.

15. SDS-Elektroforezinde kullanmilan renksizlestirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
125 mL metanol ve 175 mL asetik asit alindi, son hacim saf su ile 2,5 L’ye
tamamlandi. 16. Jel filtirasyon kromotografisinde kullanilan tampon cozeltinin
hazirlanmasi: 0,05 M NasPOs / 1 mM Ditiyoeritrotiyol (DTT) (pH:7), 7,8 gram
NasPOs4 ve 0,15 g DTT tartildi ve 950 mL saf su igerisinde ¢oziildii. 1 M HCI ile
pH:7 oluncaya kadar titre edildikten sonra hacim saf su kullanilarak 1 L’ye

tamamladi.
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17. C vitamini tayininde kullamilan %0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP)
cozeltisinin hazirlanmasi: 0,01 g diklorofenolindofenol alindi 10 mL saf suda

¢Ozildii.

18. E vitamini tayininde kullanilan 0,01 M tetrazolium blue cozeltisinin

hazirlanmasi: 0,107 g tetrazolium blue alind1 ve 50 mL saf su igerisinde ¢oziildii.

3.3. Yontemler

3.3.1. Protein Tayini

3.3.1.1. Kalitatif protein tayini

Kromotografi islemleri sirasinda toplanan tiiplerde kalitatif protein miktari tayini 280
nm’de absorbans okunarak gerceklestirildi. Bu metot trozin triptofan ve fenilalanin
gibi halkali bir grup ihtiva eden aminoasitlerin 280 nm’de maksimum absorbans
gostermeleri esasina dayanmaktadir (McIntosh 1969). Esit hacimde toplanan
fraksiyonlar kuarts kiivetlere alind1 ve absorbanslari spektrofotometrede okundu. Kor

olarak tampon ¢ozelti kullanildi.

3.3.1.2. Bradford yontemiyle protein tayini

Homojenatta, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda ve kromotografi isleminden
sonraki aktif eluatlardaki protein miktar1 tayini Bradford yontemiyle yapildi. Bu
yontem boyanin farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde farkli siddette
mavi renk olusturmasindan faydalanilarak gelistirilmistir. Coomassie brillant blue G-
250 fosforik asitli ortamda proteinlerin yapisindaki, arginin gibi bazik aminoasitlere
ve aromatik halka iceren aminoasitlere baglanir ve olusan kompleks 595 nm’de
maksimum absorbans gdsterir. YoOntemin hassasiyeti 1-100 pg araliginda

degismektedir (Bradford 1976).
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3.3.2. Mis Zambag Ciceklerinden (Lilium candidum) Proteaz Enziminin

Saflastirilmasi

3.3.2.1. Orneklerinin toplanmas:

Mis zamabagi ¢igekleri (Lilium candidum) mayis-haziran aylarinda Mugla
kirsalindan toplanmis ve calismalarimizda kullanilincaya kadar -80°C’de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.3.2.2. Homojenatin hazirlanmast

-80°C’de muhafaza edilen mis zambag1 c¢iceklerinden 25 g tartildi. Siv1 azot ile
muamele edildikten sonra mekanik olarak parcalandi ve hacminin yaklasik olarak 3
kat1 kadar (60 mL) saf su igerisine alindi. Proteinlerin ¢Ozeltiye gegmesi icin
manyetik karistiricida 20 dakika boyunca karistirildi ve siizge¢ kagidi kullanilarak
stiziildli. Kat1 kisim atildiktan sonra 6000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlendi,

cokelek atild1, slipernatant ¢alismalarimizin ilerleyen agamalarinda kullanildu.

3.3.2.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Zambaktan elde edilen homojenatta %0 ile %100 arasindaki doygunluk oranlarinda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Bu ¢oktiirme islemi 0-20, 20-40, 40-60, 60-80
ve 80-100 seklinde gerceklestirildi.

Coktiirme 1isleminde kullanilan amonyum siilfat miktar1 asagidaki formil ile

hesaplandi.

1.77 xV x (S-So)
3.54-S

Amonyum Stlfat (gr) =

V: Cozeltinin Hacmi
So: 1’in kesri olarak amonyum siilfat doygunlugu

S: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmelerinde 0-20 araliginda aktivite goriilmezken 20-

40, 40-60, 60-80 ve 80-100 doygunluklarinda proteolitik aktivite gézlendi. 60-80
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doygunluk oranindaki ¢okelekteki proteolitik aktivitenin diger doygunluk
oranlarindan daha fazla oldugu gézlendi. Ilk olarak homojenata doygunluk %60
oluncaya kadar kati (NH4)2SOs4 azar azar eklendi, ekleme sirasinda manyetik
kanstiric1 ile karistirildi ve ortam sicakhigr diisiiriildii. 18000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlemeden sonra ¢okelek atildi ve siipernatant %80 doygunluga ulasincaya
kadar ayni islem tekrarlandi. Her ¢Oktiirme isleminin sonunda c¢okelekte ve
supernatantta proteolitik aktivite tayini yapildi %80 doygunluktan elde edilen

cokelek uygun tamponda ¢oziilerek saflastirmanin diger basamaklarinda kullanildi.

3.3.2.4. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen c¢okelek 0,05 M CH3COONa
tamponunda ¢oziildiikten sonra ilk olarak 1 saat boyunca 0,05 M asetat tamponuna
(pH:5.7) kars1 diyalizlendi. Diyaliz siiresi boyunca manyetik karistirict ile karistirildi.
Daha sonra 3 saat boyunca ikinci kez ayni1 tampona karsi diyaliz islemine tekrarlandi.
Diyaliz islemleri +4°C’de yapild1 ve diyaliz siiresince manyetik karistirict yardimiyla
karistirildi. Bu islem sonunda enzim ¢6zeltisi CM-Sephadex iyon degisim kolonuna

yiiklemeye hazir hale geldi.

3.3.2.5. CM-Sephadex iyon degisim kolonunun hazirlanmast

Iyon degisim kromatografisinin temeli kat1 destek materyali ile proteinlerin yiiklii
gruplar1 arasinda olan elektrostatik etkilesimlerdir. Proteinlerin sahip olduklar
degisik yiiklerdeki aminoasit dizileri kolon materyaline farkli kuvvetlerde
baglanirlar, pH ve tuz gradientleriyle yapilan eliisyonlarda baglanma siddetleri farkl
olan proteinler, farkli pH araliklarinda veya farkli tuz konsantrasyonlarinda kolon

materyalinden ayrilacagindan proteinlerin birbirinden ayriminit miimkiin kilar.

Anyon degistiriciler pozitif yiiklii islevsel gruplar ihtiva eder ve (-) yiiklii proteinlerin
ayrilmasinda kullanilir. Aminoetil (C2HsaN"H2) ve dietilaminoetil (C2HsN*(C2Hs)2
siklikla kullanilan anyon degistiricilerdir. Katyon degistiriciler ise negatif yiikli
islevsel gruplar ihtiva eder ve (+) yikli proteinlerin ayrilmasinda kullanilir.

Karboksimetil (CH.COQO") katyon degistiricilere 6rnek olarak verilebilir.

Calismalarimizda CM-Sephadex iyon degisim kromatografisi kullanild. Ilk olarak 5

gram kuru CM-Sephadex tartildi ve saf su igerisinde bir gece boyunca sismeye
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birakildi. CM-Sephadex materyalinin aktif gruplarinin (CH2COQ") ortaya ¢ikarilmasi
icin 0,5 M NaOH ile yarim saat boyunca muamele edildi. 0,5 M HCI ile
noétrallestirildikten sonra kolon materyali kolona (2,5x30) dolduruldu. 4 saat boyunca

kolon 0,05M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelendi.

3.3.2.6. Mis zambag ¢iceklerinden (Lilium candidum) elde edilen homojenatin CM-

Sephadex iyon degisim kolonuna tatbiki ve proteaz enziminin eliisyonu

0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-Sephadex kolonuna enzim
¢ozeltisi yiiklendi ve yine ayni tampon ¢ozelti kullanilarak yikandi. 0,1-0,5 M NaCl
ihtiva eden 0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile gradientli mikser kullanilarak enzim
eliie edildi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 40 mL/saat’e ayarlandi.
Eliisyon islemine, toplanan eliiatlarda 280 nm’de absorbans goriilmeyinceye kadar
devam edildi. Eliiatlar her bir tiipte 5 mL olacak sekilde toplandi ve her bir tiipte
proteolitik aktivite Ol¢imii yapildi. Aktif olan eliiatlar toplandi ve karakterizasyon

islemi i¢in saklandi.

3.3.3. Proteaz Enzimi I¢cin Aktivite Tayini

Beyaz zambaktan saflastirilan proteaz enziminin proteolitik aktivitesi %1°lik kazein
varliginda kazeinin sindirimi metoduna gore belirlendi. 1 g kazein 95 mL 0,1 M
fosfat tamponunda (pH:7) ¢oziildii ve hacim yine ayni tamponla 100 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan c¢ozelti 15 dakika boyunca 95°C’deki su banyosunda
bekletildi ve kullanilmaya hazir hale getirildi. Proteolitik aktivite dlglimiinde 1 mL
substrat (kazein), 0,5 mL enzim ¢ozeltisi eklendi ve toplam hacim tampon ¢ozeltiyle
2,5 mL’ye tamamlandi. Enzim ilave edilen tiipler 20 dakika boyunca 40°C’deki su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon
durduruldu. Cokmenin tamamen gerceklesmesi i¢in 30 dakika boyunca beklendi ve
bu siireden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant filtre
edildikten sonra siipernatant icerisindeki parcalanmis iiriinlerin miktar1 Bradford
metodu ile belirlendi. Proteolitik aktivite enziminin dakikada parcaladigi pg

protein/mL olarak hesaplandi (Fadiloglu 2001).
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3.3.4. SDS-PAGE ile Enzim Safiginin Kontrolii ve Alt Birimlerin Belirlenmesi

Laemmli tarafindan gelistirilen SDS-PAGE ile saflastirilan proteaz enziminin saflig

ve alt birimi olup olmadig1 kontrol edildi (Laemmli 1970).

Elektroforez plakalari saf su ile iyice yikandi ve kurumasi beklendi. Ikinci yikama
islemi alkol kullanilarak yapildi ve plakalar jel hazirlama cihazina konuldu. Plakalar
sikigtirildiktan sonra yaklasik 2 cm yiikseklige kadar isitilmis agaroz plakalarin
arasma dokiildii. Agaroz tamamen donduktan sonra hazirlanan ayirma jeli enjektor
yardimiyla plakalara dokiildii. Jel yilizeyinin diizgiin olmasi i¢cin 1 mL n-biitanol
hazirlanan ayirma jelinin lizerine dokiildii ve 30 dakika boyunca jelin katilagmasi
beklendi. Jel katilaginca iizerindeki n-biitanol dokiildi ve saf su ile yikandi. Daha
sonra plakalarin st kisimlarina kadar yigma jeli dokiildii. Tarak dikkatlice yigma
jeline yerlestirildi. Jel tamamen katilagtiktan sonra tarak cikarildi ve tarak yuvalari

saf su kullanilarak iyice yikandi.

Numuneler 20 pg/mL olacak sekilde hazirlandi ve 1/1 oraninda numune tamponu
ilave edildi. 3 dakika boyunca hazirlanan numuneler kaynayan suda bekletildi. 3
dakika sonunda numunelerin sogumasi beklendi ve otomatik pipet yardimiyla
numuneler tarak yuvalarina yiiklendi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kisimlarina
akim gececek yiiksekliklere kadar yiiriitme tamponu eklendi, elektroforez cihazinin
sogutma hortumlart musluga baglandi ve su akis1 baslatildi. Tank kapag: kapatilarak
anot, katot baglantilar1 yapildi ve voltaj 80 V’a ayarlandi. Proteinlerin tamami ayirma
jeline gegtiginde voltaj 100 V’a yiikseltildi ve elektroforez islemi sonlanana kadar bu
sekilde sabit tutuldu.

Elektroforez sonlandirildiktan sonra plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve 2
saat boyunca calkalayicida fiksatif ¢ozelti i¢inde bekletildi. Fiksatif ¢ozeltiden alinan
jel boyama ¢ozeltisi igerisinde calkalayicida 30 dakika siiresince boyandi ve boyama
islemi bittikten sonra jel tekrar 2 dakika fiksatif ¢ozelti ile yikandi. Daha sonra
fiksatif c¢ozeltiden alman jel renksizlestirme c¢ozeltisine alindi ve c¢alkalayicida,
protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar yikama islemine devam edildi. Protein

bantlar1 goriiniir hale geldiginde jelin fotografi ¢ekildi (Laemmli 1970).
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3.4. Mis Zambag: Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirilan Proteaz

Enzimi Uzerine Kinetik Calismalar

Mis zambag ¢i¢eklerinden (Lilium candidum) saflastirilan proteaz enziminin kazein
substratina karst Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Kinetik 6zelliklerini arastirmak
lizere saflastirilan enzimin optimum sicaklik ve optimum pH degerleri bulundu.
Enzim aktivitesi iizerine bazi katyonlarin ve kimyasallarin etkisi arastirildi.
Azokazein, azoalbiimin, jelatin, hemoglobin, kazein substratlart i¢in Vmax Ve Kwm

degerleri belirlendi.

3.4.1. Optimum pH’mn Belirlenmesi

Mis zambagi cigeklerinden (Lilium candidum) saflastirilan proteaz enziminin
optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in kazein substratina karsi proteolitik aktivitesinden
yararlanildi. Optimum pH’in belirlenmesinde pH:4-5 igin asetat tamponu, pH:6-7
i¢in fosfat tamponu, pH:8-9 i¢in Tris-HCI tamponu, pH:10 i¢in ise borat tamponu
kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin pH’s1 1 M HC1 ve 1 M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak
ayarlandi. Her bir numune tiipline 1 mL kazein ¢ozeltisi, 500 pL enzim ¢ozeltisi ve 1
mL uygun pH’daki tampon ¢ozelti eklendi. Kor olarak her bir numuneye karsilik 1

kor ¢ozelti hazirlandi, kor ¢ozeltide enzim yerine tampon kullanildi.

3.4.2. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Mis zambagi ¢igeklerinden (Lilium candidum) saflastirilan proteaz enziminin
optimum sicakligini belirleyebilmek i¢in 0-90°C araliginda 10°C artirilarak aktivite
tayini yapildi. Her sicaklik denemesi i¢in 1 kor ve 1 numune olmak tizere 2 tiip
hazirlandi. Numune tiiplerine 1 mL kazein ¢6zeltisi, 500 pL enzim ¢ozeltisi eklendi
ve son hacim tampon ¢dzelti ile 2,5 mL’ye tamamlandi. Kor, tiip ve numune; 10°C,
20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C’de 20 dakika boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon durduruldu. Cokmenin
tamamen gerceklesmesi i¢in 30 dakika boyunca beklendi ve bu siireden sonra 6.000

rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant filtre edildikten sonra,
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slipernatant icerisindeki par¢alanmis {irlinlerin miktar1 Bradford Metodu ile belirlendi

(Bradford 1976).

3.4.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Molekiil Agirhg Tayini

Mis zambagindan proteaz enzimi saflastirdiktan sonra jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak molekiil agirhigr tayin edildi. 4 gram kuru Sephadex G-100 saf suda
¢oziildii ve 1 gece boyunca oda sicakliginda sismeye birakildi. Daha sonra jel (1x30)
kolona yiiklendi.

0,05 M NaPOs/ImM DTT tamponu ile kolonda 280 nm’de absorbans
gbzlenmeyinceye kadar dengeleme islemi yapildi. Kolon dengelendikten sonra 0,2
mg/mL olacak sekilde BSA (66 kDa), CA (sigir) (29 kDa), a-laktalbiimin (14 kDa)
cozeltileri yliklenerek 0,05 M NazPO4/ImM DTT tamponu ile eliie edildi ve standart
grafik olusturuldu. Kolon tekrar dengelendikten sonra saflastirilan proteaz enzimi
kolona yiiklendi ve yine ayni tampon kullanilarak kolondan eliie edildi. Kolonun akis
hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 20 mL/saat’e ayarlandi. Eluatlar her tiipte 4 mL
olacak sekilde toplandi. Olusturulan standart grafik yardimiyla enzimin molekiiler

agirligi belirlendi.

3.4.4. Enzimin Vmax ve Km Degerlerinin Belirlenmesi

Mis zambagindan saflastirilan proteaz enziminin Vmax Ve Km degerlerini belirlemek
i¢in enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanildi. 100 mL’sinde 1 g kazein bulunan
c¢ozeltiden her bir tiipe 100 pL, 200pL, 400 pL, 600 pL, 800 pL ilave edildi. Tiiplere
500 pL enzim ¢o6zeltisi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon c¢ozelti ilave
edildi. Tiipler 40°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi ve bu siire sonunda tiiplere 3
mL %5’lik TCA ¢ozeltisi eklendi. 30 dakika sonunda ¢dken proteinler 6.000 rpm’de
15 dakika boyunca santrifiijlendi ve daha sonra filtre edilerek, siipernatant igerisinde
bulunan protein miktar1 Bradford metodu ile belirlendi. Kor ayni substrat
konsantrasyonlarinda enzimsiz olarak hazirlandi, enzim yerine tampon c¢ozelti

kullanildi.

1/V’ye karsilik 1/[S] Lineweaver Burk grafigi cizildi. Elde ettigimiz sonuglardan

Vmax Ve Km degerleri hesaplandi.
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3.45. Mis Zambag Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirilan Proteaz

Enziminin Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi

Hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina karsi, mis zambagi
cigeklerinden (Lilium candidum) saflastirilan proteaz enziminin substrat spesifikligi,

enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanilarak belirlendi.

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek i¢in %1’°lik hemoglobin, jelatin, azoalbiimin ve
azokazein ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 uL, 400 uL, 600 uL, 800 uL alind1 ve hacim
saf su kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan her bir tiipe 0,5 mL enzim
cozeltisi ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon ¢ozelti eklendi. 20
dakika boyunca 40°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’ lik TCA eklenerek
reaksiyon durduruldu. Cékmenin tamamen gerceklesmesi i¢in 30 dakika boyunca
beklendi ve bu silireden sonra 6.000 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifiijlendi.
Stipernatant filtre edildikten sonra, slipernatant igerisindeki pargalanmis iriinlerin
miktar1 Bradford Metodu ile belirlendi (Bradford 1976). Enzim igin proteolitik
aktivite parcaladigi pg protein/mL. dakika olarak hesaplandi (Pauling et al. 1973).

3.4.6. Mis Zambag Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirillan Proteaz

Enzimi Aktivitesi Uzerine Baz1 Katyonlarin Etkisinin incelenmesi

Zambaktan saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi lizerine bazi katyonlarin etkisini
belirlemek igin konsantrasyonu 10 mM olan; HgCl2, MnClz, CaCl,, FeCly, FeCls,
NiClz, MgCl> ¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM,
1,6 mM ve 2 mM olacak sekilde bu ¢6zeltilerden 100 pL, 200 uL, 300 pL, 400 pL,
500 pL alindz.

Konsantrasyonu 1 mM olan; HgCl,, MnClz, CaCl,, FeClz, FeCls, NiClz, MgCl;
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM
ve 0,20 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 puL, 200 pL, 300 pL, 400 uL, 500 pL

alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; HgClz, MnCl,, CaCl, FeCl,, FeCls, NiClz, MgCl,
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016
mM ve 0,02 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 pL, 200 puL, 300 pL, 400 pL,

500 pL alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi {izerine etkisi belirlendi.
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Proteolitik aktivite %1°lik kazein varlifinda kazeinin sindirimi metoduna gore
belirlendi. Her bir tiipe 1000 pL substrat (%] lik kazein), 500 pL enzim ¢ozeltisi, 10
mM, 1 mM ve 0,1 mM katyon ¢6zeltilerinden 100 uL, 200 uL, 300 pL, 400 pL, 500
puL eklendi ve son hacim 2,5 mL’ye tamamlandi. Tiipler karistirildiktan sonra su
banyosunda 40°C’de 20 dakika inkiibe edildi. 20 dakika sonunda her bir tiipe 3 mL
%35’lik TCA ¢ozeltisinden eklenerek 30 dakika siireyle beklemeye birakildi. 15
dakika boyunca 6.000 rpm de santrifiijlendi ve siipernatant filtre edildi. Siipernatant

igerisindeki pargalanan iirtin miktar1 Bradford metodu ile belirlendi.

3.4.7. Mis Zambag Ciceklerinden (Lilium candidum) Saflastirilan Proteaz

Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisinin Arastirilmasi

Mis zambagi ¢igeklerinden (Lilium candidum) saflagtirilan proteaz enzimi aktivitesi
tizerine SDS (Sodyum dodesil siilfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra
asetik asit) ve P-merkapto etanoliin etkileri incelendi. Bunun icin saflastirilan

enzimin kazein substratina karsi proteolitik aktivitesinden yararlanildi.

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lik hazirlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve p-merkapto
etanol c¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 300 puL, 400 puL, 500 pL alindi, 1 mL %1°lik
kazein ¢ozeltisi ve 0,5 mL enzim ¢ozeltisi eklendi. Hacim tampon ¢ozelti
kullanilarak 2,5 mL’ye tamamlandi. Enzimin dakikada pargaladigi protein miktar

Bradford Metodu ile hesaplandi (Bradford 1976).

3.5. Bitki Ekstraksiyonu

Kiigiik pargalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizatér yardimi ile 24 saatte
kurutulan mis zambagi (Lilium candidum) ¢icekleri, metanol kullanilarak ekstrakte
edildi. Mis zambag (Lilium candidum) ¢igekleri metanol i¢inde her seferinde 24 saat
bekletilerek, toplam 5 defa ekstraksiyona tabi tutuldu. Metanol rotary evapotatdrde

buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde edildi.

Elde edilen metanol ekstreleri suda ¢oziilerek, artan polaritelerine gore, 6nce hekzan
sonra etil asetat ile geri ekstraksiyon yapildi. Daha sonra ¢oziiciiler ugurularak, her

bir ¢oziiciiye ait ham ekstreler elde edildi. Bu ayirma islemlerinden geriye kalan
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kisma su fraksiyonu denildi ve ¢oziiciisii liyofilizator kullanilarak uzaklastirildi. Bu

ekstre ve fraksiyonlarin miktarlari tartilarak belirlendi.

3.6.  Fenolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Mis zambag: (Lilium candidum) ¢igeklerinden yaklasik 3g alinarak, 200mL s1v1 azot
ile par¢alanmalar1 saglandi. Uzerine 30mL aseton:su (80:20) karigimi ilave edildi ve
-86 °C’ de 6 saat ekstraksiyona birakildi. Sogutucudan ¢ikartilan karisim ultrasonik
banyoda 15 dakika tutulduktan sonra, ekstrakt 4000rpm’de 20°C’de 10 dakika
santrifiijlendi. Whatman No 4 filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra kalint1 2 kez
daha 30 mL’ lik aseton:su karigimlart ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Birlestirilen
ekstraktlardaki aseton disik vakum altinda, 40°C’de buharlastirildi (Rotary
Evaporator Heidolph Basis Hei-VAP ML). Sulu faz, 3 kez 30mL n-hekzan ve
ardindan dietileter ile yikandiktan sonra 3 kez 30mL etilasetat ile sivi-sivi
ekstraksiyonuna tabi  tutulmustur. Organik fazlar birlestirildi. 40°C’de
buharlastirilarak kurutuldu ve su: metanol (80:20) karisiminda tekrar ¢oziildi.
Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek
UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi

ile analiz edildi.

3.7. Serbest Amino Asit i¢eriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igekleri kiigiik parcalara ayrildiktan sonra sivi azot
ve liyofilizator yardimu ile 12 saat kurutuldu. 1g homojen 6rnek tlizerine Sml % 20°’lik
(v/v) metanol ¢ozeltisi i¢inde % 0.1°’lik (v/v) formik asit igeren ¢ozelti ilave edildi.
Karisim 10 dakika vortekslendi ve ardindan 10 dakika boyunca 4°C de 14.000rpm de
santrifiijlendi. Ust kisim Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um
filtreden siiziildii ve UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo
TQ-S MS-MS) cihaz1 ile analiz edildi. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

Fenolik Bilesiklerde kullanilan degerler ile aynidir.
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Cizelge 3.1. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlar

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

lon Mode

ESI (+) yada ESI(-)

Capillary Voltages

3000 V

Cone Voltages 10-50 V
Source Offset 60 V
Desolvation Temperature 500°C
Desolvation Gas Flow 1000 (L/hr)
Cone Gas Flow 150 (L/hr)
Nebuliser 7.0 bar
Source Temperature 150°C
LM Resolition 1 3

HM Resolition 1 15

lon Energy 1

LM Resolition 2 3

HM Resolition 2 15

lon Energy 2 1
Collision Gas Flow 0.17
Collision Energy 0-40

3.8. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin Aroma Verici Ucucu

Organik Bilesenlerin Headspace GC/MSD ile Belirlenmesi

Pargalara ayrilan taze mis zambagi (Lilium candidum) ci¢ekleri 20mL’lik headspace
vialine 5.00g olacak sekilde tartildi. Daha sonra iizerine susuz magnezyum siilfat
(MgSO0s) ilave edildi ve mantar ile tamamen karigmasi saglandi. Vial headspace
ornekleyicisine yerlestirildi ve 90°C’de 30 dakika siirecek olan ekstraksiyon islemine
baslandi. 30 dakika sonunda headspace sampler tarafindan GC Split/Splitless inlete

bir transferline ile 1 dakika boyunca vial {ist kismindaki ugucu bilesenler helyum

gazi ile transfer edildi.
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Cizelge 3.2. Headspace GC/MSD Cihaz Analiz Parametreleri

Oven Parameters

Equilibration Time

2 min

Max Temperature

300°C

Oven Program

60°C for 1 min then 10°C/min 100°C for 1min then 10°C/min to
260°C for 8 min

Run Time 30 min

MMI Inlet Parameters

Mode Split

Heater 250°C

Thermal Aux (Tranfer Line)

Heater On

Temperature 250°C

Column

Name Agilent J&W 19091S-431U1 HP-5MS UI (15mx250pumx0.25um)
Pressure 21.801 psi

Flow 1.8 mL/min

MS Acquisition Parameters

Acquistion Mode Scan

EM Voltage 1200

Low Mass 35.0

High Mass 400.0

Threshold 150

MS Source 230°C max 250°C
MS Quadrupole 150°C max 200°C
Headspace Parameters

Oven Temperature 95°C

Loop Temperature 110°C

Tranfer Line Temperature 120°C

Vial Equilibration 30 min

Injection Duration 1 min

GC Cycle Time 40 min

Vial Size 20 mL

Fill Mode and Pressure Pressure / 14psi
Fill Time 0.5 min

Extraction Mode

Multiple Extraction
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3.9. B Grubu Vitamin I¢eriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢icekleri yaklasik 3g alinarak tizerine 30mL
H20O:CH3CN (80:20) karigimu ilave edildi ve +4°C’de 6 saat ekstraksiyona birakildi.
Sogutucudan ¢ikartilan karisim ultrasonik banyoda 15 dakika tutulduktan sonra,
ekstrakt 4000rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Whatman No 4 filtre
kagidindan siiziildii ve daha sonra kalinti 2 kez daha 30 mL’lik H20:CH3CN
karigimlart ile ekstraksiyona devam edildi. Birlestirilen ekstraktlardaki asetonitril
diisiik vakum altinda, 40°C’de buharlastirildi (Rotary Evaporator Heidolph Basis
Hei-VAP ML). Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um
filtrelerden gegirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo
TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi.

Cizelge 3.3. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlar

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri
lon Mode ESI (+) yada ESI(-)
Capillary Voltages 3000 V
Cone Voltages 10-50 V
Source Offset 60 V
Desolvation Temperature 500°C
Desolvation Gas Flow 1000 (L/hr)
Cone Gas Flow 150 (L/hr)
Nebuliser 7.0 bar
Source Temperature 150°C
LM Resolition 1 3
HM Resolition 1 15
lon Energy 1 1
LM Resolition 2 3
HM Resolition 2 15
lon Energy 2 1
Collision Gas Flow 0.17
Collision Energy 0-40
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3.10. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

3.10.1. Toplam Antioksidan Aktivite: f-Karoten Renk A¢ilim Yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan pf-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi (Miller, 1971). Bu yontem, f-karotenin renginin agilmasina
dayanan bir yontemdir. 250 mL’lik silifli bir balonda, 0.5 mg S-karoten 1 mL
kloroformda ¢6ziildii ve lizerine 200 mg Tween 40 ve 20 pL linoleik asit ilave edildi.
Doéner buharlastiric1 ile kuruluga kadar ¢oziiciisii uzaklastirilan karisimin {izerine
100mL oksijen ile doyurulmus su ilave edilerek balon kuvvetlice ¢alkalandi. 500ug
ile 4000pg arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1mL ornek igeren ¢ozeltilerin
tizerine 4mL f-karoten karisimi ilave edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir
edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangic absorbanslari 470nm’de olgiildii.
Kontrol olarak 1mL metanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve
kontrol olarak kullanilan tiipteki p-karotenin rengi kayboluncaya kadar yaklasik
120dk inkiibasyona devam edildi. S-karoten renk agilim orani (R), asagidaki esitlige

gore hesaplandi:

a

In—
R:_b
t

In: dogal logaritma,
a: baglangi¢ absorbansi,
b: inkiibasyondan sonraki absorbans,

t: inkiibasyon siiresi (dk)

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

. R -R.
AA (% Inhibisyon) = K°“t|;°' omek x 100

Kontrol

Rkontrol kontroliin renginin agilma hizi ve Rgmer 0rnegin renginin agilma hizidir.
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3.10.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igekleri ekstrelerinin serbest radikali giderim
aktiviteleri DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) serbest radikali kullanilarak
belirlendi (Blois, 1958). 500ug ile 4000ug arasinda degisen konsantrasyonlardaki
ImL o6rnek iceren Orneklerin iizerine etanolde c¢oziinmiis %0,004’liik DPPH
cozeltisinden 4mL ilave edildi. Kontrol olarak 1mL etanol kullanildi. Oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 517nm’de absorbanslari olg¢iildii.
Orneklerin Absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal

giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

AKontroI B A(")renek X 100
AKontroI

DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) =

Axontrol kontroliin absorbansi, Agrer Ornegin absorbansidir.

3.10.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Ekstrelerinin  katyon radikali giderim aktiviteleri ABTS (2,20-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) kullanilarak belirlendi (Re
vd., 1999). 7mM ABTS 2.45mM K3SOs ile etkilestirilerek SmL ABTS radikali
olusturuldu. Katyon radikalinin olusmas1 i¢in karisim 16 saat karanlikta bekletildi.
Bu radikal ¢ozeltisinden ImL alinarak absorbansi yaklasik 0,700 olacak sekilde
etanol ile seyreltilerek ayarlandi. 500pg ile 4000pg arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 1mL Ornek igeren Orneklerin iizerine etanolde hazirlanmis
ABTS ¢ozeltisinden 4mL ilave edildi. Kontrol olarak ImL etanol kullanildi. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 734nm’de absorbanslar1 ol¢iildii.
Orneklerin Absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal
giderim aktivitesi agsagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

AKontrol — AO

ABTS™* Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = drenck 100
AKontroI

Akontrol kontroliin absorbansi, Agmer 6rnegin absorbansidir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein i¢in Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Coomassie brillant blue yontemi kullanildi. BSA
kullanilarak ilk 6nce standart egri hazirlandi. Homojenatlarda, saflastirilan enzim
coOzeltilerinde, proteolitik aktivitenin belirlenmesinde bu egri kullanildi. Standart
¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1.°de

gosterilmistir.

0,6 1

0,4 A

y =0,0066x + 0,0269

Absorbans (590 nm)
o
w

0,2 A R?=0,9976
0,1 A
o 4
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ug protein

Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini icin kullanilan standart grafik

4.2, Mis Zamba@ (Lilium candidum) Ciceklerinden Proteaz Enziminin

Saflagtirilmasi Sonuglari

4.2.1. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden Proteaz Enziminin CM-

Sephadex Tyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirilmasi Sonuglar

Proteaz enzimi mis zambagi (Lilium candidium) c¢iceklerinden iki basamakta

saflastirildi.
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1. basamakta homojenatta %0-%100 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
%60-%80 araligindaki ¢okelek 0,05 M asetat tamponunda (pH:5.7) ¢oziildi, aktivite
tayini yapilinca yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Yiiksek
proteolitik aktivite gosteren enzim ¢ozeltisi 4 saat boyunca, +4°C’de, 2 kez 25 uM
asetat tamponuna (pH:5.7) kars1 diyalizlendi.

2. basamakta homojenat 0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-
Sephadex iyon degisim Kolonuna yiiklendi. Kolon 150 mL 0,05 M asetat tamponu
(pH:5.7) ile yikandi. Enzimin kolondan eliisyonu 0,1-0,5 M NaCl konsantrasyonu
iceren yine ayni tampon kullanilarak yapildi. Toplanan eliiatlarda proteolitik aktivite

olgiildii. Aktif eliiatlar birlestirilerek enzim havuzu olusturuldu.

Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin aktivite

absorbans grafigi Sekil 4.2.”de gosterildi.

1,2 - .
' Aktivite (595 nm) 0,3
Absorbans (280 nm)
1 - 0,25
£ B
Sos - o2 E
x n
2 2
£ 06 1 - 0159
£ 2
o L o
g 04 - -
2 7 ,
<
021 - 0,05
0 + : ‘ ‘ | ‘ 0
0 10 20 30 40 50
Tiip Sayisi

Sekil 4.2. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden CM-Sephadex iyon degisim kolonu ile
saflastirllan proteaz enziminin aktivite-absorbans grafigi

42.2. Mis zambag (Lilium candidum) ciceklerinden proteaz enziminin

saflastirma basamaklari sonu¢lari

Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden elde edilen homojenatta, amonyum
stilfat ¢oktiirmesinden sonra, CM-Sephadex iyon degisim kromatografisinden elde

edilen aktif eluatlarda Bradford yontemi ile protein tayini yapildi ve her basamakta
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proteaz enziminin kac¢ kat saflastirildigi hesaplandi ve Sonuglar Cizelge 4.1.°de

gosterildi.

Cizelge 4.1. CM-Sephadex kolonundan Mis zambag (Lilium candidium) ci¢eklerinden elde
edilen proteaz enzim homojenatinda enzim iinitesi, spesifik aktivite ve homojenattan
saflagtirllan proteaz enziminde enzim iinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuclari.

) ) . Total Aktivite .| Spesifik

Enzim Hacim | Aktivite Protein - . | Saflastirma
Fraksiyonu mL | EU/mL | EU % (mg/mL) Aktivite Oran1

0 EU/mg

Ham ekstrakt 100 1.22 122 100 3.29 0.37 -

%60
(NH4),S0, 90 086 | 77.4 | 63.44 1.09 0.79 2.14
CM-Sephadex 20 2.45 49 40.2 0.11 22.27 60.19

4.2.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonugclar:

Saflagtirilan proteaz enziminin safligint kontrol etmek amaciyla SDS-Poliakrilamid
jel elektroforezi yapildi. Kesikli SDS-PAGE’ne saflagtirilan proteaz enzimi
yerlestirildi.

Proteaz enziminin yan1 sira elektroforeze molekiil agirlig1 bilinen standart proteinler
yiklendi. Sonug¢lar mis zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden saflagtirilan

proteaz enziminin 29,7 kDa agirhiginda tek birimi oldugunu gosterdi.

Protein bantlarinin fotografi Sekil 4.3’te gosterildi.
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Sekil 4.3. CM-Sephadex iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilan proteaz enziminin SDS-
PAGE fotografi

(I. Mis zambag ¢iceklerinde saflastirilan proteaz enzimi; I, 11l (standart protein karigimi): BSA
66kDa, yumurta alblimin 45 kDa, CA 29 kDa)

4.3. Mis Zambag: (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirilan Proteaz

Enzimi Uzerine Kinetik Calismalarin Sonuclar

4.3.1. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirllan Proteaz

Enziminin Optimum pH Sonuglar:

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflagtirilan proteaz enziminin
optimum pH’sii belirleyebilmek icin pH 4-9 araliginda aktivite 6l¢iimleri yapildi.
pH 4-5 araliginda 0,1 M asetat tamponu, pH 6-7 araliginda 0,1 M fosfat tamponu, pH
8-9 araliginda 0,1 M Tris-HCI, pH:10’da ise 0,1 M borat tamponu kullanildi. Proteaz

enzimi i¢in pH degisimine kars1 proteolitik aktivite miktar1 Sekil 4.4.’te verildi.
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Sekil 4.4. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi
iizerine pH’nin etkisi

4.3.2. Optimum Sicakhik Sonuclar:

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflagtirilan proteaz enziminin
optimum sicakligini belirlemek i¢in 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C,
80°C ve 90°C’ de aktivite Ol¢iimleri yapildi.

Aktivite — Sicaklik grafigi Sekil 4.5.’te verildi.
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Sekil 4.5. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi
iizerine sicakhigin etkisi



4.3.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi Ile Molekiil Agirhg Tayini Sonuclari

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
molekiil agirligi jel filtrasyon kromatografisi ile belirlendi. 0,05 M NasPO4/1 mM
DTT (pH:7) tamponu ile dengelenmis kolana ilk olarak BSA (66 kDa), CA (29 kDa)
ve o-laktalbiimin (14 kDa) protein standartlar1 yiiklendi ve ayni tamponla eliie
edilerek standart grafik olusturuldu. Daha sonra saflastirilan proteaz enzimi kolona
yiiklendi ve 0,05 M NasPOs/1 mM DTT (pH:7) tamponu ile eliie edildi. Sonuglar
standart grafikle karsilastirildi.

Mis zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhigr 29.7 kDa olarak belirlendi. Molekiil
agirlig1 tayini icin hazirlanan standart grafik Sekil 4.6.’da, enzimin absorbans grafigi

Sekil 4.7°de verildi.
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Sekil 4.6. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi standart grafigi

*(Sephadex G-100, BSA (66 kDa), CA bovine (29 kDa), a-laktalbiimin (14 kDa))
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Sekil 4.7. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden proteaz enziminin jel filtrasyon
kromatografisi ile molekiil agirhig: tayini icin hazirlanan absorbans grafigi

4.3.4. Kazein Substratina Karsti Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Sonuglar

Vmax Ve Kwm degerlerini belirlemek i¢in enzimin proteolitik aktivitesinden
yararlanildi. 100 mL’sinde 1 g kazein bulunan ¢6zeltiden her bir tiipe 100uL, 200uL,
400 pL, 600uL, 800 pL ilave edildi. Tiiplere 500 pL enzim ¢dzeltisi ve son hacim 2,5
mL olacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edildi. Tiipler 40°C’de 20 dakika boyunca
inkiibe edildi ve bu silire sonunda tiiplere 3 mL %35’lik TCA ¢ozeltisi eklendi. 30
dakika sonunda ¢oken proteinler 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi ve
daha sonra filtre edilerek, siipernatant igerisinde bulunan protein miktar1 Bradford
metodu ile belirlendi. Ko6r ayni substrat konsantrasyonlarinda enzimsiz olarak

hazirlandi, enzim yerine tampon ¢ozelti kullanildi.

1/V’ye karsilik 1/[S] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Elde ettigimiz sonuglardan
Vmax V& Km degerleri hesaplandi. Mis zambag: c¢iceklerinden saflagtirilan proteaz
enziminin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1,17 uM ve 1,11 pg/mL.dak olarak
belirlendi.
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Sekil 4.8. Mis zambag (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enzimi icin kazein
substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

4.3.5. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirilan Proteaz

Enziminin Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi Sonuclar:

Hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina karsi, Mis zambagi
(Lilium candidum) ciceklerinden saflagtirilan proteaz enziminin substrat spesifikligi,

enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanilarak belirlendi.

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek i¢in %1°lik hemoglobin, jelatin, azoalblimin ve
azokazein ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 uL, 400 pL, 600 pL, 800 uL alind1 ve hacim
saf su kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan her bir tiipe 0,5 mL enzim
¢ozeltisi ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon ¢6zelti eklendi. 20
dakika boyunca 40°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %35’lik TCA eklenerek
reaksiyon durduruldu. C6kmenin tamamen gerceklesmesi icin 30 dakika boyunca
beklendi ve bu siireden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi.
Stipernatant filtre edildikten sonra, silipernatant igerisindeki pargalanmis iirlinlerin

miktar1 Bradford Metodu ile belirlendi.

Sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.9. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enzimi icin
hemoglobin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Mis zambag (Lilium candidum) ci¢eklerinden saflastirilan proteaz enzimi i¢in jelatin
substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.11. Mis zambag (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi icin

azoalbiimin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.12. Mis zambag (Lilium candidum) ci¢eklerinden saflagtirilan proteaz enzimi igin

azokazein substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.2. Mis zambag (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enziminin
substrat spesifikligi sonuglari

Substrat Kwm (uM) Vmax (ug/mL.dak)

Kazein 1,18 1,11
Hemoglobin 2,5 1,45

Jelatin 3,23 1,05
Azoalbumin 1,89 0,64
Azokazein 3,23 1,78

4.3.6. Mis Zambag: (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirillan Proteaz

Enzimin Aktivitesi Uzerine Baz1 Katyonlarin Etkisinin Incelenmesi Sonuclari

10 mM olan; MnCly, CaCly, FeCly, FeCls, NiClz, MgCl,, HgCl> ¢ozeltileri hazirlandi.
Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM, 1,6 mM ve 2 mM olacak sekilde bu
¢ozeltilerden 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 pL alind.

Konsantrasyonu 1 mM olan; MnCl, CaCl,, FeClz, FeCls, NiCl,, MgCl,, HgCl;
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM
ve 0,20 mM olacak sekilde bu ¢6zeltilerden 100 puL, 200 uL, 300 uL, 400 uL, 500 uL

alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; MnCl,, CaCl, FeCly, FeCls, NiCl,, MgClz, HgCl»
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016
mM ve 0,02 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 pL, 200 uL, 300 uL, 400 pL,

500 uL alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Proteolitik aktivite %1’lik kazein varhiginda kazeinin sindirimi metoduna gore

3.5.6’da anlatildig1 gibi belirlendi.

Sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
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Sekil 4.14. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi

iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MnCl.’iin etkisinin sonug¢lari
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Sekil 4.15. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi

Aktivite (EU)
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tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM CacCl.’iin etkisinin sonuclari
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Sekil 4.16. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi

iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM NiCl2’iin etKisinin sonuglari
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Sekil 4.17. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
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iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM FeCl3’iin etkisinin sonug¢lari
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Sekil 4.18. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi

iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM HgCl>’iin etkisinin sonuclari
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Sekil 4.19. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MgCl’iin etkisinin sonuclari

Cizelge 4.3. Mis Zambag (Lilium candidum) Cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi iizerine bazi katyonlarin etkisinin sonuglari

Kimyasallar Konsantrasyon Preteolitik Aktivite
(mM) (%)
Kontrol - 100
0,1 125,05
MgCl. 1 95,04
10 115,26
0,1 92,5
10 70,67
0,1 90,95
FeClz 1 86,00
10 100,05
0,1 95,32
NiCl, 1 63,45
10 50,34
0,1 145,35
FeCls 1 140,43
10 135,51
0,1 135,84
CaCla 1 96,78
10 85,31
0,1 73,90
HgCl2 1 26,23
10 7,76
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4.3.7. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinden Saflastirilan Proteaz
Enziminin Aktivitesi Uzerine Baz Kimyasallarin Etkisinin Incelenmesi

Sonugclari

Mis zambag: (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
tizerine SDS (Sodyum dodesil siilfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra
asetik asit) ve P-merkapto etanoliin etkileri incelendi. Bunun igin saflastirilan

enzimin kazein substratina karsi proteolitik aktivitesinden yararlanildi.

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lik hazirlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve f-merkapto
etanol ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 puL, 500 pL alindi, 1 mL %]1°lik
kazein ¢ozeltisi ve 0,5 mL enzim ¢ozeltisi eklendi. Enzim i¢in proteolitik aktivite

dakikada parcaladig1 pg protein/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 4.20. Mis Zambag (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM EDTA’in etkisinin sonuclari
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Sekil 4.21. Mis Zambag (Lilium candidum) cig¢eklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM SDS’nin etkisinin sonuclari
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Sekil 4.22. Mis Zambag (Lilium candidum) cigeklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM iodasetamid’in etkisinin sonug¢lari
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Sekil 4.23. Mis Zambag (Lilium candidum) ciceklerinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM p-merkapto etanol’iin etkisinin sonuclari

Cizelge 4.4. Mis Zambag (Lilium candidum) ciceklerinden saflagtirilan proteaz enzimi aktivitesi
iizerine bazi kimyasallarin etkisinin belirlenmesi sonuglari

Konsantrasyon Preteolitik Aktivite

Kimyasallar (mM) (%)
Kontrol - 100
0,1 31,45
EDTA 1 13,69

10 0,00
0,1 36,75
SDS 1 16,88

10 0,00

0,1 1,72

fodasetemid 1 0,53
10 0,00

0,1 1,26

B-merkaptoetanol 1 0,66
10 0,00
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44, Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin C Vitamini Miktarimin

Belirlenmesi

Mis Zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinde bulunan C vitamini miktari
diklorofenolindofenol (DCPIP) ile titrasyon yapilarak belirlendi (Smirnoftf, 2000).
Bitki homojenatina %0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP) ¢ozeltisi damla damla
ilave edildi. Mavi rengin olusmas: ile titrasyon sonlandi. 0,001 g olan her 1 cm?®
DCPIP 0,0015 g askorbik aside karsilik gelecek sekilde hesap yapilarak numunedeki
C vitamini miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Smirnoff 2000).

Askorbik asit miktar1 (mg/100g) = VxFx100 / W

Sonuglar Cizelge 4.5.te verilmistir.

4.5. Mis Zambag (Lilium candidum) Ciceklerinin E Vitamini Miktarmin

Belirlenmesi

a-tokoferol’lin standart ¢ozeltisinden 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL alinarak H2SO4
ilave edilerek tokoferil asetatin ester formu hidroliz edildi. Ardindan ortama 0,5 mL
0,01 M tetrazolium blue, 5 mL 0,2 M NaOH ve metanol ilave edildi, 90°C’de 10
dakika inkiibasyondan sonra 526 absorbanbsi 6l¢iildii ve standart grafik olusturuldu.
Mis zambag: (Lilium candidum) ¢igeklerinin E vitamini miktar1 standart grafikten

faydalanilarak hesaplandi (Cizelge 4.5.).
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Absorbans (526 nm)

0,1 - y =1,88x - 0,08
’ R2 = 0,9809

O T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

o-Tokoferol (pg/ml)

Sekil 4.24. E vitamini tayini standart grafigi

4.6. Mis Zambag: (Lilium candidum) Cigeklerinin A Vitamini Miktarmnin

Belirlenmesi

Mis zambagi (Lilium candidum) gi¢eklerinin A vitamini tayini Limited ve Hyderabad
tarafindan gelistirilen yontem ile yapildi (Limited and Hyderabad 1996). Yontem A
vitamininin 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile renkli bir bilesik olusturma ve bu
bilesigin 610 nm’de maksimum absorbans gosterme prensibine dayanmaktadir. -
karotenden 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 mg/mL alinarak 4-hidroksi-3-metil benzaldehit
ile renkli tiirev olusturuldu ve standart grafik olusturuldu. Daha sonra mis zambagi
(Lilium candidum) ¢igeklerinden elde edilen ekstreden numune alinarak ayni yontem

kullanilarak 6l¢iim yapildi ve A vitamini miktar1 hesaplandi.

Sonuclar Cizelge 4.5.de verilmistir.

93



Absorbans (610 nm)

4.7.

0,14

0,12

0,1

0,08

Cizelge 4.5. Mis Zambag (Lilium candidum) ¢igeklerinin vitamin tayini sonuglari

y =0,053x + 0,0076
R?*=0,982

0,5

1

B-karoten pg/ml

1,5 2

Sekil 4.25. A vitamini tayini standart grafigi

Vitamin Su ekstrakti Petrol eteri ekstrakti
(Mg/100 g) (1g/100 g)
A Vitamini - 64+0,23
(B-karoten)
E Vitamini - 36+0,15
(a-tokoferol)
C Vitamini 16+0,32 -

(Askorbik asit)

Fenolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuglar

2,5

Fenolik bilesikler, besleyici degerleri olmadigi halde 6zel saglik etkilerine sahiptirler.

Diyetimizde, hidrojen verme ve singlet oksijenin etkisini bastirma seklinde ortaya

cikan indirgeme yeteneklerine bagli olarak, kronik hastalik riskini azaltarak

sagligimiza katki yapabilirler. Ayrica fenolik bilesiklerin antioksidan ozellikleri,

bitkilerde biyolojik sistemlerin antioksidatif savunma mekanizmalarinda oldugu gibi,

gida {rilinlerinin dayanikliliklarinda da 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu

etkilerinden dolayr beyaz zambak (Lilium candidum) cicekleri igeriginde de daha
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giincel bir cihaz olan UPLC-ESI-MS/MS cihaz1 ve yeni ekstraksiyon yontemleri

kullanilmistir.

Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ¢ozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra
PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra
Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi. Ayrim Acquity UPLC
BEH C18 kolonu (1.7um 2.1x100mm) kullanilarak 40°C’da gergeklestirildi.
Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi 1ul’dir. Mobil faz olarak A solvent
hattinda %0.5’lik CH3COOH igeren H20, B solvent hattinda ise %0.5’lik CH3COOH
iceren MeOH kullanilmistir.

Analiz esnasinda 30 adet fenolik bilesik taramasi yapilmig ve her bir bilesik i¢in 7
noktali kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu datalar kullanilarak beyaz zambak
(Lilium candidum) ¢igeklerinde Sekil 4.27., Sekil 4.29., Sekil 4.31. ve Sekil 4.33.’de
belirtilen fenolik bilesiklere rastlanilmis ve miktar tayinleri yapilmistir. Beyaz
zambak ciceklerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 Cizelge 4.6.’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Lilium candidum ciceklerinde bulunan fenolik bilesiklerin 280 nm’de HPLC-DAD
ile analiz sonuclar:1 (ng/100g kuru agirlik + standart sapma)

Bilesenler Alikonma zamam (Dakika) pg/100g kuru agirhk £ SS
p- Coumarik asit 4.5 27.74
Ferrulic asit 5.25 113.83
Kaempferol 9.39 120.95
4-Hidroksibenzoik asit 2.57 58.35
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ICompound name: Kaempferol

Correlation coefficient: r = 0.990922, r"2 = 0.981927

Calibration curve: 82.2591 * x + -3446.02

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

E X
700000+
600000+
500000+
Q 3 X
%]
c
o
2 400000
9]
x -
300000
200000
100000+
0 | Conc
-0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Sekil 4.26. Kaemferol kalibrasyon egrisi
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F17:MRMof 4 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 939 2849>1171
1189817.63* 1.782e+007

%

0 ----|----|----|----|----|----I|----|----|----|-'v-v-v-rv-n-v-r----|----|---|-|-u-|----|----|----|----|----|---- min
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 939 2849 > 15897

1361543.75% 2.055e+007

%

0 ----|----|----|----|----|----I|----|----|----|-'v-v-v-|—v-v-v—v-|----|----|---I-|----|----|----|----|----|----|---- min
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 9.39 284.9>227.14

649242 31* 1.034e+007

%

A i .

O e L B B B B o B S S S S e e e e e 1)

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40

Sekil 4.27. Kaemferol MRM kromatogram
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Compound name: Ferrulic acid

Correlation coefficient: r = 0.992075, 2 = 0.984214

Calibration curve: 86.9682 * x + -3700.24

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

X
800000
700000+
600000
b
2 500000
I}
a
3 3
©
400000+ X
300000+
200000+
3 ®
100000+
E X
-0 B i e B B B i i e e O 000113
-0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Sekil 4.28. Ferrulicasit kalibrasyon egrisi
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 3 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 525 193.03>178
6685233.50* 1.042e+008
5.64

ool 2548827.75*

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 3 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 5.5 193.03 > 149.02

3540625.50¢ 5.623¢+007
5.64
1399392.25*
%
(O s L s L s L e L L s ST T min
440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 6.00 610 620 630

Sekil 4.29. Ferrulicasit MRM kromatogram
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Compound name: p-Coumaric acid

Correlation coefficient: r = 0.996035, 2 = 0.992086

Calibration curve: 580.683 * x + -8231.05

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3 X
5000001
45000014
4000000
3500000
o E X
19}
& 3000000
o
@ E
3}
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
-0 | Conc
-0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Sekil 4.30. p-coumarik asit kalibrasyon egrisi
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 450 163.01>93
14125589+ 2.071e+006
%] 494
37006.02*
0xxwxxxxxxxxxxxxxwx"T"""T"""T"xxlxxxxr'mxxxlxxwxxxxxxmin
Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 450 163.01>117.01
42956.75* 6.270e+005
%1 494
11359.10*
(O w s e L L L L L L L L s e ettt sttt (11111

370 380 390 4.00 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550

Sekil 4.31. p-coumarik asit MRM kromotogrami
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(Compound name: 4-Hydroxy benzoic acid

Correlation coefficient: r = 0.998011, r'2 = 0.996026

Calibration curve: 518.823 * x+ 12509.1

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, AXis trans: None

4500001
4000000
3 &
3500000

3000000

2500000 X

Response

2000000

1500000

1000000

500000

-0 Conc
|
-0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Sekil 4.32. 4-Hidroksibenzoik asit kalibrasyon egrisi

Lilium Candidum_EtAC Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 2 channels ES-
120913 Lilium Candidum_EtAC 257 136.98 > 65.1

* 6.118e+005
100+ 51557.49

%-

0- min
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 29 300 310 320 330 340 350

Sekil 4.33. 4-Hidroksibenzoik asit MRM kromotogram
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4.8. Serbest Amino Asit I¢eriginin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuclar1

Amino asitlerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesinde kullanilan giivenilir ve
tekrarlanabilir teknikler, genellikle tiirevlendirme gerektirmekte, bu da bilesiklerin
siniflandirilmasimi kotii yonde etkilemekte ve tanmimlamayi giiclestirebilmektedir.
Ama, tandem kiitle spekrometresi ile eslestirilmis sivi kromatografisi (UPLC-
MS/MS) gibi tamamlayict teknikler, yliksek dogruluklariyla, tiirevlendirme

ongereksiniminlerini ortadan kaldirmaktadirlar.

Bu c¢alismada da serbest amino asit igerigi belirlenirken, basit bir esktraksiyon
teknigi ve UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-
MS) cihazi kullanildi. Ayrim Acquity UPLC BEH C18 kolonu (1.7pm 2.1x100mm)
kullanilarak 40°C’da gergeklestirildi. Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi
Iul’dir. Mobil faz olarak A solvent hattinda %0,5’lik CH3COOH igeren H20, B
solvent hattinda ise %0,5’lik CH3COOH igeren MeOH kullanilmigtir.

Analiz sonucunda alikonma zamanlar1 verilen 21 adet serbest amino asit icerigi

miktarlari ile belirlenmistir.

Esansiyel aminoasitler insan viicudunda sentezlenemeyen; ancak protein sentezi i¢in
gerekli olduklarindan disaridan diyetle alinmasi zorunlu olan aminoasitlerdir.
Eksikliklerinde ciddi rahatsizliklar ortaya ¢ikabilir. Yetiskinler i¢in esansiyel olan
amino asitler; izolosin, Losin, Lisin, Metiyonin, Fenilalanin, Treonin, Triptofan ve

Treonin’dir. Biiyliyen ¢cocuklarda Arginine ve Histidin yar1 esansiyeldir.
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F4 MREM of 2 channels ES+

Froline
o 0 g8 1R T,
FRI98IA FD TE5Te+00T
100+
%_
o T T T T T T T T = T T T T min
Fd MRM of 2 channels ES+
Abod 118.1= 433
ine: ? 6.150e+005
00— Pmllrle..(ll.ﬁﬁﬁﬂﬁstsﬂ
.
107
o LR LR R LR B LR UL LR AL R :|""|"' RS R R LA LRl LR s A e L el ]
020 0.60 0.70 0.80 050 1.00 1.10 120
Sekil 4.34. Prolin amino asidinin MRM kromotogrami
valine FE MRM of2 channels E5+
i 05D 1181572
100 4280377 0O 6.102e+00
.
0 T T T T T T T T T T T T T T ; ) I I I | T T T T T T T m”‘
F5 MRM of2? channels ES+
Abcid 118.1= 55
e - 3.5782+008
100+ Wali MOKQ?“B.'!\ZSB
o
05
o I ] )
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T mnin
010 020 030 040 LR 0.60 0.7 0.80 050 100 110 120

Sekil 4.35. Valin amino asidinin MRM kromotogram
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Threonins F&:MRM ofZ channels E5+

Bicid o0&z 120.1 > 56.1
0o 14888.11 214324005
%.
079 1.16
1 .
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T rnin
FE:MRM ofZ channels ES+
Abcid 12001=74
100 Threonine 0 £2:40887.34 SEE4=+005
%.
0- T T T 1 T 1 T 1 T 1 : 1 1 1
010 020 030 040 05D DED i} [E:1i] 050 1.00 1.10 1.20
Sekil 4.36. Treonin amino asidinin MRM kromotogram
F8:MRM of2 channels ES+
Abcid 132> 38
180 1.23422+008
100+
2
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
F8:MRM of2 channels ES+
Abcid 132652
3 540=+008
1004
[
112
o T T T T T T T T T T 1 min

120 200 210 220 230

Sekil 4.37. Losin amino asidinin MRM kromotogrami
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lsoleucine Fi1OMRM of 2 channels ES+

Bbcid 153 1322 86,1
1.3402+008
1004 1517263500
%
o T T T T T T T T — T T T T T T T T min
FIOMRM of 2 channsls ES+
Abcid 1322 #8512
4281e+008
- 145
soleudine
* 159
10511218
144,15
1.12
o T T T T T T T T T T I| T T T T T T T T min
1.10 1.20 130 140 150 180 1.70 1.80 150 200 210 20 230
Sekil 4.38. Isolosin amino asidinin MRM kromotogrami
Asparagine Fi1 MRM of2 channels ES+
Adcid 082 1330 > T4
486837 55 G 42724008
100 078
o
l::|||||||||: ||||||||||||||||||||||||||n'lin
Fi1 MRMof2 channels ES+
Abcid 1331=3713
1508e+007
- 159
s Asparaging
052
31635703
o

min

Sekil 4.39 Asparajin amino asidinin MRM kromotogrami
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F131MRM of2 channels ES+

Lysing
Adoid 081 147 =24
1076457 B8 1.402e+007

100 4

F131MRM of2 channels ES+
Adoid 147> 130.1

i 4 1.115+007
100~ L;smepgi,s;ozamo

Sekil 4.40. Lizin amino asidinin MRM kromotogram

Gluamine F14MRMofZ channesls ES+
e 081 147.1 = 34.1
1.167e+007
100- 906368.12
L
0 T T T T T T T |I T
Afcid
100+ Glutamme;?.mz;slﬂbs.ﬂ
%_
0

Sekil 4.41. Glutamin amino asidinin MRM kromotogrami
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F15:MRM o f2 channelk ES+
1431 = B4

Glutamic acid
Abcid 082 2 137=+008
2.137e+00
100~ 15368828
%_
0 1

min

Glutamic acid; (.62 51482 43

T T T T
F15:MRM o f2 channelk ES+

7 5832+005

Sekil 4.42. Glutamik asit amino asidinin MRM kromotogram

Methioning FI8MRM of 3 channels ES+
Adcid 0ge 180.2= 1041
1.410=+007
100 116785012
Y
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T miﬂ
FIGMRM of 3 channels ES+
Adcid 150.2>133.2
10 M=thionine;0 551288264 50 9.8282+008
Y
e T T i
FIGMRM of 3 channels ES+
Adcid 089 1502 > 561
- 1.780e+007
100 214418275
1
B ———i— e b b e T ITIT
030 040 050 060 OTD O0B0 020 100 110 120 130 14D 150 180 17D 130 130

Sekil 4.43. Methionin amino asidinin MRM kromotogram
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Phenylzlznine F18 MRMof4 channels ES+

AAcid 113 18682 > 103.1
1.256=+008
100 12557302.00 i
S
e i
F12 MRMofd channels £
AAcd 1862 >T
1004 Phenyslaning;3.33;817 7875 00
'J'Ip_
o T T T T T T T T T T T L T T |I T T T T T T T T T T T min
F18 MRM o4 channels
Abcid 1832 > 12007
100 Fhenylalanine;3.32:20182354.00 1.3422+008
kS
) ) 410
o T T T T T TrrreT T T T T T T T T TTTrrTTrT T T T T min
F13MRMof4 channels ES+
AAcd 1682=%1.2
00 Phenylalaning;1.34; 1566387 75 1.773e+007
S
I
o L L A R L e min
280 250 3.00 310 320 330 340 350 36D 370 1] 350 400 410
Sekil 4.44. Fenilalanin amino asidinin MRM kromotogram
Arginin F1$MRM of 3 channe|
g 0Eg 7523 70
1337e+007
0 ERE1TT 44 074
Y
0 T T T T T T T T T Iu T T T T T T T T T T T T T T T i
FISMRM of 2 channels ES+
Adcid 175.2= 80
ini p 5 573=+008
100 Arginin 0 .?9.488353.38
W
O pr————————————————— ———Tr T Tir

F13MRM of 1 channek ES+
Abcid 1752 = 118
Arginin 0 53,365 187591 5.305e+008

0

1 1 I T T T T T T T T
010 020 030 0.40 050 080 010 080 050 100 110 1.20 1.20

Sekil 4.45. Arginin amino asidinin MRM kromotogrami
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Tyosing F20:MRMof3 channels ES+

o fEh) 18218 1850
1.108e+008
200 12386736 00
%
Q T T T T |I |I T T T T T T T T T T T T i
FZ0:MRM o f3 channels ES+
Ahcid 18218 > 1381
- Tyosine;1.30;12278174 00 1.102e+008
3
0 T T T T = |I T T T T T T T T T T T T min
FZ0:MRMof2 channels ES+
Abcid 182.18 = 1231
100 Tyosine;1.30 530463600 8535e+ 007
% A
0 1 1 -
T T T T T I e B aan T T T T T T T T T T T T T min
0480 100 110 120 1320 .40 150 180 1.70 180 180 2.00
Sekil 4.46. Tyrosin amino asidinin MRM kromotogrami
Tneophan F21:MRM of 3 channelsE 5+
Ao 431 205.1% 1181

14T BRIET 00 134124008

1004
o T T T T T T T = T T T T T T T T L T T T T T T min

F21:MRM of 3 channels ES5+

Ao 2051 =91
100~ Trypophand 20480502350 4 33524007
%_
481
| -
e e T T T T
F21:MRM of 3 channels ES5+
Ao 2051 = 18816
100~ Trpiophan:4 19;19555130.00 13424002
) L
I
0 e
/] 420 430 4.40

400 41

Sekil 4.47. Triptofan amino asidinin MRM kromotogrami
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Cizelge 4.7. Lilium candidum ¢iceklerinde bulunan serbest amino asit iceriginin UPLC-ESI-
MS/MS ile analiz sonuglar1 (ng/100g kuru agirhk + standart sapma)

Amino asit Alikonma zamani ng/100g + SS
(Dakika)

Arginin 0.59 24 +£0.35
Asparagin 0.62 126 £0.13

Glutamik asit 0.62 3+£0.31
Glutamin 0.61 25+0.34
Izolesin 1.59 547 +£0.79
Losin 1.45 81+£0.26
Lizin 0.61 27 +0.55
Methiyonin 0.98 62 +0.63
Fenilalanin 3.33 568 +0.57
Prolin 0.66 85+0.42

Threonin 0.62 3+£0.34
Triptofan 4.21 520 £0.64
Tirozin 1.30 232 +0.49
Valin 0.82 275 £0.79

4.9. Aroma Bilesenlerinin Headspace GC/MSD ile Analiz Sonuclar

Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinin aroma maddeleri Headspace GC/MSD
kullanilarak belirlendi. Mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinden 5g alinarak ve
Headspace vialine yerlestirildi. Uzerine 1g magnezyum siilfat ilave edilerek kapag1

bir krimper ile 1yice sikildu.

Mikro ekstraksiyon i¢in cihazin oto sampler kismina yerlestirilen vial injeksiyon igin
cihaz firin kismma gonderildi. 30 dakikalik ekstraksiyon iglemi sonunda vial {ist
kisminda biriken aroma maddeleri 14 psi basinca sahip helyum gazi ve 1sitilmis bir

trasferlile hatt1 ile GC/MSD ye gonderildi ve analiz bu sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 4.48. Mis zambag (Lilium candidum) cigekleri headspace GC/MSD kromatogrami

109




Cizelge 4.8. Beyaz zambak (Lilium candidum) c¢iceklerinin Aroma Verici Bilesen Yiizdeleri

No Bilesen Ad1 R.T. (min.) | Yiizdesi (%)
0.452 8.63
1 2-Oktanol
i 0.572 1.58
2 2,5-Heptadien
1.226 2.83
3 Hegzanal
1.643 241
4 2-Hegzanal
L . 2.427 0.45
5 Hegzanoik asit, metil ester
. 3.321 0.42
6 Beta-Pinen
. 4.124 2.86
7 Benzeneasetaldehid
. . 4.897 0.30
8 Linalool oksit
L . 4.975 2.03
9 Benzoik asit, metil ester
. 5.090 63.581
10 Linalool
A 5.296 5.59
11 Feniletil Alkol
. — 7.809 0.44
12 2,6-Octadienal, 3,7-dimetil
Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.10. B grubu Vitaminlerinin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuclar

Tiamin (B; vitamini), Riboflavin (B2 vitamini), Nikotinamid (Bs vitamini), Nikotinik
asit (Bs vitamini), Pantotenik asit (Bs vitamini), Piridoksin (Be vitamini), Biotin (B7
vitamini), Folik asit (Bg vitamini) ve Siyanokobalamin (B12 vitamini), UPLC-MS/MS
(Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi.
Ayrim Acquity UPLC BEH C18 kolonu (1.7um 2.1x100mm) kullanilarak 40°C’da
gerceklestirildi. Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi 1pl’dir. Mobil faz
olarak A solvent hattinda %0.5’lik CH3COOH igeren H20O, B solvent hattinda ise
%0.5’lik CH3COOH iceren CH3CN kullamlmustir. Ilk énce 6 noktali kalibrasyon
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egrileri ¢izilen tiim vitaminler daha sonra cihazda analiz edilmis ve miktar tayinleri

yapilmustir.
Lilium_candidum Smooth(Mn,2x2) Thiamine (B1) F8:MRMof 1 channel ES+
120925 Lilium_candidum 047 265.1>122
* 8.037e+005
100+ 21927.90
%_

min

O-Wmmmwrmrrqurwqrwqmwm“%lmmrm—w\

0.150 0.200 0.250 0.300 0.350 0.400 0.450 0.500 0.550 0.600 0.650 0.700 0.750 0.800

Sekil 4.49. Thamine (B: Vitamini) bilesigi kromatogram
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F9:MRMof 1 channel ES+

Lilium_candidum Smooth(Mn,2x2) Riboflavin (B2)
120925 Lilium_candidum 335 377.2>243
* 1.129e+007
100+ 261935.77
%_

a i i
L o L L L B B B i B e e e e e e 011

3.200 3.250 3.300 3.350 3.400 3450 3.500 3.550 3.600 3.650

ewe

Sekil 4.50. Riboflavin (B2 Vitamini) bilesigi kromatogram

F2:MRMof 1 channel ES+

Lilium_candidum Smooth(Mn,2x2) Nicotinic acid (B3)
120925 Lilium_candidum 050 123.9>80
* 5.597e+006
100+ 209946.00
%1 060
L A L T L L T T e e T

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 110 120 1.30 1.40 1.50

Sekil 4.51. Nikotinik asit (Bs Vitamini) bilesigi kromatogrami
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Lilium_candidum Smooth(Mn,2x2) Pyridoxine (B6) F4:MRMof 1 channel ES+
120925 Lilium_candidum 0.69 170> 152
100 974361.75* 2.017e+007

%.
T | —— .
0- min
0.400 0.450 0.500 0.550 0.600 0.650 0.700 0.750 0.800 0.850 0.900 0.950 1.000
Sekil 4.52. Piridoksin (Bes Vitamini) bilesigi kromatogram
Lilium_candidum Smooth(Mn,2x2) Folic acid (B9) F10:MRMof 1 channel ES+
120925 Lilium_candidum 235 442.2>295
i 8.119e+005

100- 54264.40

%.

L M RLEN Ly Ly L L S L L S e L L S S L L s s wa e ey sl )

2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2.750

Sekil 4.53. Folik asit (Bo Vitamini) bilesigi kromatogrami
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Cizelge 4.9. Mis Zambag (Lilium candidum) ci¢ekleri bulunan suda ¢6ziinebilen vitaminlerin
UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuclar1 (ng/100g kuru agirhk + standart sapma).

No Vitamin Ad R.T. (min) Lilium candidum
1 Tiamin (B1 vitamini) 0.470 2.88 £ 0.01
2 Riboflavin (B; vitamini) 3.350 34.41 £ 0.03
3 Nikotinamid (B3 vitamini) 0.500 27.58 £0.03
4 Piridoksin (B vitamini) 0.690 128.00 = 0.03
5 Folik asit (Bg vitamini) 2.350 7.12£0.05

4.11. Antioksidan Aktivite Sonuglari

4.11.1. p-karoten Renk A¢ilim Yoéntemi Sonuclari

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinin metanol ekstreleri ve metanol
ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarinin toplam antioksidan aktivitesi (lipit peroksidasyonu inhibisyon
aktivitesi) B-karoten renk acilimi yontemi kullanilarak belirlendi. Buna gore mis
zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinin, etil asetat ekstrelerinin toplam antioksidan

aktivitesi, 100pg/mL ekstre olan ¢ozeltilerde % 70.20+0.32 inhibisyon tespit edildi.

4.11.1.1. Mis zambag: (Lilium candidum) c¢icekleri lipit peroksidasyonu inhibisyon

aktivitesi sonuclart

Bu yonteme gore metanol ekstresinin ve metanol ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin lipit peroksidasyonunu kayda deger bi¢imde inhibe etmektedir. Tiim
orneklerde artan konsantrasyonla inhibisyonlarin da arttig1 izlenmektedir. Etil asetat
fraksiyonu hekzan ve metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite gosterdi
(%83,24+1.95). Ikinci sirada metanol ekstresi aktivite gosterdi (%71,5+3.50).
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Cizelge 4.10. Mis zambag (Lilium candidum) ¢iceklerinin B-karoten renk acilimi yontemiyle
lipit peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% inhibisyon)

B-karoten linoleik asit Aktivitesi

Ekstreler/Fraksiyonlar 50pg 100pg 200pg 400pg 800ng
Hekzan 16.14+0.21 [21.30£0.59 | 44.66+2.07 |55.96x1.78 |56.81+1.18
Cal;ll(ljlit(lirgm Etil asetat 68.78+0.35 [ 70.20+£0.32 [ 74.60+1.17 |79.45£1.23 |83,24+1.95
Metanol 52.30+0.97 | 58.19+£1.52 | 65,35+2.16 | 67,22+2.21 |71,5+£3.50

a-Tokoferol 77.77+£0.48 | 90,05+0.54 | 90,45+0.69 |[93,20+0.55 |93,65+0.58
Standartlar

BHA 66.79+0.26 |79,40+0.37 | 82,39+0.38 |83,24+1.16 |92,22+1.18

Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

TOPLAM ANTIiOKSIiDAN AKTIVITE
(B-KAROTEN-LINOLEIK ASIT YONTEMI)

BHEKZAN METILASETAT ®METANOL ma-TOC © BHA
100
90 -I
80 -
68,78 I 70,2
70 -

60

83,24

50 -

40

ABSORBANS (nm)

30 4

20 A

10 1

50 100 200 400 800
KONSANTRASYON (pg/mL)

Sekil 4.54. Mis zambag (Lilium candidum) ciceklerinin p-karoten renk acilimi yontemiyle lipit
peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% inhibisyon) siitun grafigi

4.11.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Sonuclari

Bu yontemde mis zambagi (Lilium candidum) ¢igeklerinin etil asetat fraksiyonu
hekzan ve metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite gostermektedir (Cizelge 4.11.).

Toplam fenolik bilesik miktar1 ile dogru oranti olan bu ydntemin sonugclari,
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aktivitenin bu fraksiyonda bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklandigini dogrular

yondedir.

Cizelge 4.11. Beyaz zambak (Lilium candidum) ¢iceklerinin tiirlerinin DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi (% inhibisyon)

DPPH Aktivitesi
Ekstreler/Fraksiyonlar 50ng 100pg 200pug 400pug 800pug
Hekzan 5.00+0.24 |10,78+0.59116,25+2.07 |21,73+1.78 |28,00+1.18
Ca'-r:gi‘:jt‘m Etil asetat 30.42+0.16 [ 48,2440.32 | 73,44+1.17 | 80,63+1.23 [81,86£1.95
Metanol 27.17£0.97 [ 46,10+£1.52 | 71,45+2.16 | 77,92+2.21 |74,70+3.50
Standartlar a-Tokoferol 58.07+0.48 | 80,48+0.54 | 80,83+0.69 | 80,74+0.55 |82,09+0.58
BHA 60.36+0.29 | 80,24+0.37 | 80,93+0.38 | 81,84+1.16 | 81,64+1.18
Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

DPPH SERBEST RADIKAL GIiDERIM AKTIVITESI
m HEKZAN ETiL ASETAT METANOL a- TOC BHA
90 -
80,63 81,86
80 I 73,44 L I
.
70 -
60 -
€ 48,24
g 50 7 -
=
S 40 -
2 30,42
30 1 L
20 -
10 -
0 >
50 100 200 400 800
KONSANTRASYON ug/mL

Sekil 4.55. Mis zambag (Lilium candidum) cigeklerinin tiirlerinin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi (% inhibisyon) siitun grafigi

4.11.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Sonuclar:

Bu yontemde de mis zambagi (Lilium candidum) gigeklerinin etil asetat fraksiyonu

ve metanol ve hekzan ekstresinden daha yiiksek aktivite gostermektedir (Cizelge

116



4.12). Toplam fenolik miktar1 ve DPPH siiplirme aktivitesi ile dogru orant1 olan bu

yontemin sonuglart ABTS ™ siiplirme aktivitesinin bu fraksiyonda bulunan fenolik

bilesiklerden kaynaklandigi goriilmektedir.

Cizelge 4.12. Beyaz zaambak (Lilium candidium) ciceklerinin ABTS yontemiyle radikali giderim

aktivitesi (% inhibisyon)

ABTS Aktivitesi
Ekstreler/Fraksiyonlar 50pg 100pg 200pg 400pg 800ng
Hekzan 18.77+0.31 | 24.19+0.59 | 36.60+2.07 |47.89+1.78 |59.45+1.18
cal;:(ljlil:ij Etil asetat 49.97+0.19 | 67.72+0.32 | 79.28+1.17 |89.37+1.23 |89,99+1.95
Metanol 41.97+1.15 | 65.03+£1.52 | 78.08+2.16 | 87.66+2.21 |86.90+3.50
a-Tokoferol 89.43+0.38 [ 89.30+0.54 [ 89.38+0.69 | 89.43+0.55 |90.38+0.58
Standartlar
BHA 89.33+£0.21 | 89.46+0.37 1 89.58+0.38 | 89.46+1.16 [90.14+1.18
Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
ABTS KATYON RADIKALI GIDERIMi AKTIVITESI
WHEKZAN WETIL ASETAT WMETANOL g-TOC wBHA
100 - 89,37 89,99
m e - — e e o =
%0 79,28 |
80 - Sl an
= 70 67,72
5 T
2 607 4997
é 50 -
O 40 -
)
2 30 -
20 -
10 -
O T T T |7
50 100 200 400 800
KONSANTRASYON (pg/mL)
Sekil 4.56. Beyaz zaambak (Lilium candidium) ¢giceklerinin ABTS yontemiyle radikali giderim

aktivitesi (% inhibisyon) siitun garfigi
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5. SONUC ve TARTISMA

Yapilan bu c¢alismada oOncelikle mis zambag (Lilivm candidum) Dbitkisinin
ciceklerinden proteaz enzimi saflastirildi; mis zambaginda (Lilitm candidum) A

vitamini, E vitamini ve C vitamini miktarlar1 belirlendi.

Literatiir arastirmalarimiz sonucunda proteaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan
en yaygin yontemin iyon degisim kromatografisi oldugu belirlenmistir ve bu yontem

2 basamaktan olusmaktadir.

1. Basamakta %60-80 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve ¢okelekte

yiiksek proteaz aktivitesi belirlenmistir.

2. Basamakta ise diyalizlenen enzim homojenatt CM-Sephadex iyon degisim
kolonuna yiiklenmis ve 0,1-0,5 mM NaCl ile tuz gradienti olusturularak eliie edilmis

ve aktif eltiatlarda protein tayini yapilmistir.

Miz zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden 2 basamakta saflastirilan proteaz
enziminin aktivite-absorbans grafigi Sekil 4.2.’de verilmistir. Ayrica her basamakta
spesifik aktiviteler hesaplanarak saflastirma tablosu olusturulmus ve proteaz
enziminin 59,62 kat saflastirildigi belirlenmistir. Mis zambagi (Lilium candidum)
cigeklerinden saflastirilan proteaz enziminin safligini kontrol etmek amaciyla SDS-
PAGE yapilmigtir. Enzimin saf oldugu belirlenmis olup jelin fotografi ¢ekilmistir.
Jelin fotografi Sekil 4.3.’te gosterilmistir.

Mis zambagi (Lilium candidum) ciceklerinden proteaz enziminin optimum pH
degerini belirlemek i¢in pH:4-10 araliginda aktivite dl¢iimleri yapilmis ve aktivite-
pH grafigi cizilmistir (Sekil 4.4.). Enzimin optimum pH’sinin 7 oldugu ve pH:4-9

araliginda aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Mis zambagi (Lilium candidum) g¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin

optimum sicaklik degerini belirlemek amaciyla 0-100°C araliginda enzimin aktivitesi
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Olciilmiis ve optimum sicakligin 70°C ve enzimin 40-80°C araliginda aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
molekiil agirligi jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak 29,7 kDa olarak
belirlenmistir. Jel filtrasyon kromatografisi standart grafigi ve molekiil agirlig1 tayini

grafigi sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de verilmistir.

Mis zambag: (Lilium candidum) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin kazein
substratina karsi Km Ve Vmax degerlerinin hesaplanmasinda Linewear-Burk grafikleri
olusturulmus ve Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1,18 pM ve 1,11 pg/mL*dakika
olarak hesaplanmustir (Sekil 4.8).

Mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
substrat spesifikligini belirlemek i¢in hemoglobin, jelatin, azoalblimin, azokazein
substratlarina karsi proteolitik aktivite dlgtimleri yapildi ve Linewear-Burk grafikleri
cizildi. Bu grafiklerden yararlanilarak her substrat icin Km Ve Vmax degerleri
belirlendi ve en fazla ilginin kazein substratina karsi oldugu goriildii. Sonuglar

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
aktivitesi iizerine Hg?", Mn?*, Ca?*, Fe?*, Fe**, Ni?*, Mg®" (10 mM, 1 mM, 0,1 mM)
katyonlarinin etkisi de belirlenmigstir. Tiim katyonlarin kloriirlii tuzlarr kullanilmistir.
Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi Mg?*, Fe®*, Ca?" iyonlarinin enzimi aktivite ettigi Hg?",

Mn?*, Ni?* katyonlarinin enzimi inhibe ettigi belirlenmistir.

Mis zambagi (Lilium candidum) c¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM B-merkapto etanol, SDS, EDTA ve
iyodasetamid kimyasallarinin etkisi belirlenmistir. SDS ve EDTA’nin diisiik
konsantrasyonlarda enzimi kismen inhibe ettigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise
uygulanan tiim kimyasallarin enzimi tamamen inhibe ettii belirlenmistir (Cizelge

4.4).

Mis zambag (Lilium candidum) ¢igeklerinden bulunan C vitamini, E vitamini ve A

vitamini miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Fenolik bilesikler, bitkilerin goriiniis, tat ve lezzet gibi tiikketim agisindan énemli olan
kalite 6zellikleri tizerine etkileri ve dogal antioksidan olarak insan sagligi {izerine
olumlu etkileri nedeniyle Onemli bilesenlerdir. Meyvelerin rengini etkileyen
antosiyaninler  fenolik  bilesiklerin  genis bir grubunu olusturmaktadir.
Antosiyaninlerin meyve ve triinlerine verdigi renk, tiiketici tercihleri ve kalite
Ozellikleri agisindan ticari bir deger olarak kabul edilebilir. Antosiyaninlerin, gida
endiistrisinde dogal renklendirici olarak kullanilmasi fenolik bilesiklerin 6nemini
artirmaktadir. Ayn1 zamanda fenolik bilesiklerin bir kism1 dogal tatlandirici olarak da
kullanilabilmektedir. Saglik acisindan, sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen
etkileri nedeniyle dogal antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesiklere olan ilgi her
gecen giin artirmaktadir. Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp
hastaliklari, katarakt, goz hastaliklari, yaglilik hastaliklar1 vb. birgok hastalig
engelleyebildigi ifade edilmektedir. Bu nedenle fenolik madde igerigi yiiksek olan
meyve ve sebze tliketimi hastaliklara yakalanma riskini azaltmakta ve saglik {izerine
olumlu etkide bulunmaktadir. Meyve sebzelerde niteliklerine gore gesitli fenolik
bilesikler farkli oranlarda bulunabilmekte ve gidalarin renk, tat ve lezzetini
etkileyerek gidalarin albenisini onemli sekilde etkilemektedirler. Ayrica fenolik
bilesiklerin dogal antioksidan kaynag: olmalar1 ve dolayisi ile saglik tizerine olumlu
etkileri nedeniyle meyve ve sebze iiriinlerine olan ilgi giin gegtikce artmaktadir.

Mis zambagi (Lilium candidum) g¢igeklerinde fenolik bilesik bakimindan zengin
oldugu bulunmustur. Mis zambagi (Lilium candidum) ciceklerinde major olarak,
Kaempferol ve Ferrulik asit bilesenleri tespit edilmistir.

Mis zambag: (Lilium candidum) ¢igeklerinde bulunan serbest amino asit i¢eriginin
UPLC-ESI-MS/MS ile analiz edildi (Cizelge 4.7.). Lilium candidum gigeklerinde
serbest amino asitin hemen hemen tliimiine degisik miktarlarda rastlanildi.
568+0.52ug/100g  Fenilalanin, 547+0.45ug/100g  Izoldsin, 520+0.33ug/100g
Triptofan, 275+0.23ug/100g Valin ve 81+0.41ug/100g Losin gibi esansiyel amino

asitlere digerlerine gore yiiksek oranda rastlanilmis olmasi ¢ok 6nemlidir.

Mis zambaginin (Lilium candidum) ¢igeginin aroma maddeleri Headspace GC/MSD
kullanilarak belirlendi (Cizelge 4.6). Analiz sonucunda Linalool (%63.58), 2-Octanol
(%8.63), Feniletil Alkol (%5.59), Benzeneasetaldehit (%2.86), Hegzanal (%2.83), 2-
Hegzanal (%2.41), Benzoik asit, metil ester (%2.03), 2,5-Heptadien (%1.58),
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Hegzanoik acit, metil ester (%0.45), 2,6-Octadienal, 3,7-dimetil (%0.44), Beta-Pinen
(%0.42) ve Linalool oksit (%0.30) bilesenleri tespit edilmistir.

Mis zambagmin (Lilium candidum) ¢ig¢eginde bulunan B grubu vitaminleri UPLC-
ESI-MS/MS analiz edilmistir. Tiamin (2.88+0.01), Riboflavin (34.41+0.03),
Nikotinamid (27.58+0.03), Piridoksin (128.00+0.03) ve Folik asit (7.12+0.05)

mg/100g (kuru agirlik + standart sapma) bulunmustur.

Toplam antioksidant aktivite belirleme y6ntemlerinden biri olan bu sistem linoleik
asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit tiriinlerinin -karoten Karakteristik sar1
rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk giderinin spektroskopik olarak takip

edilmesi esasina baglidir.

Linolenik asit + (O2-H20) —— Konjuge dienler ve Bozunma {iriinleri

|

B-karoten — Renk agilimi

Linoleniik asit + (O2-H20) + B-karoten + Antioksidant—» Rengin

korunumu

Sistemde antioksidantlarin bulunmasi ya da sisteme antioksidant igerikli 6ziitlerin
ilave edilmesi, linoleik asidin oksidasyon sonucu linolenik asitin par¢calanmasindan
olusan peroksit iirlinlerinin, bu antioksidantlarla notralize edilmesini saglar. Bunun
neticesi olarak da P-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur dolayisiyla
orneklerin daha yiikksek absorbansi daha yiliksek antioksidant aktiviteyi

gostermektedir.

Mis zambag: (Lilium candidum) ciceklerinin toplam antioksidant aktiviteleri ayni
derisimdeki BHA ve o-tokoferol standartlarinin antioksidant aktiviteleri ile
karsilastirilmis ve sonuclar Sekil 4.54.°de verilmistir. Tiim Oziitlerin derisiminin
artmasiyla, antioksidant aktivitelerinin de arttigi gériilmektedir. Lilium candidum da
en yiiksek aktiviteye sahip, etil asetat ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziit olup
800ug’nin inhibisyonu %83.24 olarak bulunmustur. Sentetik antioksidantlar olarak
kullanilan BHA (%92.22) ve a-Tokoferol (%93.65) ile karsilastirildiginda bu degerin

standart antioksidanlara oldukc¢a yakin oldugu goriilmektedir.
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Son zamanlarda, kararli organik bir radikal olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali
(DPPH') mantar oziitleri ve gesitli yiyecek maddelerinin antioksidant aktivitelerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontem DPPH radikalinin alkolde
hazirlanan ¢ozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidant madde varliginda radikal
olmayan DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak 0lgiilmesi esasina
dayanir. DPPH radikalinin 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla
orantili olacak sekilde antioksidant aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlenir.

Tepkime mekanizmasi asagidaki sekilde gosterilebilir.

DPPH: + Antioksidant-H ——» DPPH-H + A

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH radikali derisimi
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidant
maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizlidir. 30 dakikalik

analiz siiresi ve insan giicii acisindan kolay olmasi nedeniyle daha c¢ok tercih edilir.

Cizelge 4.9.°de goriildiigii gibi calisilan konsantrasyon araliginda, her bir Oziitiin
artan miktar1 ile DPPH serbest radikal giderim aktiviteleride artmaktadir. En ytliksek
inhibisyon sadece etil asetat ekstraksiyonu ile elde edilmis o6ziitte oldugu
goriilmektedir. Etil asetat 6ziitiin 800pug’mnin antioksidant aktivitesi Lilium candidum
da %81.86 tespit edilmistir. Sentetik bir antioksidan olan BHA’nin antioksidant
aktivitesi %81.64 ve a-Tokoferol’iin %81.64 olarak 6lgiilmistiir. Fenoller, hidroksil
gruplart igermeleri nedeniyle radikal yok etme yetenegine sahip bilesiklerdir. Bu
onemli bitki bilesenleri hidroksil gruplarindan hidrojenlerini radikallere vererek
kararli fenoksil radikalleri olustururlar ve antioksidant aktivitede dnemli rol oynarlar.
Bu yiizden bitki oziitlerinin antioksidan kapasitelerinin tayininde fenolik bilesik

miktarlarinin belirlenmesi olduk¢a énemlidir.

Giliniimiizde, yapay maddelerden kagisin artmasinin dogal fenolik maddelerin
onemini daha da artiracagi agiktir. Gida, deri ve farmakoloji alanlarindaki kullanim
olanaklar1 yaninda, insan sagligi iizerine de Onemli etkileri bulunan fenolik
maddelerin etki mekanizmalarmin anlasilmas1 ve teknolojik olarak kullanilabilme
yollariin arastirilmasinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu dogrultuda, fenolik

maddelerce  zengin olan meyve ve sebze endiistrisi atiklarmin  da
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degerlendirilmesinde bu kaynaklarin kullanilmasini saglayabilecek yeni tekniklerin
tizerinde calisilmast ve endiistriyel kullanim olanaklarinin arastirilmasinin 6nemli

oldugu diisiiniilebilir.

Bu calismada Mugla ve c¢evresinde dogal olarak yetisen bilimsel adi Lilium
candidum olan bitki tiiriinden proteaz enziminin saflastirilmasi, karakterize edilmesi,
A, C, E ve B grubu vitaminleri, amino asit miktari, fenolik bilesenleri, antioksidan
kapasitesi ve ugucu aroma verici bilesenleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar ile
elde edilen veriler sonucunda Lilium candidum bitkisinin kozmetik endustrisi i¢in

¢ok onemli bir hammadde kaynag1 olabilecegi sonucuna varildi.
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EKLER

Beyaz zambak (Lilium candidum) 50-130 cm’ ye kadar boylanabilen, ¢ok yillik,
dayanikli soganli bir bitkidir. Cigekleri huni seklinde olup karbeyazi renginde ve 2-
12 ¢igeklidir. Yapraklar spiral dizilisli, parlak ve tiiysiidiir. Cigekler keskin kokulu,
sogan ise sarimsi beyaz renklidir. Kumlu ve tash topraklarda, yapragini doken
agaclarin bulundugu tasli orman alanlarinda, otlu, yesilli ve ¢imenli yerlerde, 10-
1300 m’lerde yayilig gosterir. Cigceklenme zaman1 Mayis ayidir.
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Dogadan toplanan mis zambagi c¢igekleri c¢esitli ¢oziiciilerde ekstrakte edildi.
Ektraksiyon iglemleri sonucu elde edilen 6ziit ile gerekli kimyasallar karistirilarak

mis zambagi ¢igek 6zii igeren cilt bakim {iriinii elde edildi.
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Mis zambagi ¢icegi 6zii iceren cilt bakim kremi.
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