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OZET

Gida kat1 maddeleri birgok besinde antimikrobial ajan olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sodyum Benzoat (SB)’in insan ve bir¢cok hayvanda toksik oldugu bir¢ok ¢alismada rapor
edilmistir. Bu c¢alismanin amaci katesin ve Kkuersetinin insan eritrositlerinde SB’in
olusturdugu oksidatif strese karsi in vitro olarak koruyucu etkisini arastirmaktir. Bu amagla
SB’nin farkli dozlar1 (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml) ile kategin (10 uM) ve kuersetin (10
pM)’nin malondialdehit (MDA) seviyesi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktiviteleri iizerine olan
etkileri eritrositlerde calisilmistir. Kontrol grubuna hicbir kimyasal verilmemistir. Deney
grubu ise bes gruba ayrilmistir: katesin, kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin. SB’nin
her bir dozu hazirlanan eritrositlerle 37 °C’de 60 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra
antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA seviyesi belirlenmistir. SB’nin artan dozlarinda
MDA seviyesinin arttigi SOD, CAT, GPx ve GST aktivitelerinde ise istatistiksel olarak bir
azalma meydana getirdigi tesbit edilmistir (p<<0.05). Katesin ve kuersetin ile muamele edilen
gruplarda bu iki maddenin SB’in diisiik konsantrasyonlarinin meydana getirdigi oksidatif
strese karsi eritrositlerde koruyucu oldugu tespit edilmistir. Ancak bu yararli etki sadece
SB’in diisiik uygulama dozlarinda (12.5 ve 25 pg/ml) goriilmiistiir. Eklenen katesin ve
kuersetinin (10 uM) SB’nin yiiksek konsantrasyonlarmin toksik etkisini degistirememistir.

Anahtar Kelimeler: sodyum benzoat, oksidatif stres, eritrosit, katesin, kuersetin, in vitro
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ABSTRACT

Food preservatives are commonly used as antimicrobial agents in many kinds of foods. A
number of toxicological studies of sodium benzoate (SB) have been reported in humans and
various animal species. The purpose of this study was to show the protective effect of
catechin and quercetin in adversing SB-induced oxidative stress in human erythrocytes in
vitro. So, the effects of various doses of SB (6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/ml), catechin (10
uM) and quercetin (10 uM) on level of malondialdehit (MDA) and the activities of enzymes
of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione-S-transferase (GST) in erythrocytes were studied. No chemicals were
administered for control group. The experimental groups were divided into five groups:
catechin, quercetin, SB, SB + catechin, SB + quercetin. Each SB dose was incubated with a
previously prepared erythrocyte sample at 37 °C for 60 min. After incubation, antioxidant
enzymes activities and MDA levels were detected. MDA level increased and activities of
SOD, CAT, GPx and GST were significantly observed with the increasing concentrations of
SB treatment (p<0.05). Treatment of catechin or quercetin protected the erythrocytes
exposed to low concentrations of SB against oxidative stress. But these effects were seen
only at extremely low concentrations of SB (12.5 and 25 pg/ml). The supplement of catechin
or quercetin (10 uM) have not changed effects of SB-caused toxicity at a high
concentrations.Key words: sodium benzoate, oxidative stress, erythrocytes, catechin,

quercetin, in vitro
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci

Bu caligmanin amaci, gida katki maddelerinden birisi olan SB’1n ¢esitli dozlarinin
insan eritrositlerinin antioksidan enzimlerine (SOD, CAT, GPx ve GST), LPO

etkisini ve flavonoidlerden katesin ve kuersetin’in koruyucu roliinii aragtirmaktir.
1.2.Tezin Konusu ve Onemi

Modern gida teknolojisinde islenmis gidalarin {iretiminin artmasiyla birlikte
kimyasal koruyucularin bu alanda kullanimi da hiz kazanmistir. Bu koruyucular,
mikrobiyolojik, enzimatik veya kimyasal degisiklikler yiiziinden ortaya c¢ikan
besinsel kaybi1 engellemek veya geciktirmek ve gidalarin raf Omriinii uzatmak
amaciyla gidalara ilave edilmektedir [1]. Koruyuculardan sodyum benzoat (SB)
benzoik asidin tuzudur, bunlar gidalarda kiif, bazi bakteriler ve mayalarin
gelismelerini inhibe ettiklerinden dolay1 koruyucu olarak kullanilmaktadirlar. JECFA
(Gida katk1 maddeleri eksper komitesi), SB’m giinliik kabul edilebilir alim miktarin1
(ADI) 0-5 mg/kg viicut agirligi olarak belirtmistir. Bu koruyucu madde pek ¢ok gida

maddesinde antimikrobiyal madde olarak kullanilmaktadir [2].

Bu tez c¢aligmasinda eritrositlere uygulanan SB’in neden oldugu toksik etkiyi
azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak icin katesin ve kuersetin kullanilmistir.
Katesin ve kuersetinin aralarinda bulundugu flavonoidler dogada yaygin olarak

bulunan polifenoller i¢inde yer alan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir[3].

Bu calisma, gida katki maddesi SB’m ¢esitli dozlarinin uygulanmasi sonucu insan
eritrositlerinde meydana gelen hasarin in vitro olarak belirlenmesi, antioksidan enzim
sistemlerinde meydana gelen degisikliklerin incelenmesi, katesin ve kuersetin’in
koruyuculugunun ortaya konulmasi ve bu konuyla ilgili ¢esitli caligmalara katki

saglamasi agisindan onemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri ve Kullanim Alanlari

Gilintimiizde giderek gereksinimi artan ve bu nedenle de hizla gelisen gida
teknolojisinde kullanilan gida katki maddeleri toplumun beslenmesi acisindan ¢ok
onemlidir. Gidalarin goriiniim ve lezzetlerini toplumun arzu ettigi duruma getirmek,
bozulmalarini 6nleyerek daha uzun saklanabilmelerini saglamak amaci ile gidalara

cesitli kimyasal bilesikler katilmasi diisiiniilmiis ve uygulamaya konulmustur [4].

Modern gida teknolojisinde gida katki maddeleri giderek daha da onemli hale
gelmektedir [1]. Gida katki maddeleri ve koruyucu katki maddeleri modern diinyanin
vazgecilmezleri arasindadir. Bunlar, hazir gidalar1 boyama, tatlandirma, besleyici
olma veya antimikrobiyal Ozellik gibi degisik amaglarla kullanilmaktadir.
Glinlimiizde 20.000’in tiizerinde katki maddesinin oldugu bilinmektedir ve bu

maddelere bagh allerjik reaksiyonlar azimsanmayacak kadar siktir [5].

Gida katki maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde s6yle tanimlanmaktadir.
Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya da yardimci maddesi olarak
kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan, secilen teknoloji
geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul maddede
bulunabilen, gidanin iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve

diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir [6].

Katki maddeleri ¢ok eski zamanlardan beri kullanilmaktadir.Eski devirde insanlar
gidalarm tiitsiileyerek, sirke ile (asetik asit), yanmis kiikiirtle, tuzlamak ve salamura
yapmak suretiyle korumaya ¢alismislardir. Bu insanlar gidalarin1 bocek kabuklarini
ezerek elde ettikleri kirmizi boya ve safran gibi dogal boyalarla da
renklendirmislerdir. Ayrica arap sakizi (gam arabik) ile besinlerinin kivamlarini
arttrmiglardir.  Bu maddelerin  birgogu bugiin de {ii¢ temel fonksiyon igin

kullanilmaktadirlar: kozmetik, koruyuculuk, isleme [7].



Glinlimiizde besinlerin iiretim ve tiiketim iliskileri, gida katki maddelerinin (GKM)
kullanimin1 teknolojik bir zorunluluk olarak ortaya koymaktadir. Endiistrinin
gelismesi ile besin {iretiminin ve islenmesinin artmast GKM kullanimmi da
artirmistir. Beslenme aliskanliklarinin degismesi, besin hazirlama i¢in daha az zaman
ayrilmasi gibi nedenler yar1 hazir veya ticari olarak tamamen hazirlanmis olan besin

iiretimini tesvik etmis, bu da GKM kullanimimni ka¢milmaz kilmstir [§].

Kullanilabilir gida katki maddeleri, bunlarm belirli dozlarda kullanimlarinin uygun
olduguna dair hazirlanan listelerde yer almiyorsa, belirlenen limitlerin iizerinde
kullaniliyor ve ADI degeri dikkate almmiyorsa, katki maddesi bazi bulaglar:
iceriyorsa, egitimsiz kisilerce teknolojisine uygun kullanilmamasi1 ve kontrol
mekanizmalarmin 1yi isletilememesi durumlarinda tiiketiciler, o6zellikle de risk

gruplary, risk altindadir [4].

Giinliikk hayatimizda farkinda olarak ya da olmayarak yiizlerce ¢esidini tiikkettigimiz
bu maddeler elbette bir kisim yararlar1 i¢in sofralarimizda yer alirlar. Koruyucu,
renklendirici, oksitlenmeyi Onleyici v.s. islevi géren bu maddelerin kullanimi son
yillarda ¢ok hizli bir artis gostermis ve yillik 200.000 ton miktarma ulagmistir.
Tiiketimdeki bu hizli tirmanmaya paralel olarak katki maddelerine kars1 gelisen ve

cok degiskenlik gdsteren yan etkilerde de artma gézlemlenmektedir [9].

Gidalarda katki maddelerinin kullanimi son yillarda giderek artmakla birlikte bati
iilkelerinde alinan gidalarin %75'ini islenmis {riinler teskil eder ve bu iiriinlerde ¢ok
cesitli katki maddeleri kullanilir. Yapilan hesaplamalar bati insaninin yilda 5-6 kg
veya daha da fazla katki maddesi tiikettigini gostermektedir. Bu maddelerin
kullanimiyla 1lgili birgok aksi tesir belgelenmistir. Bunlar arasinda egzama, iirtiker,
dermatit, barsak sendromu, bulanti, kusma, ishal gibi gastrik rahatsizliklar, rinit,
bronkospazm, migren, anaflaksi, hiperaktivite ve diger davranis bozukluklari

sayilabilir [10].

Kullanilmasina izin verilen gida katki maddelerinin siirekli olarak alindiginda toksik
etkiler gosterdikleri bilinmektedir [11]. Bu katki maddeleri gelisiglizel miktarlarda ve
tiizik dis1 olarak gidalarda kullanildig1 zaman halk saglig1 agisindan zararli olabilir.

Son zamanlarda kimyasal karsinojenlere maruz kalma, 6nemli bir sorun haline



gelmistir. Kullanilan gida katki maddeleri saglifa zarar vermeyecek dozlarda
kullanilsalar dahi, bu maddelerin bir siire sonra viicutta birikerek insan sagligmni
tehdit edebilecek miktarlara ulagabilecegi, dokularda hasar meydana getirebilecegi,
kisaca insan i¢in mutajenik ve karsinojenik olabilecegi gibi konular g6z ardi

edilmemelidir [7].

Gida katki maddelerinin 32 degisik fonksiyonu vardir. Gida katki maddeleri hazir
gidalarda bu degisik fonksiyonlardan birini veya birka¢ini yerine getirmek amaciyla
kullanilmaktadirlar. Gida katki maddelerinin bazi kullanim amaclar1 ve ornekleri

asagida verilmistir [12].

Gida Katki Maddeleri kullanim amaclarina gore 4 temel sinifa ayrilmaktadir:

1. Kaliteyi koruyarak raf dmriinii uzatanlar (Koruyucular)
a. Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, propionik asit)
b.Antioksidanlar (BHA, BHT, sorbikasit, kiikiirt dioksit). Gidalarla alinan en 6nemli

antioksidanlar: betakaroten, E ve C vitaminleridir.

2.Yapiy1 ve hazirlama, pisme 6zelligini gelistirenler

a. pH ayarlayicilar

b. Topaklanmay1 dnleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat)
c. Emiilsifiyerler (lesitin, mono ve digliseritler)

d. Mayalanmayi saglayici ajanlar

e. Nem ayarlayicilar

f. Olgunlastiricilar

g. Agarticilar, dolgu maddeleri, kopiik ayarlayicilar, parlaticilar

h. Stabilizorler, kivam arttiricilar, tatlandiricilar

3.Aromay1 ve rengi gelistiriciler
a. Cesni arttiricilar (MSG)
b. Cesni vericiler (Aroma maddeleri)

c. Renklendiriciler (tartrazin, indigotin)



4. Besin degerini koruyucu, gelistiriciler (Besin 6geleri)
a. Diyette eksik olabilecek besin dgelerini ekleme (A, D vitaminleri)

b. Isleme sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

24 farkli kategorideki gida katki maddeleri ise [12]

1. Antioksidanlar 9. Hacim Arttiricilar 17. Nem Tutucular

2. Aroma Arttiricilar 10. Itici Gazlar 18. Parlaticilar

3. Asitler 11. Jellestirme Ajanlar1 19. Renklendiriciler

4. Asitlik Diizenleyici  12. Kabarticilar 20. Sertlestiriciler

5. Aymricilar 13. Kivam Arttiricilar 21. Stabilizatorler

6. Emiilgatorler 14. Koruyucular 22. Tatlandiricilar

7. Emiilgator Tuzlar 15. Kopiiklenmeyi Onleyici ~ 23. Topaklanmay1 Onleyici
8. Enzimler 16. Modifiye Nisasta 24. Un Isleme Ajanlari

E-kodu gida katkilarina SCF (Scientific Committee on Food) tarafindan verilen
kodlar1 gosterir. “E” numara sistemi ile gida katki maddelerinin temel islevlerine

gore smiflamasi su sekildedir [13].

1- Renklendiriciler: E100-180,

2- Koruyucular: E200-297,

3- Antioksidanlar: E300-321,

4- Emiilsifiyer ve Stabilizatorler: E322-500,

5- Asit-baz saglayicilar: ES00- 578,

6- Tatlandiricilar, koku verenler: E620-637,

7- Genis amagh gida katki maddeleri: E900-927 [13].

2.2. Sodyum Benzoat

Benzoik asitin sodyum tuzu olan SB (Sekil 2.1.) hazir gidalarda kullanilan
antimikrobiyal bir maddedir. Giliniimiizde {iretilen pek ¢ok gidalarda oOzellikle
margarinlerde, gazli ve gazsiz igeceklerde, meyve sularinda, soslarda, kakaolu
iriinlerde, biskiivi, gofret, kek ve kremalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida

sektoriinde ayrica tursularda, ketcap ve benzeri soslarda, marmelat ve regellerde,



zeytin Uretiminde, islenmis balik iirlinlerinde ve sekerlemelerde yaygin olarak

kullanilir. % 0.1 - 0.2 araliginda kullanilmaktadir. Icecek endiistrisinde % 10-20 lik

sulu ¢ozeltilerinden faydalanilmaktadir. Ulkemizde ise en ¢ok % 0.1 oraninda

kullanilabilmekte ve daha fazlasina izin verilmemektedir.

Sodium benzoate (E211)
Molecular Formula: C;HsMNal)-

Muolecular weight: 144,11

Sekil 2.1. Sodyum Benzoat’n yapis1 ve molekiiler 6zelligi [14]

‘ E-Numarasi

‘ Diger Aksi tesirleri

Adi Sinif
E210 Benzoik Asit Koruyucu Basagrisi,
Barsak bozuklugu,
Allerjik

E211 Sodyum Benzoat Koruyucu E2101le ayni
E212 Potasyum Benzoat Koruyucu E210 ile ayni
E213 Kalsiyum Benzoat Koruyucu E210 ile ayn
E214 Etil 4- hidroksi benzoat Koruyucu E210ile ayni
E215 Etil 4-hidroksi benzoat Sodyum tuzu Koruyucu E210 ile ayni
E216 Propil 4- hidroksi henzoat Koruyucu E210 ile ayni
E217 Propil 4- hidroksi benzoat Sodium tuzu Koruyucu E210 ile ayni
E218 Metil 4- hidroksi benzoat Koruyucu E210 ile ayni
E219 Metil 4- hidroksi benzoat Sodium tuzu Koruyucu E210 ile ayni

Sekil 2.2. Benzoat ve tlirevlerinin E numaralar1 [14]

SB gidalara koruyucu katki maddesi seklinde katilmaktadir. Serbest benzoik asitin

diisiik diizeyde suda ¢oziilmesi sebebiyle SB tercih edilmektedir. Maya tlizerindeki

inhibe edici etkiden dolayr maya ile kabartilmig {irtinlerde kullanilmazken, bu gida

katkir maddesinin aktif oldugu optimum pH araligi1 2,5-4 tiir [13]. SB gida katkilar1

listesinde E211 olarak kodlanmistir (Sekil 2.2.).

Benzoik asit mensei SB diinyanin bircok iilkesinde kullanilan, FDA tarafindan

gidalarda kullanimina izin verilen ilk antimikrobiyel maddedir. Arastirmalar

sonucunda goriilmiistiir ki, SB antimikrobiyel aktivitesini, yapisindaki benzoik asidin

¢oziilmemis molekiiliiniin lipofilik karakterinden aldig1 goriilmiistiir.

SB (E211) kozmetik, gida ve ila¢ endiistrisinde kullanilan en eski kimyasal

koruyucular arasindadir [15]. Genel olarak en ¢ok maya ve bakterilere karsi aktif,

kiiflere karsi daha az aktif bir koruyucu olan SB diisilk maliyeti ile tercih




edilmektedir. Ancak bu maddenin dar bir pH araliginda etkin olabilmesi ve bazi
gidalarda ve Ozellikle meyve sularinda istenilmeyen lezzet olusturmasi nedeni ile
diisiik diizeylerde ve potasyum sorbat ile kombine olarak kullanilmasinin daha uygun
olacagi belirtilmektedir [1, 15-17].

Canli metabolizmasinda % 0,1 konsantrasyonda 0,5 gr SB toksin etkisi tolere
edilebilmektedir. Daha fazla doz agimlarinda mide bagirsaklardan hizli ve tamamen
arbsorplanmasiyla zehirlenme etkisi yapmaktadir. SB lethal dozun altinda canli

metabolizmada idrarla disar1 atilmaktadir.

SB’1n gidalara farkl iilkelerde farkli miktarda ilave edildigi bilinmektedir [18]. Oral
olarak alman SB’mn sindirim sisteminde hizli bir sekilde emildigi, insanlarda ve
deney hayvanlariyla yapilan calismalarda gdsterilmistir [19]. Insanlarda alindiktan
sonra 1-2 saat icinde plazma konsantrasyonunda en yiliksek diizeye vardigi
bilinmektedir [20]. SB dermal ya da oral yolla alindiktan sonra karacigerde
metabolize olmaktadir [21]. Agizdan alimi halinde benzoik asit gastrointestinal
sistemde hizla absorbe edilir ve karacigerde glisin ile birlikte hippiirik asit
yapilanmasimi saglar. Daha sonra hizli bir sekilde idrar yolu ile atilir. SB’mn kisa
sireli oral alimma bagli olarak serum gama glutamiltranspeptidaz, albumin,
kolinesteraz seviyelerini degistirdigi, ozellikle periportal alandaki hepatositlerde
camsi sitoplazmanin olustugu [22, 23], ancak bobrek dokusunda bir degisikligin
gozlenmedigi bildirilmistir [22]. Benzoik asit’in oral, dermal ya da solunum yoluyla
alimma bagli olarak insanlarda diisiik seviyelerde dahi astima, deri dokiintiileri gibi

cesitli allerjik reaksiyonlara ve anaflaktik soka neden oldugu bildirilmistir [24, 25].

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma, bazal kosullarda bile prooksidanlar
olarak bilinen reaktif oksijen {triinlerini (ROS) olusturur [26]. DNA, lipidler,
proteinler gibi biyolojik molekiillerin prooksidan hasarina karsi koymada endojen ve
eksojen kaynakli antioksidanlara gereksinim vardir. Eger prooksidanlar asir1 olusursa
oksidatif stres ya da Oksidatif hasar meydana gelir. Insanlardaki bir¢ok hastalik
(kanser, kardiyovaskiiler diizensizlikler vb.) prooksidan hasara eslik eder. Bu

hastaliklarin antioksidanlar tarafindan 6nlenmesi konusu son yillarda tibbi literatiirde



onemli bir yer tutmaktadir. Antioksidanlar etkilerini ROS 'nin olusumunu 6nleyerek

ve/veya ROS'ni temizleyerek gosterirler [27].

Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye ayrilir.

Hiicre i¢i savunma merkezinin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT, GPx ve GST,
hiicre i¢i savunma merkezinin enzimatik antioksidanlari arasinda yer almaktadir
(sekil 2.1). Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlara ise GSH, membranlara
baglanabilen alfa-tokoferol, beta-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve

bilirubin 6rnek olarak verilebilir [28, 29, 30, 31].

Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yok edicileri ve Zn

gibi iz elementlerden olusur [32].

Antioksidan enzimlerin en dnemlisi olan SOD, eritrositlerde hepatositlerin ve beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. O;"

H,0;’ye doniistiiren reaksiyonu katalizler [33- 35].

CAT enzimi ise, hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda
bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir ve H,O,’1 su ve oksijene

cevirerek etkisiz hale getirir [36,37].

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olamidwr. Hiicre i¢i hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumludur [32] H,0;’1 suya ¢evirerek methemoglobin olusumunu
engeller [38] ve membran lipidlerini peroksit anyonuna karsi koruyarak hiicre
membranmin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik etkilesimi s6z konusudur.
GPx, ayrica biiyiime, gelisme ve iireme i¢in gerekli bir iz element olan selenyumu
yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivetisini azalttigi

bilinmektedir [39, 40].

Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18), detoksifikasyon metabolik yolunda son

irlin olan merkapturik asit olusumundaki ilk basamag: katalizleyerek homeostasisi



saglayan ¢ok islevli bir enzimdir. Bu basamakta, Glutatyon (GSH) ile endojen ve

ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin baglanmasi ger¢eklesmektedir [41].

Eksojen kaynakli antioksidanlarin bircogu bugiin yaygmn olarak kullandigimiz
gidalarda bulunmaktadir. Bunlar; baz1 vitaminler, flavonoidler, polifenoller, ve diger

bilesikleri kapsamaktadir [42].

2.4. Flavonoidler ve Antioksidan Ozellikleri

Flavonoidler yillar 6nce arastirilmaya baslanmasina ragmen son yillarda Oonem
kazanan  ¢alismalar  flavonoidlerin  antioksidan  Gzelliklerinin ~ yaninda
antiinflamatuvar, antiviral, antiallerjik, antitrombotik ve diger Ozelliklerinin de
bulundugunu goéstermektedir. Sayilart 4000' in iizerinde oldugu tahmin edilen
flavonoidler ¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi sarapta bol miktarda

bulunmaktadir [42-44].

Flavonoidler, fenolik maddeler grubundan olup bu maddeler bitkisel kaynakli
besinlerin lezzetine 6zellikle agizda buruk bir tat birakma yoniinde ve rengine etki
eden, meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az miktarlarda bulunmakla birlikte 6nemli
olan bir madde grubudur. Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren bilesiklerdir [45]. Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir
tane hidroksil grubu iceren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin

bundan tiiredigi bilinmektedir [46].

Fenolik maddeler basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere kabaca iki
gruba ayrilmakla beraber meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik
maddeler hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak tizere
ii¢ kisimda incelenmektedir. Flavonoidler ise katesin-kuersetinler, antosiyanidinler,

flavonoller, flavanonlar ve proantosiyanidinler olmak iizere bes alt gruba ayrilir [46].

Bugiine kadar en az 5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarm 2000°den
fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, cicek, meyve gibi canli
dokularinda glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde,

cekirdeklerinde ise her iki formda da bulunabilmektedirler [45]. Bitkiler aleminde



fenolik madde igerigi en =zengin olan bitkinin Camellia sinensis oldugu
bildirilmektedir [47]. Pek cok yiyecek flavonoidleri ve diger polifenolleri igerir.
Fenolik asit bakimmdan zengin besinler antioksidan, antibakteriyel,
antiinflamatuar, antiallerjik, antiviral 6zellik gosterirler ayrica karaciger ilizerinde
de koruyucu etkileri vardir. Bunlarm yaninda polifenoller kanser, kardiovaskiiler
hastaliklar, diyabet, hipertansiyon, ndrodejeneratif bozukluklar gibi kronik

rahatsizliklar1 da hafifletici 6zelliklere sahiptir [48]

Flavonoidler antitoksidan ozelliklerini gdsterebilmek i¢in serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalarini
su sekilde aciklayabiliriz:
a)Stiperoksit radikali (0,) ve hidroksil radikalini (‘OH) ve singlet oksijeni
temizler [44, 49, 50, 51]
b)Peroksil radikalini (ROO") ve alkoksil (RO-) yakalar, lipid peroksil (LOO")
zincirini kirar [50, 52- 56]
¢) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder [54, 57]
d) Demir ve bakir gibi gec¢is metallerini selatlar [54]
e)Enzim fonksiyonlarma bagimli kalsiyum modiilasyonuyla hiicresel
regiilasyonda 6dnemli bir rol oynayan kii¢iik bir asidik protein kalmodulini inhibe

eder [58]

f) Protein kinaz enzimini inhibe eder [58]

g) Laktat transportunu engeller [58]

2.4.1. Kuersetin

Fenolik maddelerin 6nemli biyolojik 6zelliklerinden biri de antioksidatif etki
gostermeleridir. Kuersetin gibi antioksidan flavonoidlerin in vitro ¢aligmalarinda,
diisik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonu ve hiicre toksikasyonunu azalttigi
bildirilmistir [59]. Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusumunu 6nler ve lipid
peroksidasyonuna kars1 koruma saglar [60]. Ayrica antibakteriyal, antiviral,
antioksidan, antiinflamatuar, antikarsinojenik etkileri vardir [61]. Kuersetin apoptozu

indiikler, tiimor gelisimini engeller, fosfolipaz A, ve protein kinazlar1 inhibe eder,
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membran akiskanligini arttirir. Kuersetinin farelerde eritrosit membranlarini oksidatif
hasara karsi korudugu gosterilmistir [62]. Kuersetinin de arasinda bulundugu
flavonoidler LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyonunu engelleyerek ve de
NOS (nitrik oksit sentaz) aktivitesini takiben vazodilatasyona neden olan NO (nitrik

oksit) seviyesini arttirirlar [63].

2.4.2. Katesin

Katesinler serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak antioksidan gorevi yaparlar
ayrica atesinlerin antimikrobiyal, antifungal, antitimor 6zellikleri de vardir [64].
Katesinlerin  antioksidatif ve antiallerjik  ozellikleri vardwr, antioksidan
aktivitelerinden dolay1 hiicreler {izerinde koruyucu etkileri bulunur [65, 66].
Katesinler ~ biyomolekiillere = zarar veren serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirdiklarindan antioksidan aktiviteye sahiptirler bu sayede DNA’y1 ve diger

biyomolekiilleri serbest radikallerin zararl etkilerinden korurlar [67].

Katesinler hiicreleri DNA hasarma ve tiimor olusumuna karsi korurlar, serum
kolesterol seviyesini azaltirlar, hipertansiyonu disiiriirler ayrica antimutajenik
etkiye sahiptirler [68,69]. Katesinlerin antiviral 6zellikler, plak olusumunu inhibe
etme, bazi tip kanserlerin Onlenmesi, yiiksek olan tansiyonu ve kan glukoz
seviyesini diislirme gibi bir takim fizyolojik etkileri vardir. Katesinlerin lipid
metabolizmas1 lizerine de etkileri vardir, total kolesterol ve trigliserit miktarini
azaltirlar, karacigerdeki yag birikimini inhibe ederler, karacigerdeki lipid

katabolizmasini stimiile ederler ve enerji tikketimi arttirirlar [66].

Katesinler 6zellikle yesil cay, siyah cay, meyve ve kakao iiriinleri ve diger
bitkilerde bol miktarda bulunur. Baba ve ark., 6zellikle ¢ayda bulunan katesinlerin
atheroskleroz gelisimini hafiflettigini, Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi

norodejeneratif bozukluklari azalttigini belirtmislerdir [70].

Bu calismanm amaci gida katki maddelerinden SB’m insan eritrositleri {izerine in

vitro olarak toksisitesini spektrofotometrik olarak degerlendirmek ve meydana gelen
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toksik hasar tlizerine flavonoidlerden katesin ve kuersetinin koruyucu etkisini

belirlemektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Kimyasallar

Gida katki maddesi olan %99 saflikta SB’1n ¢esitli dozlar1 (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100
pg/ml) [14] kullanilmistir ve bu madde Merck’den temin edilmistir.

Katesin, kuersetin ve biyokimyasal analizlerde kullanilan diger kimyasal maddelerin

tiimii Sigma-Aldrich’ten temin edildi.

3.2. Eritrositlerin hazirlanmasi

Bu calisma i¢in sigara-alkol kullanmayan, ¢alistig1 ortamda herhangi bir kimyasal
maddeye maruz kalmayan saglikli 6 erkek bireyden 20 ml kan Ornegi heparinli

tiiplere alinmistir.

Heparinlesmis tam kan 3000 rpm’de 15 dakika santriftij edilmistir. Plazma ve
l6kositler uzaklastirilmis ve eritrositler fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0.9’luk NaCl) ile
ii¢ kez yikandiktan sonra ayni ¢ozeltiyle %50 (v/v) oranli hiicre siispansiyonlar1t PBS

ile hazirlanmastir.

3.3.Eritrositlere uygulama

Eritrositler kontrol grubu (n=6) ve muamele grubu (her biri n=6) olmak tizere iki

gruba ayrilmigtir. Muamele grubu da kendi i¢cinde bes gruba ayrilmistir. Bunlar;
1.Grup: Katesinle muameleli grup (n=6),

2.Grup: Kuersetin muameleli grup (n=6),

3.Grup: SB muameleli grup (n=6).

4.Grup: Katesin + SB muameleli grup (n=6)

5.Grup: Kuersetin + SB muameleli grup (n=6)
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Maddeler eritrositlere eklenerek 1 saat 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Calisma
saatine kadar -20 °C’ de bekleyen eritrositler soguk deiyonize su ile 4 Kkat

sulandirilarak hemolizati elde edilmistir.

Hemolizat Orneklerinden antioksidan savunma sistemi enzimlerinden siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-
transferaz (GST) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) miktar1 kontrol grubu
ile karsilastirmali olarak spekstroskobik (Shimadzu 1800, UV/VIS Spektrofotometre,

Kyoto, Japan) yontem ile belirlenmistir.

3.4. Parametrelerin Degerlendirilmesi ve Ol¢iim Metodlar

3.4.1.Malondialdehit (MDA) Miktarinin Tayini

MDA, aerobik sartlarda TBA ile 90 °C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli
kompleks olusturur. Bu kompleksin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okunur. Analizler ve analize ait hesaplamalar, Ohkawa ve arkadaslarinin

metoduna gore yapilmistir [71].

Her deney tiipiine % 15’lik TCA i¢inde % 0.375’lik hazirlanmis olan TBA dan 2 ml
almarak 1 ml homojenat (300uL + 700 pL distile su) tizerine konuldu. Vorteksle
karistirildiktan sonra, tiipiin agz1 kapatilip 95 °C’ deki su banyosunda 30 dakika
bekletildi. Su banyosundan alinan tiipler, buz igerisinde 15 dakika bekletildikten
sonra, oda sicakligina gelmesi saglandi. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatant elde edildi ve spektrofotometrede 532 nm’de kor tiipiine karsi
absorbanslar1 okundu. Sabit sayi, 1,56 x 105 M'lcm'l, kullanilarak lipid

peroksidasyon tiriinii olan MDA miktar1 nmol/mgHb olarak hesaplandi.

3.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi

Toplam SOD (EC 1.15.1.1) tayininde Marklund ve Marklund’un metodu kullanilarak
pyrogallol’un 3 dakikada 440 nm’de alkali ortamda otooksidasyonu ile yiikselen

absorbans Olciilmiistiir [72].

Bu enzim aktivitesinin dlgiilmesinde 3 ml’lik 7 adet plastik kiivete 2,80 ml Tris-

EDTA tamponu (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,2) ve 6.25, 12.5, 25, 50, 100
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pg/ml’lik degisen hacimlerde siipernatant konularak enzim kaynagi ilave edildi. Her
kiivetin son hacmi Tris-EDTA tamponu ile 2,90 ml’ye tamamlandi. Bu karigimlarin
iizerlerine 100 pl 15 mM pyrogallol ilave edilerek pyrogallol’un otooksidasyonu
baglatildi. Her bir karisimin % inhibisyon miktarlar1 hesaplanarak bir grafik elde
edildi bu grafik kullanilarak bir iinite toplam SOD aktivitesi pyrogallol’un
otooksidasyonun % 50 inhibisyonuna sebep olan protein miktar1 olarak hesaplandi.
Daha sonra homojenattaki 1 mg protein basina toplam SOD aktivitesini bulmak i¢in
1/ (mg prot.pyrogallolun otooksidasyonun % 50 inhibisyonu) esitligi kullanilarak

enzim aktivitesi U/mgHb olarak verilmistir.

3.4.3. Katalaz (CAT) Enzimi

Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini Aebi tarafindan belirtilen metod ile
yapildi [73]. Spektrofotometrede absorbans okunmadan o©nce elde edilen
siipernatanta peroksizomlardaki katalazi aciga ¢ikarmak icin %1°lik Triton X-100
(h/h) ilave edildi, daha sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 7) eklenerek seyreltme
yapildi. Daha sonra spektrofotometrede (UV dalga boyunda) kullanilan cam kiivete
en son sulandirilmis 6rnekten 2 ml konarak tizerine 1 ml % 30’luk hidrojen peroksit
eklendi ve enzimatik reaksiyon baslatildi. U¢ dakika boyunca 240 nm’de H,O’in
parcalanmasini gosteren azalan absorbans 6lgiildii. Sabit sayi, £€240: 0,0394 mM/cm
kullanilarak birim zaman basma absorbansdaki degisimler katalaz aktivitesinin

Ol¢timii olarak alindi. Enzim aktivitesi U/mgHb birimiyle verildi.

3.4.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzimi

GPx (EC 1.11.1.9) tayini Paglia ve Valentine tarafindan belirtilen metoda gore
yapildi [74]. Bu metod okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1 substrat olarak
kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de Nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen
fosfat (NADPH)’1 okside etmesi ile meydan gelen azalan absorbansin 6lgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Okside glutatyon, GPx tarafindan olusturuldugu igin
NADPH’1n azalmas1 GPx aktivitesi ile dogru orantilidir. NADPH in Nikotinamid-
adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin
azalmasina sebep olur, boylece dolayli olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde

kullanilmaktadir. Bu enzimin spesifik aktivitesini 6lgmek i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere
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2,525 ml 0,1 M’lik Tris-HCI1 tamponu, 75 ul 80 mM rediikte glutatyon, 100 pl
seyreltilmis stipernatant, 100 ul 2 mM NADPH, 100 pul 0,24 {inite glutatyon rediiktaz
ilave edildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu karigimin iizerine 100 pl 1,5
mM hidrojen peroksit eklenerek enzimatik reaksiyon baslatild1 ve 3 dakika boyunca
340 nm’de azalan absorbanslar okundu. GPx aktivitesi (€340: 6220 M/cm) 1
dakikada 1 mg protein tarafindan harcanan NADPH miktar1 olarak hesaplandi ve

enziminin spesifik aktivitesi U/mgHb olarak verildi.

3.4.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzimi

Glutatyon S-transferaz tayini Habig tarafindan gelistirilen metoda gore yapilmistir
[75]. GST’nin biitiin izozimleri i¢in 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substrat
olarak kullanilmaktadir. GST enzimi tarafindan CDNB, indirgenmis glutatyon
(GSH) ile konjuge edilerek glutatyonun oksidasyonuna bagli olarak 340 nm’de
absorbans yiikselmektedir. Enzim aktivitesinin tayini i¢in 3 dakika boyunca 340
nm’de yiikselen absorbanslar okundu. Enzim aktivitesi 340 nm’de (€340: 9.6 mM/cm)
1 dakikada siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina olusturulan tioeter

miktar1 olarak hesaplandi ve enzimin spesifik aktivitesi U/mgHb olarak verildi.

3.5. Ferrosiyanomethemoglobin Metodu ile Hemoglobin Tayini

Hemoglobindeki Fe™, ferrisiyaniir ile Fe"e okside edilir ve potasyum siyaniir
eklenmesiyle stabil siyanomethemoglobine doniisiir. Siyanomethemoglobinin 540
nm’de Slgiilen absorbansi hemoglobin ile dogru orantili Drapkin ¢ozeltisi [76] i¢in
0.198 g KsFe(CN)g, 0.052 g KCN, 1 g NaHCO ayr1 ayr1 hassas terazide tartildiktan
sonra 1 litrelik balon joje icine konuldu. Bir miktar distile su ile ¢dzdiiriildiikten
sonra 1 litreye tamamland1. Ornek tiipiine 5 ml Drapkin ¢dzeltisi konuldu. Uzerine
20 pl hemolizat eklenip 1yice karistirildi. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra

Drapkin ¢6zeltisi kor olarak kullanilarak spektrofotometrede 540 nm’de okundu.

Hesaplama iglemi ise;

Hb Konsantrasyonu (g Hb/100 ml kan) = A (Okunan Absorbans Degeri) x 36,8
(Sabit Katsay1)
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3.6. istatistiki Analizler

Tezde kullanilan istatistiksel veriler Windows SPSS 11.0 bilgisayar programinda Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanilarak degerlendirilmistir.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR

4.1. Sodyum Benzoat’in Malondialdehit (MDA) Miktarina ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Kontrol grubu ile katesin ve kuersetin uygulanan gruplar karsilastirildiginda

istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir.

4.1.1. Sodyum Benzoat’in Malondialdehit (MDA) Miktarina Etkisi

SB’mn 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml uygulanan gruplarinda kontrol, katesin ve kuersetin
uygulanan grup karsilastirildiginda MDA degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artiy gozlenmistir (P<0,05). SB’mn en diisik dozu olarak uygulanan 6.25 pg/ml
uygulama grubu ile kontrol grup, katesin ve kuersetin uygulanan grup
karsilagtirildiginda MDA seviyesinde istatistiksel olarak bir anlamlilik
gozlenmemistir. 12.5 ve 25 pg/ml SB + katesin ya da kuersetin uygulanan grupta
MDA seviyesi sadece SB uygulanan gruba gore istatistiksel olarak daha diisiik
bulunmustur. 50 ve 100 pg/ml SB + katesin ya da kuersetin ile birlikte uygulanan
grupla kontrol grubu ve sadece katesin ya da sadece kuersetin uygulanan grup

karsilastirildiginda ayni koruyucu etki gézlenmemistir (Sekil 1).
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Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit MDA diizeyleri, “Kontrol grubu ile
diger gruplarin karsilastiriimasi (P<0,05), °Katesin uygulanan grupla
kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin gruplarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). “Kuersetin uygulanan grupla SB, SB + katesin, SB + kuersetin
gruplarinin karsilastiriimasi (P<0,05). “SB uygulanan grupla SB + katesin,
SB + kuersetin gruplarnin karsilastirilmasi (P<0,05).
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4.1.2. Sodyum Benzoat’in Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesine Etkisi

SB’1n uygulanan dort yiiksek konsantrasyonuda eritrositlerin SOD enzim aktivitesini
istatistiksel olarak azaltmistir (P<0,05). SB’nin 6.25 pg/ml uygulanan grupla kontrol,
katesin ve kuersetin uygulanan grup karsilastirildiginda SOD enzim aktivitelerinde
bir fark bulunmamistir. SB’1n (12.5 ve 25 pg/ml) + katesin veya kuersetin uygulanan
gruplarinda yalnizca SB uygulanan grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir
artis oldugu tespit edilmistir. Ancak uygulanan bu flavonoidlerin 50 ve 100 pg/ml
SB’1n toksik etkisine kars1 koruyuculugu tespit edilmemistir (P<0,05), (Sekil 2).
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SOD (U/mgHb)
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300+

200+
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit SOD diizeyleri, “Kontrol grubu ile
diger gruplarin karsilastiriimasi (P<0,05), °Katesin uygulanan grupla
kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin gruplarinin karsilastiriimasi
(P<0,05). “Kuersetin uygulanan grupla SB, SB + katesin, SB + Kkuersetin
gruplarmin karsilastirilmasi (P<0,05). SB uygulanan grupla SB + katesin,

SB + kuersetin gruplarnin karsilastirilmasi (P<0,05).

4.1.3. Sodyum Benzoat’in Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesine Etkisi

SB’mn 6.25 ug/ml uygulanan gruplarinda eritrositlerin CAT enzim aktivitelerinde
kontrol, katesin ve kuersetin uygulanan gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir degisme goézlenmemistir. SB’mn 12.5 ve 25 pg/ml dozlarinda
flavonoidlerle uygulanmas1 CAT enzim aktivitesinde yalnizca SB uygulanan grupla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir artis tespit edilmistir. SB’mn 50 ve 100
pg/ml uygulanan gruplarinda katesin veya kuersetinin birlikte uygulanmast CAT

enzim aktivitesinde anlamli bir degisim gostermemistir (P<0,05).
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit CAT diizeyleri, “Kontrol grubu ile
diger gruplarin karsilastiriimasi (P<0,05), °Katesin uygulanan grupla
kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin gruplarmin karsilastirilmasi
(P<0,05). “Kuersetin uygulanan grupla SB, SB + katesin, SB + kuersetin
gruplarinin karsilastiriimasi (P<0,05). “SB uygulanan grupla SB + katesin,

SB + kuersetin gruplarinin karsilastirilmasi (P<0,05).

4.1.4. Sodyum Benzoat’in Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine
Etkisi
SB’m 6,25 pg/ml uygulanan gruplarinda eritrositlerin GPx enzim aktivitesinde
anlamli bir degisme gozlenmezken 12,5, 25, 50 ve 100 pg/ml dozlar1 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir. 12,5 ve 25
pg/ml SB + katesin ya da kuersetin uygulanan gruplar sadece SB uygulanan grupla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. SB’in 50 ve 100
pg/ml uygulanan gruplarinda ise katesin veya kuersetinin birlikte uygulanmasi GPx

enzim aktivitesinde anlamli bir artig gostermemistir (P<0,05).
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit GPx diizeyleri, “Kontrol grubu ile
diger gruplarin karsilastiriimasi (P<0,05), °Katesin uygulanan grupla
kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin gruplarmin karsilagtirilmasi
(P<0,05). “Kuersetin uygulanan grupla SB, SB + katesin, SB + Kkuersetin
gruplarinmn karsilastiriimasi (P<0,05). “SB uygulanan grupla SB + katesin,

SB + kuersetin gruplarmnin karsilastirilmasi (P<0,05).

4.1.5. Sodyum Benzoat’in Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesine
Etkisi

Insan eritrositlerinin GST enzim aktivitesi SB’m 12,5, 25, 50 ve 100 pg/ml
dozlarinda istatistiksel olarak bir azalma gdosterirken en diisiik dozunda anlamli bir
degisim gozlenmemistir (P<0,05). SB’in 12.5 ve 25 pg/ml dozlarinda katesin ve
kuersetinin koruyuculugu nedeniyle bu enzim aktivitesi istatistiksel olarak artarken

SB’1n 50 ve 100 pg/ml dozlarinda bu koruyuculuk tespit edilmemistir (P<0,05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit GST diizeyleri, “Kontrol grubu ile
diger gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), °Katesin uygulanan grupla
kuersetin, SB, SB + katesin, SB + kuersetin gruplarinimn karsilastirilmasi
(P<0,05). “Kuersetin uygulanan grupla SB, SB + katesin, SB + kuersetin
gruplarmin  karsilastirilmas:  (P<0,05). “SB uygulanan grupla SB +

katesin, SB + kuersetin gruplarinin karsilagtirilmasi (P<0,05).
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5. SONUC VE TARTISMA

Gida katki maddeleri, gidalara bazi1 6zelliklerin kazandirilmasi, bir teknoloji veya
modernizasyon geregi katilan maddelerdir. Gilinlimiizde hizla gelisen endiistrilesme
paralelinde mikrobiyal ve oksidatif bozulmalara dayanikli ve kalite nitelikleri
degisen tiiketici ihtiyaclarmi karsilayacak sekilde formiiliize edilmis gida tiretimini
gerceklestirmek amaciyla, bu maddelerin kullanimi kag¢milmaz olarak giderek
yayginlagmaktadir. Katki maddelerinin gida endiistrisi agisindan pek ¢ok yarari ve
islevi olmakla birlikte insan saglig1 agisindan durumu her gecen giin tartisilmaya
devam edilmektedir. Giiniimiizde insanlarm kirsal alanlardan daha kalabalik sehirlere
goc etmeleri nedeniyle gidanmn {iretildi§i yerden ¢ok daha uzak sehirlere veya
iilkelere kadar bozulmadan ulastirilabilmesi ancak katki maddesi kullanimi ile
miimkiin olabilmektedir. Ancak bilingsiz beslenme ve hazir tiiketimin artmasi
insanlarin daha fazla katki tiiketmelerine neden olabilecegi ve sonug¢ olarak saglik

iizerinde olumsuz etki yaratabilecegi de goz ardi edilmemelidir [12].

Bir¢ok caligmada gida katki maddelerinin canli sistemler {izerine olumsuz etkiler
gosterdigine dair sonuglar agiklanmistir. Organik olarak bazi bitki koklerinden elde
edilen fenolik bilesiklerin anti kanser 6zelligi tasirken, gidalarda antioksidan olarak
kullanilan sentetik fenolik bilesenlerin prekanserojen etkilerinin oldugu bilinmektedir
[77]. SB’nin gastrointestinal sistem {izerine, karaciger ve bobrek dokusu iizerine,
tiroid bezleri iizerine olumsuz etkileri yapilan ¢aligmalarla agiklanmistir [78-81].
Yine gida katki maddelerinden SB‘mn yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasiyla
kiigiik damarlarda nekrozla seyreden, 16ko klastik vaskiilit hastaliginin ortaya ¢iktigi

belirlenmistir [79].

Kalender ve ark. ise fare dermal ve ince bagirsak bag dokusu mast hiicrelerinde
SB‘in degraniilasyon etkilerini arastrmistir. SB agiz ve enjeksiyon yoluyla farelere
(Mus musculus domesticus) verilmis ve mast hiicrelerindeki degraniilasyon gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmistir. Sonug olarak, hem dermal bag dokusu
mast hiicrelerinde, hem de ince bagwrsak bag dokusu mast hiicrelerinde

degraniilasyon tespit etmislerdir [82]. Bir diger calismada Allium cepa L.’nin kok
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hiiceleri 20-100 ppm konsantrasyonlarinda SB ile muamele edilmistir ve biitiin
dozlarin mitotik indeks {izerinde bir azalmaya neden oldugu bulunmustur [83, 84].
Diisiik konsantrasyonlardaki (2,0, 0,2 ve 0,02 mM) potasyum sorbat ve SB’in
genotoksik olmadigini ancak koruyucularin miktari arttik¢a (4 ve 8 mM) genotoksik
etki gosterdigini saptamislardir [85]. Salmonella typhimurium ve Escherichia coli ile
yaptiklar1 bakteriyel mutajenite testlerinde SB‘in kanserojenik olmadigimi rapor
etmiglerdir. Calismamizda SB’nin 6,25 upg/ml’lik konsantrasyonunun eritrosit

hiicreleri lizerinde toksik bir etkisinin olmadigi1 saptanmistir (P>0,05).

SB‘mn 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 pug/ml’lik dozlarinin kromozom anomaliligine,
kardes kromatit degisimlerine ve mikroniikleus olusumuna sebep oldugu insan
lenfosit hiicrelerinde in vitro olarak gosterilmistir. Ayni1 ¢alisma ile SB’mn yiiksek
konsantrasyonda insan periferal lenfositlerde genotoksik oldugu belirtilmistir [14].
Genotoksik etkili olan gida katki maddesi SB’1n, diger calismada kullanilan dozlar1
6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 pg/ml sec¢ilmis [15] ve insan eritrositleri lizerine toksik

etkisi in vitro olarak tespit edilmistir.

SB’nin serbest radikal iireterek hiicrelere zarar verdigi Piper tarafindan ortaya
konulmustur [86]. Bu calismada, SB’mn eritrositlerde hiicre zarlarina zarar vererek
LPO’nu artirdigi, antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GPx ve GST)
azalttig1 gosterilmistir. Eritrositlerde siliperoksit iyonlarinm etkisi ile SOD, CAT,
GPx ve GST enzim aktiviteleri azalmis olabilir [87]. Bu enzimlerin aktivitelerinin
azalmas1 eritrositlerde GSH miktarinin azalmasma stiperoksit ve hidroksil

radikallerinin hizla artmasina sebep olmaktadir [88].

Son yapilan arastirmalar, yaygin olarak kullanilan gidalarin besinsel 6zelligi olmayan
ve bazi kanser tiirleri ve kardiyovaskiiler diizensizlikler gibi kronik hastaliklara kars1
koruma saglayabilen bilesikler i¢erdigini ortaya koymustur. Antikanserojen ve diger
yararli Ozellikler iceren bu bilesikler diyetsel antioksidanlar olarak da
adlandirilmaktadirlar. Onlarin koruyucu etkisinin en 6nemli nedeni antioksidan
aktiviteye sahip olmalar1 ve serbest radikal yakalama kapasiteleri yiliziindendir. Son

yillarda en ¢ok arastirilan diyetsel antioksidanlardan biri olan flavonoidlerin sayisi
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yaklasik 4000'in {izerinde olup sebzeler, meyveler, hububat, cay ve kirmizi sarapta
bol miktarda bulunmaktadir [27].

Antioksidanlar eritrosit zarlarini oksidatif stresten korumakta [89, 90] ayrica reaktif
oksijen tiirevleri olan siiperoksit ve hidroksil radikallerini temizlenmesini
saglamaktadirlar [91]. Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan c¢aligmalar
flavanoidlerin kardiyovaskiiler [92-94], serebrovaskiiler [95] ve kanser [96]
hastaliklarinda azalma meydana getirdigini gostermektedir. Flavanoidlerden
katesinin yesil cay, siyah cay ve diger besinlerde bulundugu ve bir¢ok fizyolojik
fonksiyona sahip oldugu rapor edilmistir [70, 97]. HepG2 hiicrelerinde myrisetin,
kuersetin,  (+)-katesin ve (-)-epikatesinin  N-nitrosodibiitilamin ve  N-
nitrosopiperidin’in DNA hasarma kars1 koruyucu rolii arastirilmistir. (+)-katesinin en
diisiik dozda (10 uM) DNA ipliklerinin kirilmasmi azalttigi tespit edilmistir [98].
Lotito ve Fraga (+)-katesinin kan plazmasinda antioksidan olarak etkili oldugu,
endojen lipid ¢oziiniirligiinii geciktirdigi ve lipid oksidayonunu inhibe ettigini
gostermislerdir. Kuersetin ise potansiyel antioksidan olup, serbest radikalleri direk
yok ederek lipid peroksidasyonu engelleyerek, in vivo ve in vitro antioksidan
savunma sistemini diizenlemektedir [99]. Kuersetin dogal flavanoidlerden biri olup,
RPE hiicrelerini oksidatif stresten koruyarak hiicresel yaslanmay1 doza baglh olarak
engelledigi in vitro olarak gosterilmistir [100]. Bu calismada, (+)-katesinin ve
kuersetinin en diisiik dozu olarak 10 pM kullanilmis, SB’in oksidatif stresine karsi
koruyuculugu in vitro olarak calisilmistir. Eritrositlerin  antioksidan enzim

aktivitelerini degistirdigi ve lipid peroksidayonunu azalttig1 tespit edilmistir.

Calismamizda SB*m eritrosit hiicreleri tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Sigara
icmeyen, ila¢ kullanmayan, 20-35 yas aras1 6 saglikli bireyin eritrositlerinde bu gida
katki maddesinin etkileri arastirilmistir. Oksidatif stres sonucu olusan hiicresel
harabiyetin hassas gostergelerinden biri olan lipid peroksidasyon seviyeleri ve
antioksidan enzim aktivite degisimleri belirlenmistir. Flavonoidlerden katesin ve

kuersetin’in SB’ye kars1 bu degisimleri diizenleyip diizenlemedigi tespit edilmistir.

Gida katki maddeleri besin degerini artirmak ve korumak i¢in gidalara ilave

edilmekte bu nedenle gida katki maddelerinin kullanimlar1 ile ilgili olarak uyulmasi
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zorunlu olan bazi temel ilkeler bulunmaktadir. Bundan dolay1 bu konuda tiiketiciler
bilin¢lendirilmeli ve denetimler arttirilmalidir. Besin sanayisi i¢in tiiketici talepleri
yon verici oldugundan dolay bilingli tiiketici, dogru gida katki maddeleri kullanimi1
konusunda, hem iireticiyi hem de denetleme birimlerinin etkin kontrol yapma

konusunda daha duyarli hale getirecektir.
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