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OZET
CESITLI CIKOLATA ORNEKLERINDE LiPiD
PEROKSIDASYONU SONUCU OLUSAN MALONDIALDEHITIN
(MDA) IN VITRO BiYOERISILEBILIRLIGININ INCELENMESI
Tugece AKSOY
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Jale CATAK
Ocak-2022, 87 Sayfa

Malondialdehit (MDA), bir dizi enzimatik veya enzimatik olmayan
lipidperoksidasyonunun ana toksik iriiniidiir. Biyoaktif olan zararli bilesik hiicrede
metabolize edilir ya da hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayar. DNA ve proteinler
ile reaksiyona girme yetenegi yiiksektir. Bu sebeple, oksidatif stresin iligkilendirildigi
kanser tiirleri, Alzheimer, Parkinson, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde yer almaktadir. Gidalarda, saklama kosullart ve yag asidi
bilesimlerine bagli olarak MDA miktar1 degiskenlik gosterir. Cikolata genis kitlelere
hitap eden, bir iirlindiir. Bu ¢aligmanin amaci, piyasada genellikle sik tercih edilen
cikolata gesitlerinin igerigindeki MDA miktarlarinin tespit edilmesi ve in
vitrobiyoerisilebilirliginin incelenmesidir. Calismada 20 farkli ¢ikolata Ornegi
Istanbul’ daki marketlerden satin alinmistir. Cikolata 6rneklerindeki MDA miktarlari
HPLC yontemi ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda, ¢ikolata drneklerinin
sindirim oncesi MDA miktarlar1 636 — 2392 ug/100 g araliginda bulunurken,
sindirim sonrasit miktarlart 104490 pg/100 g araliginda tespit edilmistir.
Cikolatalarda MDA biyoerisilebilirlik oranlari %6-56 araliginda bulunmustur.
MDA’larin insanlar iizerindeki mutajenik ve kanserojen etkileri literatiirde siklikla
bildirilmistir. Kronik hastaliklardan basta diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile
MDA’larin iliskisini gosterenbircok arastirma mevcuttur. Sonug olarak, islenmis
gidalarda MDA miktarlariin tespit edilmesi ve biyoerisilebilirliginin incelenmesi,
sagligin devamliliginin saglanmasma ek olarak yagsam kalitesi i¢cin de Onemlidir.
MDA olusumunu 6nlemek ya da azaltmak i¢in gidalardaki yag asidi orani, gida

isleme prosesleri ve saklama kosularinin uygunlugu dikkate alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Malondialdehit, MDA, Cikolata, In vitro sindirim, HPLC
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF IN VITRO BIOACCESSIBILITY OF
MALONDIALDEHYDE (MDA) RESULTING FROM LIPID
PEROXIDATION IN VARIOUS CHOCOLATE SAMPLES
TUGCE AKSOY
Master, Nutrition and Dietetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Jale CATAK
January-2022, 87 Pages

Malondialdehyde (MDA) is the main toxic product of several enzymatic or non-
enzymatic lipid peroxidation.The harmful bioactive compound is metabolized in the
cell or spreads damage to other parts of the cell.It has a high ability to react with
DNA and proteins.For this reason, it is involved in the pathogenesis of cancer types
associated with oxidative stress, Alzheimer's, Parkinson's, diabetes, and
cardiovascular diseases.In foods, the amount of MDA varies depending on storage
conditions and fatty acid compositions.Chocolate is a product that appeals to a broad
audience and has a high consumption amount.This study aims to determine the
amount of MDA in chocolate varieties that are often preferred in the market and
examine theirs in vitro bioaccessibility.In the study, 20 different chocolate samples
were purchased from markets in Istanbul. MDA amounts in chocolate samples were
determined by the HPLC method.As a result of the analysis, the MDA amounts of
the chocolate samples before digestion were found to be in the range of 636 — 2392
ug/100 g, while the post-digestion amounts were found to be in the range of 104 —
490 ng/100 g. MDA bioaccessibility rates in chocolates were found in the range of 6-
56%.The mutagenic and carcinogenic effects of MDAs on humans have been
reported frequently in the literature.Many studies show the relationship of MDAs
with chronic diseases, especially diabetes and cardiovascular diseases.As a result,
determining the amount of MDA in processed foods and examining its
bioaccessibility is essential for quality of life and ensuring the continuity of health.In
order to prevent or reduce MDA formation, the fatty acid ratio in foods, food

processing processes, and the suitability of storage conditions should be considered.

Keywords:Malondialdehyde, MDA, Chocolate, In vitro digestion, HPLC
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GIRIS

Malondialdehit (MDA), c¢oklu doymamis yag asitlerinde lipidperoksidasyonu
gerceklesmesi sonucu olusan sekonder metabolit iiriiniidiir ve gidalarda ransiditeye
sebep olur. MDA, eksojen kaynakli olarak gidalarda meydana gelebilecegi gibi
endojen olarak viicut dokularinda da meydana gelebilmektedir. Olusum
mekanizmasinda etken birden ¢ok faktorden soz edilebilmektedir. Bunlardan
baslicalari; yag asidi c¢esidi, yag asidi zincirinin uzunlugu, yapida bulunan
antioksidan kapasitesi, ortam kosullar1 (sicaklik, pH vb.), iiretim asamalar1 ve
depolama sartlaridir. Ayrica uzun zamandirlipid peroksidasyonun biyobelirteci
olarak bir¢ok arastirmada MDA’ ya yer verilmistir (Catyniuk vd., 2016; Karabudak,
2002).

Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicre membranlarinda olusan yikim, zincirleme
reaksiyon seklinde devam ederek zar biitiinliigli geri doniisii olmayan sekilde
bozulmaktadir (Draper, 1993; Gutteridge ve Halliwel, 1993; Niki, 1993). Ote yandan
membranlara bagli hormon ya da enzimlerin hiicrelere girmelerine destek olan yiizey
reseptor molekillerinin inaktivasyonunu saglayabilir (Mocan vd., 1999). Hiicre
yapisinda sebebiyet verdigi hasarin yani sira dokulara taginarak hasari yaymakta ve
organlarda disfonksiyona sebebiyet vermektedir. Lipid peroksidasyonun en bilinen
metoboliti olan MDA, yapidaki proteinler ile capraz baglanma yapmakta ve DNA ile
reaksiyona girebilmektedir (Aslankog¢ vd., 2020). Yapilan arastirmalar sonucunda
biyokatif kabiliyeti sebebiyle MDA’nin karsinojenik ve mutajenik nitelikte oldugu
bildirilmektedir. Dolayisiyla norodejenaretif hastaliklar, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve inflamasyon gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde yer alirken yaglanma

ile de iliskilendirilmektedir (Aslankog vd., 2020; Marnett, 1999).

Endojen lipid peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikallerin mutajenik etkilerine
karsin siiperoksit dismutaz, katalaz, glutasyon peroksidaz, vitamin E, C ve selenyum
gibi antioksidan nitelikte maddeler bulunmaktadir (Oz ve Kurtoglu, 2002). Eksojen
lipid peroksidasyonunu kontrol etmek i¢in butil hidroksitoluen (BHT), butil
hidroksianisol (BHA) gibi sentetik ya da vitamin E, C ve B-karotenler gibi dogal

antioksidan maddeler ge¢misten giliniimiizde kullanilmaya devam edilmektedir. Bu

1



antioksidan maddeler, radikalleri bulunduklar1 subsrattan temizleme, radikal iiretimi
gerceklesen kimyasal reaksiyonlari durdurma eylemi, reaksiyon hizini baskilama,
molekiiler hasar1 onarmaya yonelikendojen antioksidan kapasiteyi artirma gibi
mekanizmalardan birini ya da birden ¢ogunu kullanarak oksidan-antioksidan dengeyi
korumayi saglar (Diindar & Aslan, 2000).

Viicut kompozisyonunda ve besinlerde antioksidanlarin varligi, oksidatif strese bagl
yikimlariazaltmaktadir. Bu baglamda birgok arastirma antioksidanlarin, lipit
peroksidasyonun ve dolayisiyla proteinlerin c¢apraz baglanmasini ve DNA

mutasyonuna engel olmaktadir (Memisogullari, 2005).

Cikolatanin antioksidan niteliginde en ¢ok bilinen bilesenleri epikatesin, katesin ve
prosiyanidin gibi flavanollerin haricinde antosiyanin, stilbenler ve fenolik asit kakao
tohumunun yapisindaki polifenollerdir (Ludovici vd., 2017). Katesinler viicutta,
plazma antioksidan aktivite, yag oksidasyonu ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonuna direngte gorev alir. Bu anlamda bitter ¢ikolatanin saglik {izerine
olumlu etkilerinin ¢ogu, zengin katesin igerigi ile iligskilendirilmektedir (Beckett,
2009). Basta kakaonun genetik cesitliligi, hasati ve isleme yontemi gibi temel
faktorlere bagli olarak, kakao ve cikolatada bulunan katesin ve epikatesin gibi
antioksidan igeriklerin etkinlik ve miktarinda olagan kayip oranlari degisebilmektedir
(Comert &Merdol, 2018).

Besinlerde bulunan MDA miktarin islem basamaklar1 sirasinda iiretim kosullar
sebebiyle ya da yapida bulunan proteinlere baglanabilme yeteneginden ya da
antioksidan konsantrasyonun etkinligi sebebiyle diisebilecegi bildirilmektedir
(Gorelik vd., 2005; Gorelik vd., 2007; Gorelik vd., 2008b; Newburg & Concon,
1980). Eksojen olarak besinlerden alinan MDA ’nin sindirim sonrasinda miktarindaki
diisiisiin sindirim sirasinda enzim aktivitesi ya da antioksidan etkinlik sonucunda
yasanabilecegi varsayilmaktadir (Lo vd., 2006; Memisogullari, 2005; Totlani &
Peterson, 2006).

Bu ¢alismanin amaci, sik tiiketilen ¢ikolata ¢esitlerinde sindirim 6ncesi ve sonrasinda

MDA diizeylerinin saptanmasi ve biyoerisebilirliginin belirlenmesidir.
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LITERATUR TARAMASI

2.1.Lipid Peroksidasyonu

Lipidlerin iki ya da ikiden fazla karbon-karbon ¢ift kovalent baglar1 tasiyan
bilesenlerine doymamis yag asitleri denir (Horton wvd., 1987). Lipid
peroksidasyonunda, lipidlerin doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglarin g¢esitli dis
etkenlerin (sicaklik, 1s1k, su, enzimler, oksijen ve iz elementleri gibi)
katalizorligiinde zincirleme reaksiyonlara ugramasiyla lipidler, okside olur ve
bozulur (Aslan vd., 1995; Onen¢ & A¢ikgdz, 2005). Lipid oksidasyonununilk iiriinii
peroksitler kokusuzdurlar. Peroksitlerin pargalanmasiyla olusan ikincil oksidasyon
tirtinleri olan hidrokarbonlar, ketonlar, aldehitler ve alkoller acilasma ve kokuya
neden olmaktadir (Catyniuk vd., 2016).

Lipid peroksidasyonu {ii¢ evrede gerceklesmektedir. Tepkimenin ilk basamagi
baslangi¢ evresidir. Bu evrede c¢ok zincirli doymamis yag asitlerine molekiilden
(RH) hidrojen ayrilir; molekiiliinyapisinda karbon atomu bulunan (R.) lipid gruplari
meydana gelir (Draper H., 1990).

Gelisme (zincir) evresinde olarak nitelendirilen evrede ise baslangigcasamasinda
meydana gelen lipid grubu, molekiiler oksijen ile birleserek peroksi (ROO) grubuna
doniisiir. Olusan peroksi grubu tepkime devaminda, hidroperoksi grubunu (R-OO-H)
olusturur. Gelisme asamasinda tepkime zincirleme olarak devem ederek merkezinde
karbon atomu konumlanan lipid gruplarin1 olusturur. Doymamis yag asidi miktarina
bagli olarak hidroperoksitlerin olusumlar1 zincirleme olarak siirer. Bu tepkimeler,
peroksit gruplarmin bir araya gelerek tepkimeyi olusturmasi ve etkisiz nitelikte

tirlinler olusturmasina kadar devam eder.

Ucgiincii  evre, yikimlamanin gerceklestigi asama olarak nitelendirilmektedir.
Yikimlama agamasi iki sekilde olur; meydana gelen gruplar birbirleriyle tepkimeye
girerek etkisiz Uriinlere donlismekte ya da antioksidan maddeler ile tepkimeye

girerek son bulmaktadir (Yarsan, 1998).



Lipid peroksidasyon olaymnin zincir agamasinda ortaya c¢ikan lipidhidroperoksitler
son derece dayaniksiz iriinler olup; yapisal bozulmalara ugrayarak aldehitler,
ketonlar, alkanlar, aklenler, karbosilik asitler ve polimerizasyon lriinler gibi cesitli
metabolitleriolusturur (Sanli & Kaya, 1991). Lipid peroksitler yikimiyla agiga ¢ikan
metebolitleri (malondialdehit,acrolein, 4-hidroksinonenal) biyolojik olarak aktiftir
(Sekil 2.1). Olusan metabolitlerden baslicast MDA; ayn1 zamanda peroksidasyonun
siddetini belirler (Kanner vd., 1987; Yarsan, 1998).

Baglama

OH* RH

KII:O H H

l H

ilerleme .
/ A Konjuge

i/O: dien

ROOH
X X

/\/\ Malondialdehit

Pargalanma Uriinleri

( aldehitler, diger korbonil bilesikleri, etan, pentan vs. ve RO*, ROO*)

Sekil 2.1.Lipid Peroksidasyonu Olusum Basamaklari

Kaynak: Acar, 2004.



2.2. Malondialdehitler

Malondialdehit, {i¢ veya daha fazla ¢ift bagli yag asitlerinin yikimlanmasi sonucu
olusan, yag oksidasyonunun mutajenik etkili ve iizerinde en fazla ¢alisma yiiriitiilen
metabolitidir (Sekil 2.2). Serbest radikal reaksiyonlarinin son evresinde olusan bir
dialdehid olan MDA’ ninkapali formiili CsH4O2; molekiil agirligi ise 72’dir
(Guillen-Sans & Guzman-Chozas, 1998). Yapilan ¢alismalar MDA’ nin yag asidi
oksidasyonunun Kkantitatif yada spesifik bir gostergesi olmamakla birlikte lipid
peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesinde iyi bir korelasyon gosterir. Bu
sebeple 1960’ 11 yillar itibariyle; in vivo ve in vitro analizlerde oksidatif stres
seviyesini 6l¢mek icin biyobelirte¢ niteliginde MDA molekiiliindenyararlanilmis ve

yeni yontemler gelistirilmistir (Frankel & Neff, 1983).

Sekil 2.2.MDA’nin Mezomerik Yapilari

Kaynak: Giera vd., 2012

Yapisinda lipid fraksiyonu bulunan gidalarda (eksojen) ya da fosfolipid, kolestrol
gibi dokularin ana bilesenlerinde (endojen) meydana gelen otooksidasyon metaboliti
MDA diizeyini 0Ogrenmede yaygin olarak tiobarbitiirik asit (TBA) testi
yapilmaktadir(Karabudak, 2002). MDA’nin, TBA ile kolay reaksiyona girmesi, hizli
bir yontem olmasi ve hassasligi nedeniyle omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin lipid
peroksidasyonu icin uygun bir biyobelirte¢ olarak uzun yillardan bu yana

kullanilmaktadir (Aslankog vd., 2020).

Serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin yarilanma 6mrii oldukg¢a kisadir. Ancak
serbest olarak dolasima katilabilen veya lipoproteinlere baglanan lipid peroksidler
cesitli yakin ve uzak dokularda hasara sebebiyet vererek zincirleme peroksidasyon
olaymin devamina sebep olmaktadir. Bu nedenle yapilan ¢aligmalarda peroksidasyon

metoboliti olan MDA’nin hiicre zarlarindan kolaylikla gecebildigi bildirilmektedir



(Ayala vd., 2014; Zampelas & Micha, 2015). Bu metabolit lizin, serin, guanin,
etelonamin vb. aminoasitlerle bilesik olusturabilmektedir. Hiicre i¢inde gergeklesen
protein sentezini, enzimatik olaylar1 ve dolayisiyla DNA yapisin1 da (mutajen,
karsinojen) olumsuz yonde etkiler. Zincirleme gelisen olaylar sonucunda MDA
sistemik disfonksiyon gelismesine sebep olur (Catyniuk vd., 2016; De Bont & van
Larebeke, 2004; Luo vd., 2013).

Literatiirde olan bazi ¢calismalar MDA ’nin gen ekspresyonunu diizenleyici ve haberci
olarak calistigi kanisimi destekler. MDA’ nin ¢oklu biyomolekiiller (DNA) ile
reaksiyona girme kabiliyeti oldukga yiiksek olmasi beraberinde DNA sarmalinda
cesitli reaksiyonlar sonucunda hasara ve agilmalara sebep olur (Blair, 2008; Garcia-
Ruiz vd., 2002; Wang vd., 2014). Dolayisiyla yapilan ¢alismalarda yiiksek diizeyde
MDA iretimi oksidatif stresin de bir belirteci olarak norodejenaratif hastaliklar
(Alzheimer hastaligi, Parkinson vb.), kanser gesitleri, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, karaciger hastaliklart ve inflamatuar hastaliklarin  patolojisiyle
iliskilendirilmistir (Ayala vd., 2014; Del Rio vd., 2005; Sanyal vd., 2009).

Ortamda olusan MDA miktarin1 yag asidinin doymamislik derecesi, zincir uzunlugu,
antioksidanlar, oksijen cesitleri, gecis metalleri, sicaklik ve ortam pH’s1
etkilemektedir. Yapilan ¢aligmalarda hayvansal kaynakli besinlerde (sigir kiymas,
titstilenmis balik, tavuk ve sosis vb.) toplam MDA’nin ¢ok az bir kismi serbest
formda bulunmakta oldugu bilidirilmistir. Sindirim sirasinda besinlerdeki lizin
proteininin serbest e-amino grubu ile reaksiyonu sonucunda insanlarda emilen baskin
form olan, N-e-(2-propenal) lizin olusturmaktadir. Bu form ise, dokulardaki serbest
MDA ’nin temel kaynagi degildir ve diyetteki MDA ’nin (eksojen kaynakli) mutajenik
etkisini azaltmaktadir (Draper & Hadley, 1990). Yapilan baska bir ¢alismada pisirme
ve cesitli depolama yontemleri (dondurarak) sonrasinda MDA diizeyinde azalma
oldugunu bildirmektedir. Bu olay iki mekanizmayla ¢iklanmaya calisiimustir. Ilk
mekanizma; kizartma yonteminde 1sitilan etlerde  MDA’nin  buharlastigi
sanilmaktadir. Diger mekanizma ise; MDA’ nin ortamdaki proteinlere baglanmasi
sonucunde miktarinda azalma olabilecegi bildirilmektedir (Salih vd., 1987; Lyon vd.,
1988; Karabudak, 2002).



2.2.1. Lipid Peroksidasyonu Metaboliti MDA Olusum Mekanizmasi

Lipid peroksidasyonu (LP), ¢oklu doymamis yaglarin (PUFA) oksidatif bozulmasi
olarak nitelendirilir. Peroksidasyon olayr yag asidi zincirlerinde bulunan hidrojen
atomlarinin koparilmasi ile zincirin lipid radikali (L*) 6zelligi kazanmasi ile baslar.
Olusan lipid radikali ise daha sonra bir dizi reaksiyon sonucunda degisiklige ugrar.
Lipid radikallerinin molekiiler oksijenle reaksiyona girmesi ile lipid peroksit
radikalleri (LOO*) meydana gelir. Lipit peroksid radikalleri membran yapisindaki
diger yag asitleri ile etkilesime girerek yeni lipid radikalleri olusturur. Reaksiyon
sonucunda agiga ¢ikan hidrojen, lipid peroksitlerle bag olusturarak lipitperoksitlerine
(LOOH) doniisiir ve zincirleme reaksiyon baglamis olur (Sekil 2.3). Lipid
peroksitlerin yikimiyla agiga ¢ikan metabolitleri (acrolein, malondialdehit, 4-
hidroksinonenal) biyolojik olarak aktif yapidadir. Bu metabolitler hiicrede
metabolize edilir ya da hiicrenin diger kisimlarina hasar1 yayar (Ayala vd., 2014,
Park vd., 2013).
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Sekil 2.3.MDA’nin Olusum Mekanizmasi

Kaynak: Marnett, 1999.



LP normal kosullarda tiim hiicre ve dokularda diisiik miktarlarda olusan ve oksijen
kaynakli serbest radikaller tarafindan indiiklenen oksidatif bir olaydir. Doymamis
yag asidlerinin oksidasyonu sonucu lipid peroksid olarak isimlendirilen iiriinler
(aldehid, keton, alkol, eter) ve bunlarin metabolitleri ortaya ¢ikmaktadir. Lipid
peroksi radikallerinin, doymamis yag asidleri ile reaksiyona girmesi sonucu da lipid
hidroperoksidler (lipid peroksid) agiga ¢ikmaktadir (Sekil 2.4). Lipid peroksidasyonu
ve aci8a ¢ikan lipid peroksidasyon {iriinleri hiicre membranlarindaki doymamis yag
asidi disiilfit ve protein baglarininin yapisinin bozarak hiicre membran fluditesinde
kayba neden olmaktadir (Sagol & Ozkmay, 2000; Wisdom vd., 1991).Yag
asidlerinin peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan MDA hiicre membraninin

deformasyonuna, iyon ge¢isinin ve enzimatik disfonksiyona neden olmaktadir.
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Sekil 2.4 MDA’nin Olusum Asamalari

Kaynak: Yarsan, 1998.

2.2.2.Lipid Peroksidasyonu Metaboliti MDA’nin Proteinler ve DNA ile
Etkilesimi

LP, serbest radikallerinde 6nemli rol aldigi ve gesitli hiicresel fonksiyonlarda
degisikliklere sebep veren reaksiyonlar zinciridir. Organizmada yer alan protein,

enzim, lipid, DNA gibi bir¢cok yap1 ve fonksiyonlarda LP ara ve son {irlinleri



kaynakli hasar gérmekte ve giiniimiizde bircok hastalikta LP' nin rolii oldugu ileri

stiriilmektedir (Yogi, 1999).

Serbest radikal reaksiyonu sonucu olusan MDA, mutajenik ve Kkarsinojenik
etkisinden dolay1r oldukg¢a ilgi c¢ekmis; arastirmalara konu olmustur. Yapilan
calismalarda, MDA’nin DNA ile reaksiyona girerek mutajenik etkide bulundugu
kanist desteklenmistir (Siu&Draper, 1978). In vivo ortamda endojen MDA
olusumunu; lipid peroksidasyonunu stimiile eden ozon, nitrojen oksitler, hiperoksia
ve bazi xeunobiotikler gibi ¢evresel faktorler de arttirmaktadir. PUFA'nin bozulmasi
sonucu olusan ekzojen MDA' nin metabolizmasi endojen MDA ’dan 6nemli 6l¢iide
farklidir (Draper & Hadley, 1990). Hiicre membran yapisinda yer alan doymus ve
doymamig yag asitlerinden doymus olanlar diiz zincirli iken, genellikle doymus
olanlara gore daha cok bulunan doymamis yag asitlerinin zincirleri kivrimhidir. Bu
nedenle yapidaki doymamis yag asidi miktar1 arttikca membranlar daha gevsek bir
yapilanma gosterirler ve neticede daha akiskan olurlar. PUFA'larda meydana gelecek
herhangi bir hasar membran akiskanligini azaltacak ve membranin fonksiyon
gormesini engelleyebilecektir. PUFA yapisinda bulunan cifte baglar C-H baglarim
zayiflatir; normal sartlarda membrandan gegmeyen maddelere (Ca*? iyonlar1 gibi)
kars1 membranin gecirgenligini arttirir. Allilik hidrojenler (iki ¢ifte bag arasindaki
karbon atomuna bagli bulunan hidrojenler) serbest radikaller ile kolayca reaksiyona
girebilmektedir ve bu sebeple PUFA'lar oksidatif ataga karsi daha dayaniksizdirlar
(Halliwell & Gutteridge, 1985, 2015; Horton vd., 1987; Slater, 1988). Genel olarak
LP membran akigkanligin1 azaltir, normal sartlarda membrandan ge¢meyen
maddelere (Ca*? iyonlar1 gibi) karst membranin gecirgenligini arttirir ve membrana
bagli enzimleri inaktive eder (Sekil 2.5). Yag asidi yan zincirlerinin devam eden
parcalanmasi, aldehitleri ve pentan gibi hidrokarbonlar1 olusturur ve sonug olarak

membran biitiinliigiiniin tamamen kaybolmasina neden olur (Horton vd., 1987).



Disulfit gapraz
baglanm .

as|
Transmembran ' Protein sarmal L
£ } pld protaln
ﬂopromm Mombran ylzey kiriimasi
pvotemlen A Protein- proteln

MENTTTTE e WWW
T Mzzmg

CHy-5 C i1 5 Lipid- |Ipld

Ammoasld o

. oksidasyonu

Sekil 2.5. Serbest Radikallerin Yol A¢tigt Membran Hasari

Kaynak: Giirer,1994.

LP irtinlerinden peroksil ve alkoksil radikalleri ile karbon merkezli radikaller
proteinlerle reaksiyona girebilmektedir. Alkoksil radikallerinin triptofan ve sistein
rezidiilerine saldirilar1 buna 6rnek teskil etmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
LP metaboliti olan aldehitler (6rnegin 4-hidroksinonenal) proteinler {izerindeki -SH
gruplart ile reaksiyona girebilmektedir. MDA gibi dialdehitler ise protein
molekiillerindeki amino gruplarinla reaksiyona girip molekiil i¢i ve farkli protein
molekiilleri arasinda gapraz baglar olusturabildigi bildirilmistir (Draper & Hadley,
1990; Horton vd., 1987).
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CH,
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\

OH N-a-acetyl-¢-(2-propenal)lysine (APL)

Sekil 2.6.Lizin-MDA Reaksiyonu

Kaynak: Draper vd.,1986
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MDA, lizinin yan1 sira (Sekil 2.6), serin, guanin, etonolamin gibi amino asitlerle de
bilesik olusturmaktadir (Comporti, 1987; Draper & Hadley, 1990; Gower & Wills,
1987).

-NH; ve -SH gruplarina aktive olmalari igin ihtiyaci olan enzimler LP esnasinda
genellikle inhibe edilmektedir. Ornegin; karaciger endoplazmik retikulum
membraninda yer alan glukoz 6-fosfotaz (-SH gruplarina saldirarak) ve sitokrom P-
450 bu enzimler arasindadir. Ayrica hiicrelerin hormonlara cevabina imkan veren
yiizey reseptor molekiilleri LP sirasinda inaktive edilebilirler (Benedetti vd., 1979;
Halliwell & Gutteridge, 2015).

Eritrosit membranlarinin yapisinda yiiksek miktarda PUFA bulunmaktadir. Siirekli
yiiksek miktarlarda oksijene maruz kalirlar ve oksidasyonu katalizleyebilecek
hemoglobini igerirler. Bu nedenle eritrositlerin peroksidasyona olduk¢a uygun
oldugu bildirilmektedir (Yamamoto vd., 1985; Simon vd., 2000). Dolayisiyla
eritrosit membranlari LP sonucu yap1 degisikligi ve kapillerler boyunca deformabilite
ozelliklerini kaybederler; sonug¢ olarak hemoliz gergeklesmektedir (Benedetti vd.,
1979; Halliwell & Gutteridge, 1985). Yapilan ¢alismalarda LP firiinleri ¢ekirdekte de
etkilerini gosterebilmektedir. Yag asidi hidroperoksitleri, dihidroperoksitler vb.
Ames testinde mutajenik oldugu bildirilmistir. Gerek reaktif oksijen bilesikleri,
gerekse LP sirasinda olusan lipid radikalleri ya da radikal olmayan tiriinler DNA ile
etkileserek, DNA eklentileri, DNA-protein ¢apraz baglart olusturabilir ve DNA
sarmalinda kiritlimlara neden olabilecekleri rapor edilmistir (Horton vd., 1987; Vaca
vd., 1988).
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Kaynak: Marnett, 1999.

MDA, coklu eklentiler olusturmak i¢in niikleik asit bazlar ile reaksiyona girer (Sekil
2.7 ve Sekil 2.8).
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Kaynak: Marnett, 1999.
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Glniimiizde tartisma konusu olan LP'nin hiicre hasar1 ve Oliimiiniin sebebi
niteliginde mi; ya da sonucu mu oldugu sorusudur. Hasar gérmiis dokularin saglikli
dokulara gore daha hizli peroksidasyona maruz kaldiklar: bildirilmektedir. Ornegin
lipid peroksitler, saglikli bir beyin dokusuna gore bir beyin homojenatinda ¢ok daha
hizli bir sekilde birikirler. Bazi antioksidanlarin hasara ugramis dokularda inaktive
olmast ve ayrica, metal iyonlarimin, depolandiklar1 bdlgelerden ve hasarli
lizozomlardan sizan proteolitik enzimlerce hidrolize edilip metaloproteinlerden
salinmalar1 sebepleri arasinda olabilecegi 1ilgili arastirmada bildirilmistir. Bu
aragtirma sonucunda LP' nin dolayli yoldan hastaliklar ve toksikolojideki yerinin
Sekil 2.9°daki bigimde oldugu varsayilmaktadir (Halliwell & Gutteridge, 1984;
Halliwell & Gutteridge, 1985, 2015).

Hastalik ya da Hicre hasari ya Artan lipid

toksin da olima peroksidasyonu

Sekil 2.9.Artan Lipid Peroksidasyonu ile Hastahk iliski Déngiisii

Kaynak: (Giirer, 1994).

LP, hasarin birincil sebebi olmasa bile, hasar sonucunda olusmasi da doku hasanni
ilerietmesi ve bazi son iriinlerinin sitotoksik ozellige sahip olmasi agisindan
biyolojik olarak énemlidir. insanlarda birgok hastalik ta meydana gelen baz1 organ ve
dokulardaki membran hasan, membranda LP' nu kigkirtmakta ve membranin- yap1 ve
fonksiyon bozukluklarint hizlandirmaktadir. Lipid peroksitler belli bir miktara kadar
olusup biriktiginde organ ya da dokudan kan dolasimina sizarlar ve serum/plazma
igerisindeki lipidperoksit seviyeleri artar. Boylece artan seviyeler bazi organ ya da
doku hiicrelerinde hastaliklarca kiskirtilmis membran hasar1 oldugunu gosterir. Buna
bagl olarak bazen kan lipid peroksit diizeyleri hastaligin siddetinin bir gostergesi

olmaktadir (Yogi, 1999).
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2.3. MDA Ol¢iim Yontemleri

Ikincil oksidasyon metabolitlerinden olan MDA'in &l¢iim yontemleri, meydana
gelen degisikliklerin sekline gore belirlenir. Eger; oksijen alimi, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin kaybi, hidroperoksitlerin olusumu (peroksit degeri) gibi birincil
degisiklikler mevcut ise buna gore degerlendirmeye alinir. Ikincil degisiklikler olustu
ise; karbonillerin olusumu (dinitrofenil hidrazonelar veya gaz kromatografik
Olctimleri), malonaldehid olusumu (TBA testi), hidrokarbonlarin olusumu (pentan
vb. gibi) Oolgilebilir (Gray vd., 1996). Hidroperoksit yikiminin gerceklestigi
durumda, peroksit degerinin 6lgiilmesi, yagin oksidasyon derecesinin saptanmasinda
yararhidir. Ancak ugucu bilesiklerin (karbonil) miktar1 artis gosterdiginde, bu
bilesiklerin konsantrasyonunu yansitan TBA sayis1 gibi degerlerin saptaniyor olmast,
analitikagidan ¢ok daha dogru verileri sunar. TBA testi, Kreis testi ve peroksit
degerinden ¢ok daha hassas bir yontemdir (Draper, 1990). Ikincil oksidasyon
metaboliti olan MDA spektrototometrede, yiiksek basingli sivi kromatogratisinde
(HPLC) ve gaz kromatografisinde (GC) tespit edilerek miktar1 belirlenebilir (Kubow,
1992; (Guillen-Sans & Guzman-Chozas, 1998; Paquette vd., 1985).

2.3.1. Spektrofotometre

Biyolojik  sistemlerde besinlerde TBA ile reaksiyona giren MDA'nin
degerlendirilmesinde, spektrofotometre siklikla kullanilan yontemlerden birisidir.
Testin; spektrofotometrede kullanilmasindaki en biiyiik dezavantaj ise, TBA
reaksiyonunun sadece MDA’ ya 6zgiin olmamasi, MDA ’ya yap1 olarak benzeyen
bilesiklerle de reaksiyon olusturarak bu bilesiklerin de 6lgiim sonucuna yansimasidir.
Bu sebeple testte TBARS terimi MDA ’nin yerine daha ¢ok kullanilmaktadir
(Paquette vd., 1985).

TBA sayisi, yag ve yaglh gidalarda otooksidasyon sonucu olusan ransiditenin
(acilagsmanin) Olgiisiinii saptamak amaciyla kullanilan hizli, basit ve hassas bir
yontemdir. Bir molekiil MDA ile iki molekiil TBA reaksiyona girerek 532 nm’de en
yiiksek absorbans veren kirmizi renkli MDA-TBA kompleksini meydana getirir
(Sekil 2.10).
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Kaynak: (Karabudak, 2002).

TBA analizinin sonucunda elde edilen deger TBA sayis1 olarak bilinir ve birimi ise
mg MDA/kg’ dir (Raharjo & Sofos, 1993; Shahidi & Hong, 1991). TBA testinde
MDA, besinlerde ¢oklu doymamislik icerigi ve oksidatif acilasmanin miktar1 vb.
etkenlere bagli olarak 0-10 ppm araliginda bulunur (Paquette vd., 1985).

2.3.2. Yiiksek Basin¢h Si1vi Kroniatografisi (HPLC)

MDA tayinininde daha duyarli ve spesifik sonuclarin ortaya koyulmasi i¢in yiiksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilmistir (Sekil 2.11). HPLC
yontemi, spektrofotometrik TBA testinden ¢ok daha hassas bir yontem olup her bir
distilat1 degerlendirmek icin 5 dakika gibi kisa bir siire icinde ger¢eklesmektedir.
MDA oldukga hidrofilik bir bilesik oldugu i¢in tiirevlendirilmesi gerekmektedir ve
yine Ornek distile edilmesi gerekeceginden yapilan analiz sirasinda MDA olusumu
gerceklesebilmektedir (Kishida vd., 1990; Tarladgis vd., 1960). HPLC yontemi,
serbest ve bagli MDA ayni zamanda distilasyon siirecinde olusan MDA ’nin
tamamini 6lgebilmektedir (Raharjo & Sofos, 1993; Salih vd., 1987). Bu yontemin en
biiyiilk avantaji ise, analizlerde solvent ekstraksiyonu kullanimma ihtiyag
duyulmamasi ve yeterince ayni zamanda yontemin hassas olmasidir. Bu yontemin
avantajlar1 olmasina karsin, analiz i¢in fazla 6rnek ile g¢alisilmali; 6rnek miktar
azaldik¢a kayiplar artmaktadir (Karatas vd., 2002). HPLC yonteminin kullanimini
siirlayan bir diger en biiyiik dezavantaj ise kolon 6émriiniin az olmasi vepahali bir
yontem olmasidir. Duyarliligt 1 ng'dir ve besinlerdeki TBA-MDA kompleksi i¢in
spesifiktir (Bird vd., 1983; Hong vd., 2000; Raharjo & Sofos, 1993; Salih vd., 1987).
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Sekil 2.11: HPLC Sistemi

Kaynak: Wei, Liu& Sun, 2018.

2.3.3. Gaz Kromatografisi (GC)

MDA tayininde gaz kromatografisinin avantajlarr  HPLC  yontemiyle
karsilastirildiginda ¢ok daha fazladir. Yapisinda bulunan kapiller kolondan dolay1
MDA’nin diger bilesiklerle etkilesimi ve reaksiyonu daha az olur. Gaz
kromatografisinde dezavantaj niteligindeki konu siiredir. Ornek hazirlanmasi goklu
solvent ekstraksiyonu ve evaporasyonu gerektirdiginden analiz i¢in uzun bir zamana
thtiya¢c vardir. MDA tayini i¢in mutlaka tlirevlendirme ¢alismasi yapilmali ve
tirevlendirmeye bagli olarak da hem serbest hem de bagh MDA tayini
yapilabilmektedir (Raharjo & Sofos, 1993).

2.4.Lipid Peroksidasyon Metabolitleri ve Saghk Uzerine Etkileri

Lipid peroksidasyonu firiinleri, 6zellikle MDA, sitotoksik, mutajenik ve kanserojen
ozellikler sergilemektedir. Eylemlerinin biyolojik sonuglarina &rnek vermek
gerekirse; hiicrelerin proliferasyon potansiyelinin kaybi, degisen gen ekspresyonu,
mutasyonlar, molekiiler heterojenite, hiicreler aras1 iletisimin bozulmasi ve
sonucunda organ disfonksiyonudur (Blair, 2008; Catyniuk vd., 2016; Marnett, 2002).
Beraberinde hiicreleri oksidatif strese karsi savunmakla iliskili olan enzimleri de

inhibe edebilmektedir. Dolayisiyla, hiicrelerde daha fazla oksidatif hasara sebebiyet
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verir. Hasarin birikmesi hiicrenin metabolizmasini1  degisikliklere yol acarak;
biitiinliiglinii kaybetmesine neden olabilmektedir. Lipid i¢ kisminin hidrofobik yapisi
etkilenir; zarlarin ¢ift katmanli yapis1 bozulur. Membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu stirecinde iiretilen MDA, proteinlere
ve niikleik asitlere karsi reaktivite gostermeye yiiksek oranda meyillidir. Olustugu
bolgelerden uzak dokulara kolayca ulasabilir ve bu bilesiklerle de kovalent baglar
olusturma yetenegine sahiptir. Dolayisiyla tasindigi yerin yapilarini ve 6zel baglarin
degistirebilmektedir. Hiicre zarlarimin yapisinda ve oOzelliklerindemeydana gelen
degisiklik biitiinliigiin kaybma sebep olur. Zincirleme olaylar neticesinde hiicre
biitiinliigliniin degismesi; diizgiin isleyisinde bozulmasi organlarin isleyisinde de

disfonksiyona neden olur (Catyniuk vd., 2016; De Bont & van Larebeke, 2004).

Meydana gelen dogrudan ya da dolayl siirecler biitlinli bir¢ok hastaligin gelisimine
katkida bulunmakla kalmaz, ayn1 zamanda yaslanma siirecinin bir pargasidir (Casado
vd., 2008; Raghavan vd., 2012; Siu & Draper, 1982).Hi$kilendirildigi hastaliklar;
siroz benzeri karaciger hasari, norojeneratif hastaliklar, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar (miyokart enfaktiisii gibi), romatoid artrit, karaciger hastaliklari, bobrek
hastaliklari, Duchenne kas distrofisi, kanser ve ¢esitli inflamasyonlardir (Aznar vd.,
1983; Halliwellvd., 1987; B. Halliwell & Gutteridge, 1984, 1985, 1990; Latron vd.,
1991; Suryakar vd., 1985; Yogi, 1999).

2.4.1 Norodejeneratif Hastaliklarda MDA’larin Rolii

Norodejeneratif hastaliklarin karakteristigi, ndronlarin ilerleyen hasar1 ve sonucunda
Oliimiidiir. Norodejeneratif hastaliklar Kategorisinde en yaygin goriileni Alzheimer
hastalig1 ve Parkinson hastaligidir. Alzheimer hastalig1 hafizada problemlerin olmast,
konsantrasyon bozuklugu ve 6grenmede giicliik ile karakterize norodejeneratif bir

hastaliktir. Hastaligin goriilme riski yas ile orantili olarak artmaktadir (Baysal, 2007).

Parkinson hastalig1 ise biligsel bozukluklardan ziyade daha cok kas sistemini
etkileyen bir hastaliktir. Hastalik ilerledikg¢e hastalar yiiriimede ve konusmada zorluk
yasayabilirler (Cakmur, 2003).

Lipoperoksidasyon sonucu membran fosfolipitlerinin miktarinin azalmasi Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklarin major sebeplerinden olabilir. Zincirleme tepkimeler
17



sonucunda azalmig antioksidan enzim aktiviteleri lipit olusumu ve Alzheimer
hastalarinin beyinde plak olusumu meydana getirmektedir. Yapilan arastirmalarda,
oksidatif stres belirtecleri (malondialdehit, akrolein, hidroksinonenal vb.) Alzheimer
hastalariin beyin omurilik sivilarinda ve beyin dokusunda tespit edilmistir. Hiicrede
ROS iiretimi sonucu noronal glikoz tasiyicist GLUT3’ {in, glutamat tasiyicilarinin,
Na'/K* ATPaz pompasmin, membran proteinlerinin fonksiyonlarinin, iyon
transportunun ve kinazlarin aktivitesinin bozulmasina sebep olarak noérodejeneratif
hastaliklarin olusumuna sebep olur (Halliwell vd., 1987). Parkinson ise, oksidatif
stres kaynakli olusan diger bir norodejeneratif hastaliktir. MDA ve diger lipit
peroksidasyon metebolitlerinin  beyinde bulunan substantia nigra yapisinda
yogunlugunun artmast Parkinson hastaliginin meydana gelmesi ©6nemli rol
oynamaktadir. Serbest radikallerin metabolizmada olusturdugu dengesizlik Down
sendromu fizyopatolojisinde 6nemli rol oynar (Halliwell vd., 1987; Gutteridge vd.,
1985).

Sonug olarak, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1 ve amyotrofik lateral skleroz
(ALS) dahil olmak iizere ndrodejeneratif hastalik Ozelliklerinin patogenezinde
oksidatif stresin rolii hakkinda ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Demansli hastalar
tizerinde yapilan otopsi raporlari, korteks ve hipokampusta (Alzheimer hastaligi olan
hastalarda), substantia nigra'da (Parkinson hastalar1) ve ALS' li hastalarin omurilik
stvisinda, MDA ve 4-hydoksinonenal (4-HNE) gibi lipid peroksidasyon belirtegleri
bulunmustur (Andersen, 2004; Bulut vd., 2007; Gutowicz, 2011; Hensley vd., 1998).

Noroloji bozukluklarinda oksidatif stres yalnizca dejenerasyon bozukluklarinda
onemli rol oynamaz. Bulut vd., yaptiklari ¢caligmada, dikkat eksikligi, hiperaktivite
bozuklugu olan hastalarda MDA serum diizeylerinin anlamli olarak ¢ok daha yiiksek

oldugu saptanmustir (Bulut vd., 2007).

2.4.2 Kardiyovaskiiler Hastahklarda MDA’larin Rolii

Kardiyovaskiiler sistem, kalpten ve damarlardan olusan kanin, oksijenin ve besinlerin
viicutta dolagmasini saglayan sistemdir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ise kalbi ve kan

damarlarini etkileyen hastaliklar1 kapsamaktadir (Akbulut, 2018).
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Kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana gelmesi ve gelisiminin ilerlemesi, ¢evresel ve
genetik faktorler ve bu faktorler arasindaki etkilesimlerden etkilenebilmektedir.
Diinya ¢apinda 6liim nedenlerinde en 6nde gelen nedelerinden biri kardiyovaskiiler
hastaliklardir. Oksidatif stres aterosklerozun fizyopatolojisinde onemli bir yere
sahiptir(Halliwell, 1978). Oksidasyon, LDL’ nin makrofajlar tarafindan taginmasini
baglatir. Bunun yani sira oksidasyon zinciri inflamatuar etkileri s6z konusu olan
lipitlere okside olabilir. Yapilan ¢alismalar sonucunda LDL’ nin disinda damarlarin
duvarinda bulunan diger lipidler ve lipoproteinler inflamasyon ve ateroskleroza
neden olabilmektedir (Halliwell vd., 1987).

Cesitli klinik ve deneysel ¢alisma sonuglar1 oksidatif stres ve ROS’ un kalbin
elektriksel ritminin patogenezinde ve atriyal fibrilasyon patogenezinde rol aldigini
bildirmistir (Aslanko¢ vd., 2020). Ayrica damar endotel hiicrelerinde bulunan
NADPH oksidazlar, nitrik oksit sentaz metabolizmasinin 6nemli enzimlerindendir.
Nitrik oksit (NO) sentezinin artmasinin toksik etkileri oldugu bilinmektedir. NO’nun
onemli reaksiyonlarindan birisi oksijen radikallerinden siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girmesidir. BOylece fazla reaktif olmayan NO daha reaktif olan
peroksinitriti olugturur. Peroksinitrit 6zellikle proteinlerdeki tirozil, sisteinil ve
triptofan halkalarinin nitritlenmesine neden olmaktadir. NO ekspresyonunda artis

makro ve mikro vaskiiler hastaliklarla iligkilendirilmektedir (Davies, 1993).

Yapilan caligmalar, hastaligin ilk zamanlarinda yakin ge¢miste miyokard enfaktiisii
gecirmis kisilerde MDA'min plazmatik konsantrasyonlarinin yiikseldigini; sonraki
zaman diliminde MDA seviyesinin artig gosterdigini bildirmistir. Ayn1 zamanda
olusan degisiklikler, kreatin fosfokinazin MB fraksiyonunun seviyeleri ile koreledir.
Olusan MDA metabolitinin, LDL lipoproteinleri ile taginabilecegi varsayilmaktadir.
Lipoproteinlere bagli olan MDA, Kolesterol esterlerinin kan damari duvar ile bag
kurmasini ve bir aterosklerotik plak olusumunu kolaylastiracaktir (Antoniades vd.,
2009; Aznar vd., 1983; Lee vd., 2012; Walter vd., 2008).

2.4.3. Kanserde MDA ’larin Rolii

Oksidan ve antioksidan dengesinin bozulmasi, basta biitiin temel biyolojik

bilesiklerin (DNA gibi)zarar gérmesini, membran lipitleri ve hiicre oliimlerinin
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olusmasina sebebiyet verebilmektedir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden ¢ok
daha fazla miktarda reaktif oksijen tiirli ile reaksiyona girebildigi ve reaktif oksijenli
tirlerin (ROS) ise kanser fenotipinin korunmasindan sorumlu oldugu yapilan
calismalar ile kanitlanmistir. Diger bir yandan ROS onkogenler i¢in uyarict olarak
tanimlanmaktadir (Machlin & Bendich, 1987). ROS; hiicre membran proteinlerine,
lipit, lipoproetin ve DNA’ya 6nemli derecede zarar verir. Oksidatif hasar sonucu
olusan MDA; DNA yapisindaki bazlarla aktif olarak reaksiyona girerek mutajenik
etki gosterdigi bildirilmistir. Olusan hidroksil radikalleri DNA bazlariin oksidatif
hasarina veya direkt olarak zincirlerin kopmasina neden olur. Dolayisiyla zincirleme
reaksiyonlar sirasinda ortaya c¢ikan hidroksilin DNA ile etkilesimi kanser

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Halliwell vd., 1987).

Yapilan calismalarda viicut sivist peroksidasyonu iirlinlerinin, DNA'ya zarar
verebilecek potansiyel mutajenik ve kanserojen bilesiklerden olusan bir grup
olusturduguna dair kanitlar sunulmaktadir. Prostaglandinlerin lipid peroksidasyonu
ve biyosentezinin bir sonucu olarak olusan endojen genotoksik bir faktor olarak, bu
bilesikler tiimorlerinde biityiimesine katki sagladig: bildirilmektedir (Halliwell, 1978).
MDA'nin DNA yapisindaki bazlarla reaksiyonundan, eklentiler olarak bilinen
bilesiklerin olusumu meydana gelir. Bu eklentilerin DNA'daki varliklarinin mutajen
olusumu ve karsinojenez siireglerinin baglamasina oldukca biiyiik bir katk: sagladig
bildirilmektedir. Ornegin yapilan c¢aligmalar sonucunda; kolorektal kanserin
gelisiminde yag asitlerinin peroksidasyonunun patojenik rolii dogrulanmistir
(Aslankog vd., 2020; Davies, 1993). Ote yandan benzer gdzlemler meme ve akciger
kanseri i¢in de gegerlidir. Baska bir ¢aligmada ise, meme ve akciger kanserli
hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek serum MDA seviyeleri gozlenmistir. Bu
calisgma sonuglari, Kkarsinojenezde oksidatif stresin rolii hakkindaki hipotezi
dogrulamaktadir (Machlin & Bendich, 1987).

2.4.4 . inflamatuar Hastaliklarda MDA ’larin Rolii

Yapilan caligmalar sonucunda, astim ve alerjik rinit dahil kronik inflamasyon ile
oksidatif stres arasinda ayni zamanda oksidatif tiirler ve antioksidanlar arasinda da
bir Korelasyon oldugu bildirilmektedir. Hidroksil radikallerinin,  peroksitlerin,

stiperoksit radikal anyonlarmin artmasi hava yolu mukozasinda zincirleme bir
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degisikligi baslatabilmektedir. Lipit peroksidasyonu sonucunda, hava yollarinda
mukozal duyarlilik olusmast ve sekresyonda ayni zamanda vaskiiler permeabilitede
artisa sebep oldugu ortaya koyulmustur. Diger bir yandan, temelde oksidatif stres
arasidonik asit metabolizmasini bozarak hava yolu inflamasyonunun yani sira
sistemik inflamasyon olusumunu arttirmaktadir. Yapilan epidemiyolojik caligsmalar

oksidatif stres olusumunun, astim riskini arttirdigin1 bildirmektedir (Saari, 1991).

Ote yandan, Ostalowska vd., yaptig1 calismada, romatoid artrit (RA) hastalarinda,
artan lipid peroksidasyonunun, tiim antioksidan sistemdeki degisikliklere yonelik bir
egilim ile iligkili oldugu sonucuna varmistir. Bu, RA hastalarinin kaninda ve eklem

stvisinda artan ROS ile potansiyel hasari ile ilgili kanit olusturmaktadir (Ostatowska

vd., 2016).

2.4.5.Diyabette MDA’larin Rolii

Diyabetik hastalarinda saglikli bireylere gore genelde yasam siiresinin daha kisa
olma beklentisi, esasen ateroskleroz komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir(Gallou
vd., 1993; Panzram, 1987). Ateroskleroz lezyonlarm gelisiminde rol oynayan
mekanizmalar arasinda, plazmadaki lipoproteinlerin kalitatif modifikasyonlar1 yer
alabilmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda, oksitlenmis LDL’nin, Watanabe
tavsanlarinda ve insanda ateroskleroz plaktan izole edildigi bilidirilmektedir.
Dolayisiyla serbest radikaller tarafindan indiiklenen bir peroksidasyon siirecinin
sonucu olduklar1 diisiiniilmektedir (Haberland vd., 1988; Steinbrecher vd., 1990;
Yia-Herttuala vd., 1989).

Ote yandan, MDA’ nin ayrica, ApoB100'deki lizin kalmntilarmi da degistirebildigi
saptanmigtir(Halliwell vd., 1987; Siu & Draper, 1982; Steinbrecher vd., 1990).
Sonug olarak, LDL artik B/E'ye 6zgii membran reseptorii tarafindan degil, bunun
yerine ateroskleroz plagi olusturan kolesterolden zengin hiicrelerin olusumunu
indiikleyebilen bir makrofaj reseptorii tarafindan taninabilmektedir. Bu sebeplerinde
destekledigi caligmada, diyabetik hastalarda anormal LP saptanabilecegi
bildirilmektedir (Fogelman vd., 1980; Luo vd., 2013; Steinberg vd., 1989).

Bununla birlikte, uzun vadeli vaskiiler komplikasyonlarda oksijenli serbest

radikallerin rolii hala varsayimsaldir. Yapilan diger bir ¢alismada, iki diyabetik hasta
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grubundan (Tip 1 ve Tip 2) plazmada tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
olarak MDA konsantrasyonlari 6l¢iiliip; bunlart bir kontrol grubu ile karsilagtirmistir.
TBARS olarak ol¢iilen MDA, diyabette lipid peroksidasyonunun en cok calisilan
belirteci oldugu vurgulanmistir (Kaji vd., 1985; Lyons, 1991; Noberasco vd., 1991).
Bu parametrenin diyabetik hastalarda kontrollere gore anlamli derecede yiiksek
oldugunu gosterilmistir. Benzer sonuglar, Noberasco vd.’nin yaptigi ¢alismada da
bildirilmistir. Ancak, bu iki ¢alismada da smirlayici olarak diyabetin tiirii
belgelenmemistir (Kaji vd., 1985; Noberasco vd., 1991). Tip 2 diyabetli kadin
hastalar1 inceleyen Kaji vd., MDA konsantrasyonunda bir artis oldugunu bildirmistir.
Bu ¢alisma, Tip 1 ve Tip 2 diyabetik hastalarda plazma TBARS konsantrasyonlarinin
kontrollere gore daha yiiksek oldugunu raporlamistir. Ancak, iki diyabet tiirii
arasinda TBARS konsantrasyonlarinda anlamli bir fark bulamadiklarii aym

calismada bildirmislerdir (Warso & Lands, 1983).

2.4.6.Yaslanmada MDA’larin Rolii

Diyabette oldugu gibi dogal yaslanma siirecindede, organizmada MDA’ larin
birikmesive serbest radikaller ile etkilesim gostermeleri, hiicre ve birgok dokuda
hasarmeydana getiren en 6énemli faktorlerdenbiri olarak kabul edilmektedir. Dogal
yaslanma siirecinde glikasyon yoluyla yapilar1 degisen proteinler ve lipitler, basta
kardiyovaskiiler sistemde olmak iizere bircok dokuya zarar vermektedir. MDA,
bircok hastaligin gelisim siirecinde lipidlerin oksidatif hasarini arastirmak ic¢in
kullanilan oldukg¢a kokli bir belirtegtir. Gil vd., 18 ila 84 yaslar1 arasindaki 194
saglikli erkek ve kadini kapsayan calismada, plazma MDA diizeylerinin yasla orantili
olarak arttig1 ve yaslanma sirasinda oksidasyonun hiz kazandigini rapor etmistir (Gil

vd., 2006; Rani & Singh Yadav, 2015).

Baska bir calismada, 100 saglikli erkegi (kronik hastaligi olmayan, sigara igmeyen ve
alkol kullanmayan) inceleyen ve MDA/toplam antioksidan kapasite (TAC) oranini
Olgen Hintli arastirmacilarin, son gozlemleri dikkat ¢ekici olmustur. Bu ¢alismada,
MDA/TAC oranmin yasla birlikte arttigi ve diger bir yandan oksidatif stres
gostergelerinin viicut agirligi ile de iliskili oldugu raporlanmistir. Bu sonug, idealin
disinda bir viicut kiitle indeksi ile yaslanma orani arasindaki yakin iligkiyi gdsteren

baska bir ¢aligma niteligi kazanmistir (Suresh vd., 2009).
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Ayrica Jha ve Rizvi, yasin RCO birikimi i¢in en gii¢lii risk faktorii oldugunu
kanitlayan calismay1 ortaya koymustur (Jha & Rizvi, 2011). Yaslanma, birgok
organin kademeli olarak fizyolojik nitelikte bozulmasinin 6tesinde, ¢ogu zaman
bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasiyla iliskili bir siirectir. Postmenopozal yasta en sik
rastlanan saglik sorunlar1 kanser, kalp yetmezligi ve norodejeneratif bozukluklardir
(Catyniuk vd., 2016; Casado vd., 2008; Jha & Rizvi, 2011; Ogunro vd., 2014). Bu
bozukluklarin nedenleri tam olarak netlik kazanmamistir, ancak bir¢ok durumla
iliskili olarak oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi kanisia varilmistir. Ote
yandan ozellikle viicudun antioksidan potansiyeli, yasilerleyisi ile birlikte
azalmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, yasla birlikte siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesinde azalma olusurken, reaktif oksijen tiirlerinin birikimi s6z konusudur
(Gorelik vd., 2007).

2.4.7.Diger HastaliklardaMDA’larin Rolii

Ozellikle, yasli popiilasyonda daha sik goriilen hastaliklardan bazilar1, giderek artan
ambliyopi ve merkezi gorme kaybi ile iligkili yasa bagli makula dejenerasyonudur
(YBMD). YBMD'nin patogenezi net olarak acgiklananamamakla birlikte, Tiirkiye'de
yapilan kesitsel bir ¢alismada, YBMD hastalarinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda plazma MDA diizeyinin anlamli olarak ¢ok daha ytiksek oldugu
bildirilmistir (Catyniuk vd., 2016; Pauer vd., 2010; Wiktorowska-Owczarek &
Nowak, 2010). Bu arastirma sonucu, YBMD' nin patogenezinde retinadaki oksidatif
stresin rolii hakkinda varsayimlar1 dogrular niteliktedir. Retina, ¢oklu doymamis yag
asitleri (oksitlenebilen) igerigi zengin oldugu icin reaktif oksijen tiirlerinin zarar
gérmesine karsi cok hassastir. Ote yandan beyin de yiiksek miktarda coklu
doymamis yag asidi igerigine sahip bir organdir. Beyin viicudun geri kalan
bolgelerine karsin %20 kadar daha fazla oksijen tiiketir ve diisiik antioksidan
aktivitesi gosterir. Dolayisiyla, oksidatif strese karsi daha savunmasiz yargisi
bildirilmistir.

Bobrekler, karin bolgesinin arka tarafinda bulunan yumruk biiyiikliigiinde; fasiilye

sekline benzer organlardir. Normal sartlarda viicutta iki adet bobrek bulunmaktadir.
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Bobreklerin birgok gorevi olmakla beraber; basta iire olmak {izere toksik maddeleri
slizme gorevini Ustlenerek idrar yoluyla viicuttan atmaktir. Bir diger 6nemli gorevi,

viicutta sodyum ve potasyum konsantrasyonunu dengesini korumasidir (Akbulut,
2018).

Bobreklerin isleyisinde herhangi bir bozulma oldugu durumlarda basta {ire olmak
tizere diger artik maddeler ve su, viicuttan atilamadiginda kan dolasiminda kalirlar;
bu durumun sonucunda viicut isleyisinde onemli problemleri beraberinde getirir.
Bobrek hastaliklarinin  patogenezinde bilinen en sik sebebi diyabet ve yiiksek

tansiyon hastaliklaridir (Mercanligil, 2015).

Li vd.” negore, plazma MDA tarafindan belirtilen oksidatif streste iligkili olarak
bobrek fonksiyonundaki diisiisle baglantili 6nemli bir faktordiir. Li vd., yaptiklar
calismada, plazma MDA'nin yalnizca kronik bobrek hastaligi prevalansi ile degil;
ayni zamanda hafif bobrek fonksiyon yetmezligi prevalansi ile de 6nemli bir iliskisi

oldugunu bildirmistir (Li vd., 2012).

2.5.Lipid Peroksidasyonu Olaymin Onlenmesinde Etken Faktorler

Peroksidasyon olayinin 6nlenmesinde ¢esitli Savunma mekanizmalart bulunmaktadir.
Oksidasyonu onleyici sistemler olarak nitelendirilebilecek ti¢ grup mevcuttur

(Duthie, 1993). Bu 6nleyici sistemler;

a. Serbest oksijen gruplarmin etkinligini azaltmaya yonelikveya hidrojen peroksit ya
da hidroperoksitler gibi yapilarin tepkimelerini azaltan; antioksidanlar adi verilen
yapilar (GSH-Px, katalaz, glutasyon-s-transfcraz, SOD2, karotinoidler ile apoferritin,

transferin, laktoferrin ve seruplazmin gibi metal iyonlari).

b.Meydana gelen gruplar1 ve metabolitleri temizleyen antioksidanlar (vitamin E,
vitamin C, karatinoidler, ubiquinol, iirik asit ve billuribin). Bu maddeler zincir
olusumunu engellemeye yonelik faaliyet gosterir ya da bu asamayr durdurmaya

yonelik mekanizmada rol oynar.

C. Onarici (tamir edici) mekanizmalarin etkisi (FLA:2 proteaz gibi).
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2.5.1. E Vitamini

E vitaminininalfa, beta, gama ve delta tokoferol olamak iizere biyolojik olarak etkili
4 farkli sekli mevcuttur. Lipid peroksidasyon olayinin énlenmesine yonelik etkinligi
bakimindan da yine en etkili olan ¢esidi; alfa-tokoferoldiir (Burton ve Traber, 1990;
Padmaja vd., 1993; Fraga, 1988; Wilson, 1988; Squires vd., 1990). Vitamin E yagda
eriyen bir vitamindir ve yagda eriyen vitaminler grubundakarsilastirildiginda hiicre
zarlar1 tizerinde en etkili olan (6zellikle peroksidasyonun 6nlenmesi) vitamin E' dir.
Bahsedilen antioksidatif etkisi asamali lipid peroksidasyon olaymin zincir tepkimesi
evresinde gergeklesir. Tepkime sirasinda en onemli rolii serbest oksijen gruplarinin
reaktifligine karsi hiicre zari lipidlerindeki doymamis yag asitlerini korumaya
almasidir. Vitamin E'nin antioksidan etkisi yiiksek oksijen yogunlugu oldugu
durumlarda daha fazladir. Bu sebeple, yiiksek oksijen kismi basincina maruz kalan
lipid yapilarinda (eritrosit zari, solunum sistemi zarlari gibi) etkisi yogunlagmistir
(Burton ve Traber, 1990; Draper, 1990; Tarladgis vd., 1962). Vitamin E' nin en etkin
sekli olan a-tokoferol fenolik hidroksil grubundaki hidrojen atomunu lipid tiirevli
peroksi grubuna yoOnlendirerekyag asidi oksidasyonunu baskilamaya yonelik
calismalarda bulunur. Ote yandan bu etki, yakindaki zar lipidlerinin de doymamus
yag asitlerini peroksi grubundan koruyarak lipid peroksidasyon olaymi onlemek
seklinde de gergeklesebilmektedir. Neticede, a-tokoferol'iin lipid peroksi grubuyla
tepkimeye girmesi beraberinde, o--tokoferoksil grubunu meydana getirmektedir
(Burton ve Traber, 1990; Kaneko vd., 1997).

ROO. + CI-TOC-OH ------- » ClI-TOC-O. + ROOH

Olusan grubun yiiksek oranda dayanikli bir yapiya sahipolmasi, oksijeni tutarak
zincir tepkimesinin durmasi sonucuna varir. Olusan alfatokoferaksil grubunu daha
sonra glukuronik asitle tepkimeye girerek safra ile atilimi gergeklesir. Vitamin E ve
sonraki kisimda verilecek olan selenyumun, kiikiirtlii amino asitlerinin vb. yapilarin
lipid peroksidasyon olayindaki etkinligi Sekil 2.12' de verilmistir (Konukoglu ve
Akgay, 1995). Bu konuda yapilan aragtirmalarda Vitamin E'nin lipid peroksidasyon
olayini onleyici etkileri ¢alismalarla da desteklenmektedir. Yapilan bir ¢alismada
atlarin, yemlerine yiiksek oranda doymamis yag asidi ilave edilmesine karsin vitamin

E, BHT ve vitamin C koruyucu dozlarda bir arada verilmis; sonugta MDA
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olusumunun %35 oraninda baskilandigibildirilmistir (Draper, 1990). Diger bir
calismada, erigkin insanlarda, 10 giin boyunca 1000 IU d-a-tokoferol verilmesinin
lipid peroksidasyonun belirteglerinden olan pentan atilimini %35 oraninda azalttig:
rapor edilmistir. Lipid peroksidasyon olaymin gelismesinde tesvik edici olarak
nitelendirilen bir madde olan monensinin bu yondeki etkilerinin 6nlenmesine yonelik
olarak yapilan bir aragtirmadaetlik pili¢lerde vitamin E ve selenyumun koruyucu
yondeki etkileri birlikte ve ayr1 ayri verilerek degerlendirmeye alinmistir. Calismanin
sonucunda, ozellikle vitamin E ve selenyumun bir arada kompleks olarak
verilmesinin  peroksidasyon olaymnin en kokli belirteglerinden olan MDA
'ninkaracigerdeki miktarinda ciddi oranda azalmalara sebebiyet verdigi bildirilmistir
(Ostatowska vd., 2016).

2.5.2. Selenyum

Selenyum, genellikle bitkilerdeselenometiyonin ve selenosistein formunda bulunan
biriz elementtir. Viicut igin esansiyel bir element olmasi beraberinde bu &6zelligin
temel sebeplerinden biri GSH-Px' in yapisina girme eylemidir. Selenyum organik ve
inorganik bilesikleri halinde bulunur; viicuttaki bir¢ok metabolik siirecte ve
biyokimyasal tepkimederol aldig1 bilinmektedir. Goérevlerinden biiyiikk 6nem arz eder
biri de GSH-Px' in yapisinagirerek antioksidan bir maddeye doniiserek gorev
yapmasidir. Bahsedilen GSH-Px enzimi bobrek, akciger, alyuvarlar, damar
endotelleri ve goziin lens kisminda 6nem tasimaktadir. Enzim; peroksitlerinin
alkollere doniisiimiinearacilik etme mekanizmasinda gorev alarak hiicresel ve hiicre
i¢i zarlartyikimlayici etkiden korumayi hedefler. Lipid peroksidasyonunda koruyucu
rolii agisindan iki tip GSH-Px vardir. Bunlardan birincisi, selenyum bagimli GSH-Px
ve ikinciside selenyum bagimsiz GSH-Px’ dir (Draper, 1990; Konukoglu ve Akgay,
1995). Selenyum bagimli olan ¢esidi GSH-Px ¢evresel baski igerisindedir ve
selenyum eksikliginde etkinligi azalmaktadir. Bu enzimlerin bulunma oranlari
birbirlerine gore farklilik gosterir. Ornegin yapilan bir ¢alismada, ratlarin karaciger
hiicrelerinde toplam GSH-Px' in % 14' i kadar1 selenyum bagimlidir, selenyum
bagimsiz GSH-Px ise eriyebilir formunda bulunur. Selenyum bagimli GSH-Px in
vivo olarak etkinlik gostermekte ve bu etkiyi glutasyonla birlikte H2O2’ in

indirgenmesi seklinde gerceklestirir. Ote yandan, Fenton tepkimesinde hidroksil
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grubunun etkisine karsindoymamis yag asitlerini korumaya yonelik eylem
gerceklestirir. Etkinlik yoniinden karsilastirildiginda selenyum bagimli GSH-PX,
selenyum bagimsiz olan formundan ¢ok daha etkilidir. Selenyum bagimli olamayan
GSH-Px organik hidroperoksitleri indirgemesine karsin H2O2’ i pargalayamadigi
bildirilmektedir (Draper, 1990; Wilson, 1988; Shaukat vd., 2018; Orhan, 2011;
Ohkawa vd., 1979).
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Kaynak: (Yarsan, 1998).

2.5.3.C Vitamini

C vitamini bir antioksidan olarak degerlendirilmesine ragmen, bu yondeki etki
mekanizmasi tam olarak agiga kavusturulamamistir. Ancak spesifik olarak lipid
peroksidasyon olayindaki bilinen etkisi, metal iyonlarinin indirgenmesi reaksiyonu
ile ilgilidir. Bu mekanizma, besinlerdeki demirin de emiliminin artirilmasi ve emilen
demirin de sonugta Fe™ seklinde indirgenmesi olayiagiklanmistir. Beraberinde, Fe**
molekiili  H202’nin indirgenerek HO™ grubunu olusturmast tepkimesine
katilmaktadir. Ayrica, C vitamini, Oz grubu ile etkileserek HO™ ve O gruplarinin
etkisiz duruma getirilmesi durumunu meydana getirir (Pandey vd., 1990).
Dolayistyla vitamin C'nin antioksidan etkinliginin nedenini ortaya koymaktadir. Lens
gibi ya da akciger dokusu gibi SOD etkinligi diisiik olan dokularda, C vitaminininbu

ozelligi 6nem arz etmektedir. Bu vitamin ile ilgili olarak yukarida belirtilen birbirinin
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karsit1 iki teori ortaya atilmistir; C vitaminiOz grubu ile etkileserek HO™ ve O
gruplarinin 6zellikle bazi dokulardan uzakagtirilmasini saglarken, 6te yandan da Fe*™
+++

ve Fe
etmektedir (Fenton tepkimesi) (Draper, 1990; Kaneko vd., 1997).

metalleriyle reaksiyona H>O.' den HO grubunun olusumunu tesvik

2.5.4.Demir

+++

Demirin lipid peroksidasyon ile ilgili bilinen en kritik ozelligi Fe'* ve Fe
molekiillerinin H2O; ile reaksiyona girmesi (Fenton tepkimesi) ve sonucunda HO
grubunu olusturma eylemidir. Ancak, bu reaksiyonda demirin ¢esitli formalarinin
(ferritin, transferritin ve laktoferrin) bir etkinligi s6z konusu degilidir. Demirin lipid
peroksidasyonunu tesvik etmeye yonelik etkilerinin yani sira antioksidan 6zelligi ise,
baz1 bakteri ve bitkilerde katalaz ve demir iceren SOD enzimlerinin yapisina girmesi
ile miimkiindiir (Draper, 1990).

2.5.5.Bakir, Cinko ve Mangan

Metal iceren enzimler (dismutazlar) oksijen ile dolayli ya da dolaysiz olarak
reaksiyona girerek hiicresel hasari engellemektedir. Bu gruptaki enzimlerden
birincisi, bakir ve ¢inkoyu bir arada bulundurmaktadir, hiicre i¢inde ve hiicre dist
stvida yer almaktadir. Digeri bir enzim ise, mangan igerigine sahiptir Ve
mitokondriyada yerlesmistir. Dismutazlarin hepsibirbirleriyle yarismali olarak ayni
dismutasyon reaksiyonunu katalize ederler. Bu reaksiyonlarda bakir, oksidasyon ve
indirgenme olaylarindaki degisiklikleri kontrol ederken, ¢inko ise reaksiyonda direkt
olarak katalizor olmamakla birlikte, enzimin yapisal biitiinliigliniin korunmasinda
etkilidir. Bu enzimler SOD {izerineetkinlik gostererek bu grubu H20> 'e doniistiirirler
(Draper, 1990; Kaneko vd., 1997; Mocan vd., 1999; Pandey vd., 1990).

2.5.6. Siilfiir amino asitler (SAA)

Silfiir amino asitler (SAA) hayvanlarda E vitamininin viicutta Kullaniminda ve
tilketilmesinde diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Yapilan deneysel calismalar
gosteriyor ki; kas distrofisi olusturulan tavuklarda vitamin E ve selenyum kadar SAA

'va da ihtiyag duyuldugu tespit edilmistir. Antioksidatif mekanizmada SAA,
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indirgenmis  glutasyonunolusumundarol alarak lipid peroksidasyonun Oniine

gecgebilmek igin katilirlar (Draper, 1990).

2.5.7. Beta Karoten

Beta karoten zincir tepkimesi asamasinda etkin gorev alan yagda ¢Oziinen bir
antioksidandir. Ozellikle singlet oksijen grubu iizerinde etkinlik gdsterir; bu grupla
baslayan reaksiyonlar1 6nleme konusunda rol alir. Bu olayda B-karotenin meyve ve
sebzelerde bulunan 9-cis izomerinin, all-trans izomerinden daha etkili oldugu yapilan
aragtirmalar sonucunda bildirilmistir. B-karoten, vitamin E ile karsilastirildiginda, E
vitamininin aksine diisiik basinglarda daha etkindir; yiiksek basinglarda ise etkinligi
azalmaktadir (Donaldson & Knowles, 1993; Draper, 1990; Yarsan, 1998).

2.5.8.Niasin

Niasin NADP’ 1 yapisina giren bir koenzim olmakla birliktetasidigi bu 6zellik
sebebiyle serbest oksijen gruplarmin patolojik etkilerine karsin besinsel kaynakli bir
koruyucu faktor olarak etkin rol alir. Ayrica indirgenmis glutasyonun etkinligine
katilmaktadir. Niasinin etkisi ile ilgili olaylar da Sekil 2.12° de gdsterilmistir
(Donaldson & Knowles, 1993; Draper, 1990).

2.5.9.Billurubin

Billurubin  hemoglobininyagda eriyebilen katabolizma {riiniidiir.  Diisiik
yogunluklarinda singlet oksijen grubunun yikimlanmasinda ayni zamandaperoksi
gruplarininuzaklastirilmasi etki gosterir. Ayni sekilde, biliverdin de mide-barsak
kanalinda oksidatif yikilmama siirecine karsin bir etkinlik gostermektedir (Draper,

1990; Kaneko vd., 1997).
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2.5.10.Katalaz

Katalaz enzimi spesifik olarak kemik iligi, kan, bdbrek ve Kkaracigerde
bulunmaktadir. Bu enzim o6zellikle peroksizomlarda yerlesimi bulunan; dort adet
hem grubu igeren bir hemoproteindir. Katalaz serbest grup olarak etkinlik gésteren
H20: 'nin yikimlanmasinda rol alir (Draper, 1990; Kaneko vd., 1997; Mocan vd.,
1999).

2.5.11.Digerleri

Antioksidatif mekanizmada dogrudan ya da dolayli yollardan gorev alan tiim bahsi
gecen mekanizmalarin yani sira, digerleri ise: bazi hormonlar (6strojenik hormonlar
vb.), trik asit, seruloplazimin, antioksidan bazi maddeler (BHA, promezatin,
deferoksamin, N-asetilsistein, dietilditiyokarbarmat, ve ubiquinol gibi), yangi
gidericimaddeler (glukokortikoitler vb.) ve antinekrotiklerdir (Donaldson &
Knowles, 1993; Draper, 1990; Kaneko vd., 1997; Mocan vd., 1999).

2.6.Besinlerde MDA Diizeyine Etki Eden Antioksidatif Etkili Bilesenler ve

Besinler

Coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme reaksiyonu sonucu meydana gelen
peroksidasyonun sekonder metoboliti MDA miktarin1 besinin antioksidan igerigi,
mevcut yag asidinin doymamislik derecesi ve zincir uzunlugu, oksijen gesitleri, gegis

metalleri, sicaklik, ortam pH’s1 etkilemektedir (Karabudak, 2002).

Antioksidanlarin saglik lizerine en temel etkisi serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmasinda rol oynamasidir. Oksijenin g¢esitli olaylar zinciri sonucu,
oksidatif stres belirteci reaktif oksijen tiirleri (hidrojen peroksit, siiperoksit
vb.)doniisebilmesi canli sitemler iizerinde toksik etki olusturmasina kanit
olusturmaktadir. Gerek biyolojik sistemlerde gerek besinlerde antioksidanlarin
varligi, oksidatif strese bagli yikimlariazaltmaktadir. Bu baglamda bir¢ok arastima
gosteriyor ki; antioksidanlar, lipit peroksidasyonun ve dolayisiyla proteinlerin ¢apraz

baglanmasina, DNA mutasyonuna engel olur (Memisogullari, 2005).
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Vitamin E ve vitamin C yan sira yemlere katilan karotenoidler, coklu doymamis yag
asidi igerigi yiiksek olan baliklarin dokularinda oksidasyon sonucu olusan lipid
peroksidasyonun dnlenmesinde; ayrica renk maddesi olarakta destek saglayan énem
arz eden katki maddesi olarak bildirilmistir (Olson, 1989). Yapilan bir ¢alismada,
rasyonlarafarkli oranlara sahip ikisentetik Bkaroten ilavesi yapilmistir. Daha sonra
alabaliklarin depolama siirecinde kas karotenoid stabilitesi ve lipid peroksidasyonu
tizerine incelemesi yapilmistir. Sonuglarda, MDA diizeyleri karsilastirildiginda 1. ve
2. ayda 70 mg/kg beta karoten igerigine sahip rasyonla beslenen balik filetolarinda
diger gruplara gore istatistiksel agidan ciddi oranda diisiik diizeye sahip oldugu rapor
edilmistir. Benzer sekilde yumurta tavugu yemlerine lipitlerin peroksidasyonunu
onlemek i¢in o-tokoferollerin katilmasi Onerildigi bilidirilmistir (Coban &
Kelestemur, 2010; Bhuyan vd., 1986).

Besinlere, lipid oksidasyonu etkilerinionlemek i¢in genellikle yapay antioksidanlar
katilmaktadir. Coklu doymamis yag igerigine sahip besinlerde oksidasyonun daha
yiiksek oranda gergeklesmesi ransidite beraberinde besin yapisindaki E vitamininin
de zarar gordiigii arastirmalarda ortaya konulmustur. Bu sebeple yiiksek diizeyde
coklu doymamis yag asidi igerigine sahip balik yagi veya unu katilmig yemler
antioksidan maddeler ilave edilmez ise E vitamini eksikligi goriilebilmektedir (Van
Elswyk, 1997). Ayrica, oksidatif bozulmaya karsin C vitamini, oksidayona ugramig
E vitaminini indirgeme gorevini iistlenerek hiicre icerisinde tekrar antioksidan 6zellik
kazanmasinda gorev aldigr icin yemlere eklenmesinde yararli olacag: bildirilmistir.
Yapilan bir calisma, %4 diizeyinde aygicegi ve balik yagi olmak ilizere iki yag
kaynagi igerigine sahip yumurta tavugu yemlerine E ve C vitaminleri ilavesinin
yumurta sarist yag asitleri bilesimine ve MDA miktarina etkilerinin belirlenmesi
amactyla bir arastirmayi ortaya koymustur. Denemenin 1. ayinda aygigek ve balik
yagli yemlere E ve C vitaminlerinin ilave edilmesiyle tiim gruplarda yumurta
sarillarinda belirlenen MDA diizeyinin azaldigr bildirilmistir. Arastirmanin 2.
haftasinda her iki yag kaynakli ve ozellikle de balik yagli gruplarda, E ve C
vitaminleri ilavesi ile de yumurta sarist MDA diizeylerinin yiikseldigi izlenmistir.
Gergeklesen olay, E ve C vitaminlerinin yemlerdeki miktarinin azalmasi beraberinde
antioksidan etkisini bu sebeple aktif olarak gosteremedigi olarak yorumlanmigtir
(Eseceli & Kahraman 2004).
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Lipid oksidasyonunu kontrol altina almak i¢in yapay bilesikler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fakat, yapilan bazi toksikolojik caligmalar kullanilan sentetik
bilesiklerin kanserli hiicre gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir. Bu sebeple, 6zellikle
son zamanlarda giivenilir gida iiretimi giindemde genis bir yer kaplamasiyla beraber
dogal katki maddeleri arayis1 6n plandadir. Bu amagla yapilan bir bagka calisma,
yapisinda bulunan ugucu yaglardan kaynaklanan antioksidan etkiye sahip olan
biberiye ve adagay1 gibi aromatik bitki ekstraktlarinin kullanimi {izerine bir arastirma

yapmistir (Oneng & Acikgdz, 2005).

Yapilan bir ¢alismada, etlik pilic yemine 500 mg/kg adacay1 veya biberiye ekstrakti
katilmas1,4 ay muhafaza edilen gégiis ve but etlerinde lipid oksidasyonunu 6nemli
diizeyde azaltmistir (Lopez-Bote vd., 1998). Baska bir ¢alismada kolza yaginin 80 °
C’deki peroksit degeri baz alinarak, antioksidasyon etkisi bakimindan adagayi
ekstresi; BHT ile karsilastirildiginda daha giiglii bir antioksidan etkisi gosterdigi
rapor edilmistir (Bandoniene vd., 2002). Kekik ugucu yagi katilan yemlerle beslenen
piliclerin gogiis ve but etlerindeki MDA miktar1 kontrol grubuna gore kekik ucucu
yag artist ile dogru orantili olarak azaldig bilidirilmistir (Oneng & Agikgdz, 2005).

Kefirin laktik asit igerigine sahip olmasi antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir.
Yapilan bir calismada E vitamini ve Kkefirden yoksun beslenen gruptaki
farelerdeoksidatif stres arttig1 zicirleme olarak lipid peroksidasyonuna sebep oldugu
ve dolayisiyla MDA diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda kefir ve E
vitamini  verilen farelerde GSH-Px  seviyelerinin  yiikseldigi ve lipid
peroksidasyonunda diislisiin gozlenmesi kefir ve vitamin E destekli beslenmenin
lipid peroksidasyonu yani sira antioksidan enzim sistemini etkiledgi rapor edilmistir
(Giiven vd., 2004).

Ote yandan, baska bir calismada, fasulyede MDA iizerine farkli miktarlarda tuz ve
silisyum uygulamalart ile iki faktoriin etkileri karsilastirilmistir. Bitkide tuz stres
artmastyla dogru orantili olarak MDA seviyesinin de paralel artis gosterdigi
bildirilmigtir. Tuzun ilavesine karsin silisyumun stres kosullarinda hiicre zarinda
MDA diizeyinde kayda deger bir azalmaya sebepoldugu tespit edilmistir (Aydin vd.,
2012). Ek olarak silisyumun, membran fonksiyonunu ve biitiinliigiinii koruyarak;

bitki gelisimini ve verimini iyilestirmekte oldugu bildirilmistir (Oral vd., 2020).
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Mantarlar iizerinde yapilan bir ¢alismada,saptanan MDA ve doymamis yag
asitleri/doymus yag asitleri oranlar1 degerlendirilmeye alinmistir. Calisma sonucunda
Cantharellus cibarius tiirii mantar diisik doymamig/doymus yag asitleri oran1 ve
dolayisiyla beklenildigi gibi diisiik MDA miktarina sahiptir. Ciinkii MDA doymamis

yag asitlerinin peroksidasyonun son iirliniidiir (Cetin, F., 2010).

2.7.Cikolata

Kakao, Amerika ekvatoral yagmur ormanlari mensgeili Theobroma cacao bitkisinin
yagl tohumudur. Arkeolojik calismalarneticesinde kakaonun ilk kez M.O. 400’lii
yillarda Orta Amerika’da Mayalar tarafindan icecek niteliginde tiiketilmeye
baslandig bildirilmistir. Avrupada ilk olarak kakao i¢ecegini 16. yy.’da Ispanyollarin
tikettigi bildirilmistir (Beg vd., 2017). Giiniimiizde sik¢a tiiketilen ¢ikolata ise, temel
olarak kakao likdriiniin, kakao yagi, seker ve siit gibi bilesenlerlebir araya getirilerek

yapilmasi ile meydana getirilen yiyecektir (Fernandez-Murga vd., 2011).

Cikolata igeriginde bulunanbilesenlerin tiir ve miktarina gore (siitlii gikolata, bitter
cikolata, beyaz ¢ikolata) isimlendirilmektedir. Cikolatanin yapim asamasi 5 temel
basamaktan olusmaktadir. Bunlar; karistirma, inceltme, kong¢lama, temperleme ve
paketlemedir. Cikolatanin kalitesini belirleyen en temel bilesen kakao yagi
miktaridir. Kakao yagi orani artmasi beraberinde dogru orantili olarak ¢ikolatanin
kalitesinin arttigi bildirilmektedir (Bruinsma & Taren, 1999). Calismalara siklikla
konu olan bitter ¢ikolata, kakao likorii ve kakao yagindan olugsmaktadir. Amerikan
Gida ve lag Dairesi’nin 2016 raporuna gore, bitter gikolatadaki kakao likorii miktar:
agirhginin %35’inden az olmamasi gerekmektedir. Kakao tohumlarinin %50-57’si
yagdir. Kakao tohumlar1 kavrulduktan sonra toz haline getirilmeden once bu yag
ayrilir. Siitlii ¢ikolatadaki kakao likorii miktari, bitter cikolataya goére daha az
olmakla birlikte, siitlii ¢ikolatanin bilesiminde kakao yagina ek olarak siit yagi da
bulunmaktadir (Bruinsma & Taren, 1999). Kakao g¢ekirdeklerinin kavrulup ¢ekilmesi
sirasinda 1s1 sebebiyle kakao yaginin erimesi sonucu kakao likorii elde edilir. Kakao
likorii; polifenoller, vitamin ve mineral igerigi yiiksektir. Kakao c¢ekirdeginin kuru
agirliginin %50-57sini olusturup ve ¢ikolataya erime 6zelligi yani yumusak yap1

ozelligini kazandirir. Kakao yagikonsantrasyonundaki yag asitleri ise; doymus yag
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yag asitleri (stearik; 18:0, %35 ve palmitik; 16:0, %25) ve tekli doymamis yag
asitleri (oleik; 18:1, %35) ve ¢oklu doymamis yag asitleri (linoleik, %3) dir
(Bruinsma & Taren, 1999; Keen, 2001).

Genel olarak cikolata cesitleri arasinda kakao miktar1 karsilastirmasinda; bitter
cikolatadaki toplam kakao miktar1 %50-85 arasinda, siitlii ¢ikolatada ise bu deger
%20 -30 arasinda yer almaktadir. Polifenoller kakao tohumlarinin kuru agirligi baz
alindiginda %6-8 civarimi olusturmaktadir. Cikolatalarda antioksidan niteliginde
bilesenlerden en ¢ok bilinen epikatesin, katesin ve prosiyanidin gibi flavanollerin
haricinde antosiyanin, stilbenler vefenolik asit kakao tohumunun yapisindaki
polifenollerdir (Ludovici vd., 2017). 10 gram bitter ¢ikolata igeriginde polifenol
diizeyi yaklagik olarak 120-150 mg; kakao tozunda ise bu miktar yaklasik olarak 5
kat1 yliksegi diizeyine ¢ikabilmektedir. Siitlii ¢ikolatanin bitter ¢ikolataya gore kakao
miktart daha az olmasi sebebiyle polifenol igerigi daha disiiktiir. Yapilan bir
arastirma sonucunda; bitter ¢ikolatada katesin igerigi 12 mg/100 g, epikatesin icerigi
41,4 mg/100 g olarak bildirilmistir (Beckett, 2009; Fernandez-Murga vd.,
2011).Epikatesin ve katesin igerigi bitter ¢ikolata seviyeleri; ¢aydan yaklasik 20 kat,
stitlii ¢ikolatadan ise yaklasik 4 kat daha fazladir. Bitter ¢ikolata siitlii ¢ikolatadan
daha yiiksek oranda kakao c¢ekirdegi likorii ile hazirlanir ve bu yiizden daha fazla
flavonoid igerir. Bu 6nemli bir ayrimdir ¢iinkii biitiin cikolatalar ayn1 miktarda
flavonoid igermez (Lotito vd., 2000). Kakaodan elde edilen epikatesin bilesikleri;
oksidasyon tepkimelerinden koruduklart ¢esitli in vitro c¢alismalarinda rapor
edilmistir (Lotito vd., 2000; Martin vd., 2009).
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Toplam  Toplam Katesin ve Polifenoller

o ; Kateginler Prosiyanidinler $ X : Prosiyanidinler
Uriin Cesidi Flavanoler Poliferoller Epikategin
(mg/g) (mg/g) www  (g®  (mge) TBCAER) (mg/g)

Siitlii Cikolata 0,23-0,32 2,16-3,14 - 15,0 0,15-0,16 3,25-5,38 0,43-0,90
Bitter (ikolata 0,77-1.58 8,52-19,85 - 36,5 0,48-1,37 11,73-14,88 2,78-4,10
Firmlanmig cips 272?8?;.; 12,57-
(1)/Firmlanmg 1,01-1,33 8,71-15,57 - - - il 76- 15,84(2)
¢ikolata(2) 12 8é(3) 3,70-6,29(3)
Tullumimlmunus 1,47-317 18,76-25,20 A } )
¢ikolata

it 2109,00- _ j _
Dogal toz 2,90-3,48 32,19-48,70 3058,52
Alkalize kakao 848,81-
i 0,41-0,73 7,02-10,82 1148,32 - B -
Kakao tozu - - - 65,0 2,96-3,27 45,30-60,20  19,28-23,71
Cikolata surubu B - - - B 3.66-4.79 0,37-0,91

Sekil 2.13.Cesitli Kakao ve Cikolata Uriinlerindeki Polifenoller

Kaynak: Esra vd., 2017.
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UCUNCUBOLUM

ARASTIRMA YONTEMI

3.1.Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada farkli ¢ikolata tirtinlerindeki MDA igerigininin vitro sindirim dncesi ve
sindirim sonras1 miktarlari ile biyoerisebilirliginin tespit edilmesi ve karsilastirma

yapilmasi amac¢lanmistir. Labaratuvar deney agamasi Sekil 3.1° de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Analiz Asamalar

3.2.Arastirma Zamani, Yeri ve Ornekler

Bu arastirma, Mart 2021’ de Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi AR-GE
laboratuarinda yapilmistir. Bu arastirmada, sik tiiketilen 20 farkli ¢esit ¢ikolata

Istanbul’ daki yerel marketlerden temin edilmistir.

3.3.Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan ekipmanlar Tablo 3.1°de, kullanilan kimyasallar Tablo 3.2°de

verilmistir.
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Tablo 3.1: Analizde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

HPLC UFLC-Shimadzu

Analitik Ters Fazli Kolon Lichospher 60 RP-select B
SumLiChroCART 250-4 HPLC cartridge

Analitik terazi (0,0001 g hassasiyetle) Radwag — AS
0,45um filtre 220.R2

Adi filtre kagads Chromafil CA-45/25

Karistiric IsolabLaborgerdteGmbH
Calkalamali su banyosu Memmert

pH metre HANNA HI/2211PH/ORP Meter
Ultrasonik su banyosu Selectaultrasons H-D

Otoklav SelectaPresoclave — 11

Otomatik pipet (100/1000u1-5/50pul1- 2/200ul Axypet- autoclavable

Santrifiij Hitach1 CR22N

Buzdolabi1 Ugur

Su destilasyon cihazi Direct-Q 3 UV ultrapure (typel)

Cam tiipler ve Analiz sigeleri(50 mL’lik agz1 kapakli )

Tablo 3.2: Analizde Kullamlan Kimyasallar

— CAS Numarasi
Acik Adi, Kisaltmasi, Kapal Formiilii Diger Ayrntilar
(Chemical Abstracts Service)
Metanol, MeOH,CH3;0OH 67-56-1 HPLC kalite
Hidroklorik asit,HCI 7647-01-0 HPLC kalite
Asetonitril, ACN,CHs;CN 75-05-8 HPLC kalite

Triklorasetik asit (TCAA), Tiyobartiriik asit (TBA), Tetraetoksipropan standardi,

Etanol, Distile su, Metanol.

HPLC sistemi karisimlardaki bilesenlerin, ayristirilmasinda, nitelik ve nicelliklerinin
belirlenmesinde kullanilan bir analiz teknigidir. HPLC sistemigalisma prensibi Sekil
2.11°de gosterilmistir (Wei,Liu&Sun, 2018).
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3.4. Analizi Yapilan Malzeme Listesi ve Miktarlari
Analizi yapilan 6rnekler Tablo 3.3’ te, 6rneklerin beyan edilen besin degerleri ise

Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.3: Analizi Yapilan Orneklerin Listesi ve Miktarlar

Ornek Ornegin cesidi Miktar
1 Siitlii Cikolata (1) 59
2 Siitlii Cikolata (2) 59
3 Findikl1 ve Uziimlii Cikolata 59
4 Kan Portakalli ve Findikl1 Siitlii Cikolata 5¢
5 Findikli Cikolata (1) 59
6 Findikli Cikolata (2) 59
7 Antep Fistikli Cikolata (1) 59
8 Antep Fistikli Cikolata (2) 59
9 Findikli Cikolata (3) 59
10 Beyaz Cikolata 59
11 Portakalli Bademli Beyaz Cikolata 59
12 Antep Fistikl1 Beyaz Cikolata 59
13 Cilekli Beyaz Cikolata 5¢
14 Karamelli Altin Cikolata (Altin) 59
15 Frambuazli Beyaz Cikolata 59
16 Antep Fistikli Bitter Cikolata 5S¢
17 Bitter Cikolata (1) 59
18 Bitter Karadutlu Cikolata (%60) 5¢9
19 Bitter Cikolata (2) 59
20 Bitter Cikolata (3) 59
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Tablo 3.4: Cikolata Orneklerinin I¢erik Tablosu

Ornek Enerji | Yag Doymus Yag Karbon | Lif Protein Kakao
(100 g) (keal) | (9) (@) hidrat (9) (@) Kuru
()] Maddesi

(%)

Siitlii Cikolata (1) 554 33,9 20 52,4 2,4 8,5 36

Siitlii Cikolata (2) 543 32,2 18,6 53,5 2,4 0,7 30

Findikl ve Uziimli 545 | 32 14 53 | 33 | 82 30

Cikolata ' ’

Kan Portakalli ve Findikli | 543 31 14 55 34 8,2 30

Siitlii Cikolata

Findikh Cikolata (1) 537 33 18,2 44,4 8,2 115 30

Findikh Cikolata (2) 557 34 14 52 3,5 8,9 29

Antep Fistikh Cikolata (1) 541 31 17 55,8 2,5 8,5 30

Antep Fistikl Cikolata (2) 25

Findikh Cikolata (3) 613 46 12,2 36,7 53 10,3 25

Beyaz Cikolata 552 32 21 57 0 8 0

Portakalli Bademli Beyaz 519 30 18 54 0,6 9 0

Cikolata

Antep Fistikli Beyaz 577 37 18 51 0 9,4 0

Cikolata

Cilekli Beyaz Cikolata 565 35 19 54 0 8,3 0

Karamelli Altin Cikolata 583 39 22 53 0 6,2 0

(Altin)

Frambuazh Beyaz 535 30 19 57 0 8,8 0

Cikolata

Antep Fistikh Bitter 525 33 21 44 12 8,5 54

Cikolata

Bitter Cikolata (1) 548 37 23 41 9,5 7,4 60

Bitter Karadutlu Cikolata 548 364 22,4 42,4 10 7,6 60

(%60) '

Bitter Cikolata (2) 541 36,8 16,8 42,8 6 7,9 60

Bitter Cikolata (3) 562 35,5 20,8 50,6 6,3 6,6 53

3.5.MDA Tayini

3.5.1. Deney Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Triklorasetik asit (TCAA) Cozeltisi (%10): 100g triklorasetik asit (TCAA) deiyonize

suda ¢oziilerek 1000 ml ye tamamlanmustir.
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Tiyobartiriik asit (TBA) Cozeltisi (%0,67): 1,675 g tiyobartiriik asit distile suda

coziinerek 250 ml ye tamamlanmustir.

Tetraotoksipropan Standardi: Tetraotoksipropan standardindan 0.5 ml alinarak 100
ml etanol ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 0.1 ml alinarak 100 m1’ye deiyonize su

ile tamamlanmistir. Standart ¢dzeltisinin konsantrasyonu 20 pl/L dir.

3.5.2. Ornegin Hazirlanmasi ve Analiz

Calismamizda siklikla tiiketilen 20 adet farkli ¢ikolata kullanilmistir. Kullanilan
orneklerin tipi ve miktar1 Tablo 3.3’ de verilmistir. Homojenize edilmis 5 gram kati
kivamdaki 6rnekler, 50 mL’lik olan falkon tiiplerinin i¢ine konuldu ve {izerlerine 25
mL %10’luk TCA ilave edildi. Ornekler, par¢alama cihazinda 1 dakika boyunca
tutularak homojen bir duruma getirildi ve hacmine tamamlandi. Sonra santrifiij
cihazinda Ornekler, 8000 rpm’de 5 dakika kadar santrifiij edildi. Santrifiij
edilmesinden sonra siipernatantdan 1 mL alind1 ve tiirevlendirme iglemi i¢in 1 mL
thiobarbituricasit ¢ozeltisinden (1,675 g/250 mL TCA) ilave edildi. 90°C’de 30
dakika kadar su banyosunda &rnekler bekletildi. Ornekler 0,45 mikronluk seliiloz

asetat filtreden gegirildikten sonra HPLC cihazina verildi.

3.5.3. Blank Hazirlamis1

10 ml lik test tiipii igerisine 1 ml TCAA ve 1 ml TBA c¢ozeltisi ilave edilir. 10 dakika
90 °C’de su banyosunda inkiibasyon yapildiktan sonra sogutulur. Daha sonra 0,45

mikronluk seliiloz asetat filtreden gecirilir ve HPLC’ye verilir.

3.5.4. Standart Hazirlanisi

0,1 ml Tetraotoksipropan standart ¢ozeltisi alinarak deney tiipii i¢ine eklenir. Uzerine
1 ml TCAA eklenir ve 10 dakida 90 °C’de su banyosunda inkiibasyon yapildiktan

sonra sogutulur. 0,45 mikronluk seliiloz asetat filtreden geg¢irilir ve HPLC’ye verilir.
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3.5.5. HPLC Kosullari

Mobil faz: 0,056M KH2POstampon ¢6zeltisi/Metanol/Asetonitril  (72/17/11)

karisimindan olusur

Kolon: inercil ODS-3 (4.6 mm x 150mm)
Dedektor: HPLC-UV

Dalga Boyu: 530-550 nm

Akis Hizi:1 mL/dakika

Enjeksiyonun Hacmi: 10 pl

3.6. In vitro Analizi

In vitrogastrointestinal sindirim sistemi metodu Sekil 3.2’ de gosterilmistir.100
mL’lik erlenlere gikolata 6rneklerinden 5’er gram tartildi ve sira ile agiz, mide ve
ince bagirsak ortami soliisyonlart ilave edilerek in vitro ortamda sindirim

gerceklestirildi.

Agiz ortaminda; 100 mL'lik bir beher icerisinde 5 gram tartilan 6rneklerin iizerine,
hazirladigimiz agiz soliisyonundan 5 mL eklenerek karistirildi ve daha sonra 30
saniye boyunca vorteks ile karistirildi ve homojen hale getirildi. Daha sonra bu

karisim 5 dakika boyunca 37 °C'de ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi.

Mide ortaminda; agiz ortamindan gelen karisima 12 mL mide soliisyonu ilave edildi.
Bu karisim, 30 saniye boyunca bir vorteks ile karistirildi ve 2 saat boyunca 37 ° C'de

calkalamal1 su banyosunda tekrar inkiibe edildi.

Ince bagirsak ortaminda; mide ortamindan sonra elde edilen karistma 10 mL ince
bagirsak soliisyonu ve 5 mL safra soliisyonu eklendi. Bu karigim, 2 saat siire ile
37°C'de tekrar c¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Sindirim islemi
tamamlandiktan sonra, son hacim, 50 mL'ye deiyonize su ile tamamlanarak
seyreltildi. Daha sonra numuneler 8000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve
0,22 mikron CA filtreden siiziildii ve analiz edilene kadar -80 ° C'de dondurucuda

saklandi.
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S ml deiyonize su, 2.5 g pepsin, 1 g pankreatin, 1.8 g albimin,

90 mg a-amilaz, 3 g guargum, 2 g albimin, 30 g safra,

25 mg guargum, 1 g albGmin 1.5 g lipaz, [68,3 ml NaHCO;3,
[1.7 ml NaCl, [6,5 ml HCI, [6,3 ml KCl, 10 ml CaCl2.H:0)
8 ml dre, 18 ml CaCl2.H20,] 9 ml CaClz.H20]

15 mg urik asit]

! !

o

Numune+
Numune+ Agiz+
AgizOrtami Mide Ortami
Ag1z Ortami Mide Ortami ince Barsak Ortami Safra Soliisyonu
pH 6.820.2 - PH 1,520.02 (yetiskin) pH 7.0£0.2 pH 7.080.2
37°C-5dk 37 °C- 2 saat 37 °C -2 saat

Sekil 3.2: In vitro Analizin Sistematigi

3.7. istatistiksel Analizler

Her bir 6rnek ii¢ kez analiz edildi. Istatistiksel analiz, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA, p<0,05, Tukey testi) kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki onemli
farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirildi. Tablolarda sunulan verilerin hepsi

ortalama + standart sapmadir (SS).
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Cikolata Orneklerinde Sindirim Oncesi ve Sonrast MDAMiktarlar: ve

Biyoerisebilirligi

20 adet ¢ikolata (farkli markalara ait siitlii ¢ikolatalar, findikli tizimli gikolata, kan
portakalli ve findikli siitlii ¢ikolata, farkli markalara ait findikli gikolatalar, farkli
markalara ait Antep fistikli ¢ikolatalar, beyaz ¢ikolata, portakalli bademli beyaz
cikolata, Antep fistikli beyaz cikolata, ¢ilekli beyaz ¢ikolata, karamelli ¢ikolata,
frambuazli beyaz c¢ikolata, Antep fistikli bitter ¢ikolata, farkli markalara ait bitter
cikolatalar, bitter karadutlu cikolata) arastirilmistir. /n vitro ve HPLC ydntemiyle
cikolata Orneklerinin sindirim Oncesi diizeyi, sindirim sonrasi diizeyi ve

biyoerisebilirlik orani tespit edildi ve Tablo 4.1° de belirtilmistir.

Tablo 4.1: Cikolatalarda Sindirim Oncesi ve Sonrasi MDA Miktarlar1 ve
Biyoerisilebilirligi

Ornek Baslangic Sindirim Sonrasi Biyoerisebilirlik
e (ng/100 g) (ng/100 g) (%)
Siitli Cikolata (1) 19934907 148=70 7
Siitlii Cikolata (2) 16742767 1406° 8
Findikl1 ve Uziimlii Cikolata 1395+632 427+19b 31
K'an Portakalli ve Findikl Siitli 19934907 2674120 13
Cikolata
Findikli Cikolata (1) 1595+722 148+7° 9
Findikl Cikolata (2) 195388 1990 10
Antep Fistikli Cikolata (1) 1900+862 120+5b 6
Antep Fistikli Cikolata (2) 1732+782 120+5P 7
Findikli Cikolata (3) 1549+702 1045P 7
Beyaz Cikolata 1188+542 128+6P 11
Portakalli Bademli Beyaz Cikolata 1692+772 120+5P 7
Antep Fistikli Beyaz Cikolata 1481672 159+7° 11
Cilekli Beyaz Cikolata 1453+66? 227+10° 16
Karamelli Altin Cikolata (Altm) 1318+60? 108+5P 8
Frambuazli Beyaz Cikolata 1551£708 355+16° 23
Antep Fistikl Bitter Cikolata 636+29° 355+16" 56
Bitter Cikolata (1) 2392+108° 490422 21
Bitter Karadutlu Cikolata (%60) 2292+1042 299+14P 13
Bitter Cikolata (2) 1993+9072 144+6° 7
Bitter Cikolata (3) 1232+562 4434200 36
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Cikolata Cesitleri

Sekil 4.1: Orneklerin Biyoerisebilirlik Oranlarinin Grafik ile Gosterimi

Elde edilen sonuclara gore, incelenen 6rneklerde sindirim éncesi MDA miktar1 636-
2392ug/100 g araliginda bulunmugstur. Sindirim 6ncesi MDA miktar1 en fazla olan
cikolata, bitter ¢ikolata 1 (2392 pg/100 g)’ dir. Buna karsin sindirim 6ncesi en diisiik
MDA miktar1 Antep fistikl1 bitter ¢ikolatada (636 pg/100 g) bulunmustur. Sindirim
sonrast MDA miktar1 araligi 104- 490 ng/100 g’dir. Sindirim sonrast MDA miktari
en fazla olan bitter ¢ikolata 1 (490 ng/100 g) iken, en diisiikk sindirim sonrast MDA
miktarina sahip olan 6rnek findikli ¢ikolata 3 (104 png/100 g)’ tiir.

Cikolatalarin MDA  biyoerisebilirlikleri  %6-56 araligindadir. En  yiiksek
biyoerisebilirlik oran1 Antep fistikli bitter ¢ikolatada (%56) iken, en diisiik
biyoerisebilirlik oran1 %6 ile Antep fistikli ¢ikolatadadir.

HPLC standart kromatogrami Sekil 4.2 de; HPLC 6rnek kromatogrami Sekil 4.3’

de verilmistir.
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Sekil 4.3: HPLC Ornek Kramatogrami
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BESINCI BOLUM
TARTISMA

5.1. Islenmis Gidalarda Yag Asidi icerigine Gore MDA Degerlendirilmesi

MDA, ¢oklu doymamis yaglar da hidrojenin indirgenmesi ile baslayan zincirleme
oksidasyonunun sekonder metabolitlerinden olan bir dialdehittir. Eksojen MDA
(besin  kaynakli); endojen MDA  metabolizmasindan  farkhidir.  Lipid
peroksidasyonunun bir {iriinii olan MDA biyolojik olarak aktif bir bilesen olup
organizmada yer alan enzim, lipid, protein ve DNA ile reaksiyona girip yap1 ve
fonksiyon hasarlarin1i meydana getirmektedir. Bu sebeple, mutajenik ve karsinojenik
bilesik olarak nitelendirilmektedir. Dolayisiyla, bircok hastaligin (kanser, diyabet,

kardiyovaskiiler hastaliklar vb.) patogenezinde arastirma konusu olmustur.

Besinlerdeki MDA miktarini; yag asidi gesitleri ve bulunan miktarlarina gore
oranlar1, zincir uzunlugu, yapisinda bulunan antioksidanlar, ge¢is metalleri, oksijen
cesitleri, sicaklik ve ortam pH’s1 etkilemektedir. Paketli gidalarda iiretimden

tikketime birgok asama MDA miktarini etkileyebilmektedir.

Gokee vd., yaptig1 bir caligmada tereyagi (doymus yag asidi orani yiiksek), margarin,
aycicek yagi (n-6 PUFA oran yiiksek), zeytinyagi (MUFA oram yiiksek) ve misir
yagiin (n-6 PUFA orami yiiksek) piliglerdeki lipid peroksidasyonu iizerine olan
etkilerini  arastirmiglardir.  Yaptiklar1  calismanin  sonuglarmma  gore, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’y1 en yiikksek misir yagi daha sonra
sirastyla  yliksekten diislie aygicegi yagi, zeytinyag ve margarin olarak
belirlenmistir. Calismanin sonuglari pilic yemlerine ilave edilen doymamis yaglarin
doymus yaglara gore daha yiiksek oranda peroksidasyona ugradigi verisini ortaya
koymustur. Ote yandan arastirmacilar, coklu doymamus yag asitleri igerigi zengin
olan aycicegi ve musir yaglari; tekli doymamis yag asitlerince zengin
zeytinyaginagore  lipid  peroksidasyonuna daha fazla duyarli oldugunu
bildirilmektedir. Sunulan arastirmada tekli doymamis yag asit orani fazla olan findik
yag1 grubunda; ¢oklu doymamis yag asit oraninca zengin olan aycicek yag: verilen
gruplara gore plazma MDA degerleri daha diisiik (p<0,05) olarak saptanmistir
(Gokee vd., 2000).
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Yaptigimiz ¢alismada, kullandigimiz ¢ikolata ¢esitlerinin besin degeri tablolarinda
beyan edilen verilere gore ¢ogunlukla ¢ikolatalarda doymus yag orant doymamis yag
orania gore daha yliksektir. Beyan edilen besin degerlerinde yag ve doymus yag
siitunu gbéz Oniine alindiginda findikli c¢ikolata (1) 100 graminda 33 g yag
bulunmakta; bu yag miktarinin 18 g’1 doymus 15 g’1 doymamis yag i¢ermektedir.
Doymamis yag konsantrasyonunda ¢oklu doymamis yaga nispeten findiktan kaynakli
tekli doymamis yag oram yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. Ote yandan, Antep
fisitikl1 bitter ¢ikolatada beyan edilen yag miktar1 33 g doymus yag miktar ise 21 g
olarak bildirilmistir. Doymamis yag miktar1 12 g olarak bildirilmesine karsin
iceriginde bulunan Antep fistig1 tekli doymamis yag icerigi yiiksek bir besin oldugu
bilinmektedir. Sindirim 6ncesi ve sindirim sonrasit MDA diizeyleri diger 6rneklerle
karsilastirildiginda  ortalama olarak daha diisik sonuglar elde edildigi
gozlemlenmektedir. Bu sebeple ¢alismamiz Gokge vd., yaptigi doymus ve doymamis

yag miktarlarinin MDA diizeyine etkilerini igeren ¢aligmayi destekler niteliktedir.

Escudero vd. (1998) yaptig1 bir caligmada rat rasyonlarina zeytinyagi (MUFA orani
yiiksek), aycicek yagi (n-6 PUFA orani yiiksek) ve balik yagi (n-3 PUFA oram
yiikksek) katmiglardir. Arastirmalarinda; plazma ve eritrosit membranlarinda
zeytinyagl ile beslenenlerde tekli doymamis yag asitlerini, aygigek yagi ile
beslenenlerde n-6 ¢oklu doymamis yag asitlerini, balik yagi ile beslenenlerde ise n-3
¢oklu doymamis yag asitlerini yiiksek oranda tespit etmislerdir (Escudero vd., 1998).
Benzer sekilde diger birgok calismada diyetle alinan yaglarin membran ve doku lipid
bilesimlerinde degisikliklere neden oldugu belirtilmektedir (Nardini vd., 1993,
Sanchez ve Lutz 1998, Rey vd., 2003, Quiles vd., 2003). Membran ve doku yag asit
bilesimlerinin degismesinin, aym1 zamanda dokularda yapisal degisikliklere neden
oldugu ve coklu doymamis yag asitlerinin konsantrasyonunun artmasinin da lipid

peroksidasyonunu arttirdigi belirtilmektedir (Rey vd., 2003).

Benzer bir bagka calismada;ratlarin yemlerinezeytinyagi (MUFA oran1 %81.6, PUFA
orant %6.1), soya yagi (MUFA oram1 %?23.2, PUFA oram1 %22.0), susam yagi
(MUFA oram1 %43.6, PUFA oranm1 %2.6), kanola yagi (MUFA oran1 %62.24; PUFA
orani %31.2)katmislardir. Calisma sonucunda plazma MDA diizeyi en yiiksek kanola
yagi ilave edilen grupta bulunmusken; en diisiik ise tekli ve ¢oklu doymamis yag

asitlerinin orani ¢ok yakin olan susam yagi verilen grupta bulmuslardir (Acar, 2004).
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5.2. Islenmis Gidalarda Antioksidan Katkis1 ve Sindirimin MDA Uzerine

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Antioksidanlar oksidasyona ugrayan subsrat konsantrasyonu ile karsilagtirildiginda
daha diisiik miktarlarda bulundugu kosullarda, oksidasyonu inhibe edebilen ya da
belirgin bigimde geciktirebilen maddelere denmektedir.Sahin vd., tavuklar iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, tek olarak ve kombine olarak vitamin E (250 mg/kg yem) ve
vitamin C ilave edilmesinin serum MDA miktarini azalttigibildirilmistir (Sahin vd.,
2002). Pili¢ yemlerine aygigek yagi ve -a-tokoferol ve plazma TBARS a-tokoferol
asetat ilave edilen bir calismada da, konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir

korelasyon oldugu (p<0,001) bildirilmistir (Acar, 2004).

Yapilan diger bir benzer ¢alismada,rat karacigerindeki lipid peroksidasyonu
tizerinde, vitamin E ve musir yagi ilave edilmesininoksidasyona etkisi arastirilmasi
amaglanmstir. Vitamin E ilavesinin (30 mg/kg viicut agirligi/giin) yiiksek miktarda
musir yagi verilen (57,77g/l) deney grubunda ve yine az miktarda misir yagi verilen
(8,6g/1) kontrol grubunda TBARS degerlerini azalttigi rapor edilmistir (Valls vd.,
2003).

Soya yagi1 ve vitamin E ilavesinin (400 1U/kg), yash ratlarda aktif ve inaktif makrofaj
hiicrelerinin metabolizmasi tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada, vitamin E’nin
aktif ve inaktif makrofaj hiicrelerindeki TBARS igerigini azalttigi bulunmustur
(Karabudak, 2002).

Besinlerin iiretim asamalari, pisirme teknikleri (6rnegin kizartma) ve antioksidanlar
MDA miktarinda azalmalara sebebiyet verdigi bildirilmistir. MDA’ nin az bir
bolimii serbest formda bulunmakla birlikte sindirim esnasinda besinlerdeki lizin
proteininin serbest amino grubu ile reaksiyon olusturarak insanlarda emilen baskin
form olan, N-e-(2-propenal) lizin meydana gelmektedir. Bu form, diyetteki MDA ’nin
oOlusturabilecegi toksik etkisini diisiirmektedir (Draper & Hadley, 1990). Pisirme
yontemiyle ve dondurarak depolamadan sonra besinlerin MDA igeriginde bir azalma
goriildiigii  bildirilmistir (Newburg& Concon, 1980; Shamberger vd., 1977).
Gergeklesen durumiki sekilde agiklanmaya ¢alisilmistir. Bunlardan ilki; kizartma ile
etlerde bulunan MDA’ nin kolayca buharlastigi ve lizinden ayrildigi sanilmaktadir.

Digeri ise MDA’ nin biyolojik olarak aktif bir molekiil olarak diisiiniilerek ortamdaki
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proteinlerle bag kurarak miktarinda azalma oldugu goriistiidiir(Boyd & McGuire,
1990; Shamberger vd., 1977; Siu & Draper, 1978).

Calismamizda, tiim c¢ikolata oOrneklerinde MDA diizeyr sindirim Oncesi
konsantrasyon sindirim sonrast konsantrasyondan daha yiiksektir. Sindirim sonrasi
diizeyin daha diisiik olmasinin sebebi MDA’ nin reaksiyon sonucu proteinlerle bag
yapmasi, ortam kosullar1 ya da sindirim sirasinda yapisinda olan antioksidanlar
etkisiyle MDA konsantrasyonunda kayiplar yasandig1 diisiiniilmektedir. Ornegin
cikolata Ornekleri arasinda en yliksek protein oranina sahip olan findikl ¢ikolata 1
(protein: 11,5 g/100g) diger orneklerle karsilastirildiginda, sindirim oncesi MDA
miktart 1595ug/100 g iken; sindirim sonrast MDA miktar1 148ug/100 g’a diismiistiir.
MDA nin sindirim sonrasi azalmasini liretim agamalar1 ve antioksidan kapasitesinin
yant sira 0rnegin yapisinda bulunan proteine baglanabilecegi ve dolayisiyla protein

miktartyla da iligkisinin olabilecegini diistindiirmiistiir.

Yapilan bir arastirmada, hamburger etinin pisirilmesi ve sindirim sonrasi plazma ve
idrarda MDA konsantrasyonunda azalmasinin olasi sebepleri; pisirilme sirasinda
antioksidan olusumu ile MDA inhibisyonu, gastirointestinal sistemde absorbsiyonu
olarak tahmin edilmektedir. Ayrica, lipid peroksidasyonu ve DNA eklenti olusumu
stireglerinin MDA konsantrasyonunu azaltilabilecegini diistindiirdiigti bildirilmistir
(Gorelik vd., 2005; Gorelik vd., 2007, 2008a, 2008Db).

Gorelik vd.,yaptig1 ¢aligmada hindi etine kirmizi sarap polifenollerinin eklenmesi ve
hindi eti ile kirmizi1 sarap tiiketiminin insanlarda pismis hindi etinden MDA
emilimini engelleyebilecegini gozlemlemislerdir (Gorelik vd., 2008a).

Halliwell vd., diyet antioksidanlarinin gastrointestinal sistemdeki oksidasyon
tirlinlerinin zararli etkilerine karsi koruma saglayabilecegini one siirmiistiir (Barry
Halliwell vd., 2000). Caligmalar gastrointestinal sistemde bulunan diyet polifenolleri
ve oksidasyon triinlerinin etkilesimlerini gostermistir (Lo vd., 2006; Piche vd., 1988;
Totlani & Peterson, 2006). Bu nedenle, et {iriinlerinin yendigi bir 6gliniin ayrilmaz
bir pargasi olarak bitki polifenollerini tiiketmenin faydalari, MDA ve diger lipid
oksidasyon fiiriinlerinin olusumunu ve emilimini inhibe etmesinden kaynaklanabilir
(Gorelik vd., 2007; Kanner & Lapidot, 2001; Memisogullar1, 2005).

Yapilan bir bagka calismanin sonuglari, 14 giin diisik doz (30 mg/kg) ve toksik
olmayan yiiksek doz (100 mg/kg) kafein uygulamasinin, karacigerde lipit
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peroksidasyon seviyesini azalttigini bildirmektedir. Kafein alimiyla beraber rat
karaciger dokusunda; GPx, GST, SOD ve Kkatalaz gibi antioksidan enzim
aktivitelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir. Kafeinin bu
dozlarda; lipit peroksidasyonunu azaltmasi, antioksidan enzim aktivitelerini artirmasi
ile oksidatif stresi iyilestirmesi, yapilan arastirmalarin da 1s18inda antioksidan

olabilecegi goriistinii desteklemektedir (Demirtas vd., 2012).

5.3. Cikolatamin Yapisindaki Antioksidan Bilesenlerin MDA Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Kakao tohumlarmin kuru miktarinin nerdeyse %6-8’i polifenollerden olusmaktadir.
Polifenollerin baslicalar1 epikatesin, katesin, prosiyanidin flovonelleri olmakla
birlikte fenolik asit, antosiyanin stilbenler temel polifenollerdir (Ried vd., 2017). On
gram bitter ¢ikolata baz alindiginda toplam polifenol miktar1 yaklasik 120-150 mg
kadar iken, kakao tozundaki miktar 5 katina kadar ¢ikabilmekte oldugu
vurgulanmigtir. Toplam kakao miktar1 azalmasi sebebiyle siitlii ¢ikolatanin polifenol
igerigi daha disiik oldugu bildirilmistir (Fernandez-Murga vd., 2011). Katesin ve
epikatesin birbirlerine gore oranlar1 degismekle birlikte; bitter ¢ikolatadaki katesin
icerigi 12 mg/100 g, epikatesin igerigi ise 41,4 mg/100 g olarak rapor edilmistir
(Beckett, 2009). Bitter ¢ikolataki miktarlar1 ve oranlari siitli ¢ikolata ile
karsilastinldiginda 4 kat, cay ile karsilastirnldiginda 20 kat daha fazla oldugu
saptanmigtir (Keen, 2001; Ried vd., 2017). Cikolata yapisindaki yiiksek seker
konsantrasyonu, yiiksek yag ve kafein igerigi hizla emilen uyarilmis ve siirekli bir
enerji kaynagi olmasini saglamaktadir. Cikolatadaki bahsi gegen flavonoid
fenolikler, disaridan ilave koruyucu madde ihtiyacin1 azaltmakta ve dolayisiyla

cikolatada potansiyel olarak yagin acilasmasini 6nlemede gorev almaktadir (Comert
&Merdol, 2018).

Yapilan bir calismada, lipid oksidasyona karsin epikatesinin etkisi aragtirilmak
amaciyla plazma TBARS 6l¢tiimii yapilmistir. Epikatesinin eklenmesi ile deneklerin
toplam lipid seviyelerinde ve artan plazma seviyeleri ile TBARS bagimsiz olarak
hizla azalma eylemi gosterdigi bilidirilmistir (Lima vd., 2011). Epikatesin ve katesin

alimini inceleyen ¢alismalara dayanarak nerdeyse 60 denegin plazmasinda, katesinin
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yani sira epikatesinin daha hizli emildigi sonucuna varilabildigi rapor edilmistir.
Kakao/¢ikolatada epikatesin katesinden yaklasik 6-7 kat daha fazla bulunmaktadir,
dolayisiyla ¢ogu calisma epikatesini &n planda tutmustur. insan calismalar1 ve in
vitro gergeklestirilen ¢alismalar; epikatesinin kii¢iik dozlarinin dahietkili oldugunu

gostermektedir (Bonanome ve Grundy, 1988; Ludovici vd., 2017).

Ote yandan bir baska c¢alismada kakao ve ¢ikolata tiiketimi sonrasinda lipid
peroksitlerde azalmanin yani sira plazma antioksidan kapasitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir artig gézlemlenmistir. Calismada arastirmacilar, kakao ¢ikolata
alimisonucunda plazmanin kendisini oksidatif hasara karst koruma gorevini
tistlenmesive lipid peroksidasyonunu engellemesi konusunda gozlemlenen
iyilesmenin, basta epikatesin gibi flavonoidlerin rolii oldugunu, rapor etmistir

(Waterhouse vd., 1996).

Deneysel verilerde goriildiigii tizere, flavonoidlerin olasi bir antioksidan rolii
oldugunu desteklemektedir. Wang vd., yaptigi bir arastirmada, saglikli goniilli
insanlara 27, 53 veya 80 g ¢ikolata (bir gram g¢ikolata basina 5.3 mg prosiyanidin
iceren) verilmistir. Sonuclarda, plazmanin antioksidan kapasitesindeki artisin yani
sira plazma lipid oksidasyonunda diisiis oldugu gozlemlenmistir (Wang vd., 2001).
Benzer bir baska calisma olan, saglikli goniillillerin diyetini flavonoid agisindan
zengin ¢ikolata (105 g ¢ikolatada; 168 mg flavonoid iceren) ile desteklenmis;
bulgulart Wang vd., yaptifi calisma ile tutarli oldugu bildirilmistir.Baska bir
randomize ¢apraz gegisli bir ¢calismada, 28 giinliik klinik ¢alismada,22 g kakao tozu
ve 16 g bitter ¢ikolata (yaklasik 466 mg prosiyanidin/giin icerir) kombinasyonu ile
desteklenen denekler serumun toplam antioksidan kapasitesi arastirilmistir.
Sonuglara gore kakao tozu ve cikolata ile diyeti desteklenen denekler ortalama bir
Amerikan diyeti ile beslenenlere gore antioksidan kapasitesi onemli dlgiide daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda bu gézlem LDL oksidasyon gecikme
stiresi ile de pozitif iligki gostermistir (Nanetti vd., 2012; Wang vd., 2001).

Sonug olarak oOzellikle kakao orani yiiksek olan bitter ¢ikolatanin oksidasyonu
onleme, antioksidan kapasitesini yiikseltme gibi saglik acisindan olumlu etkilerinin
birgogu, icerigindeki zengin katesin orani ile bagdastirilmaktadir (Comert &Merdol,
2018). Yine bir c¢alismada bitter ¢ikolatanin antioksidan kapasitesinin

degerlendirilmistir. Bitter ¢ikolatanin serbest radikalleri emme kapasitesi (ORAC)
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13,1 pmol troloks esdegeri (TE)/100g olarak bulundugu rapor edilmistir (Beckett,
2009). Fakat antioksidan aktivitenin bagli oldugu bir¢ok etkin faktorii oldugu
bildirilmektedir. Bunlar; basta kakao tohumlarinin yetistirildigi bolge ve hasat
ozelliklerine gdre degisebildigi bildirilmektedir. Ote yandan, son polifenol icerigini
etkileyen en 6nemli faktorlerden biri; kakao ¢ekirdeginin isleme yonteminin oldugu
eklenmektedir. Isleme diizeyine bagl olarak ayni kakao icerigine sahip olsa dahi iki
cikolatanin flavonol igeriginin farkli olabilecegi arastirmalar sonucu ortaya
koyulmustur. Uretim asamasinda pH ve yiiksek sicaklik gibi kosullarin dzellikle
epikatesin ve katesin olmak tizere bazi flavonol kayiplarma sebep olabilecegi
bildirilmektedir (Lima vd., 2011; Rimbach vd., 2009). Diger bir yandan1400’{in
tizerinde kakao ¢esidinin var oldugu g6z 6niinde bulundurularak kakaonun genis bir
genetik cesitlilige sahip oldugu cesitli ¢alismalarda vurgulanmaktadir. Dolayisiyla
arastirmalar 1s181inda ¢ikolatanin antioksidan kapasite ve etkinligine iligkin net bir

veri ortaya koyulmasi dogru olmayacaktir (Turnbull vd., 2010).

Yaptigimiz calismada, cesitli markalara ait ayn1 ya da farkl tiir ¢ikolatalar 6rnek
olarak secilmistir. Antioksidan icerik olarak beyan edilen kakao oranlar
karsilastirmaya alindiginda Antep fistikli bitter ¢ikolata %54 kakao igerigine sahip ve
sindirim 6ncesi MDA diizeyi 636 pg/100 g olmasina karsin; beyaz cikolata (1)
orneginde kakao bulunmuyor (kakao yag: igeriyor) ve sindirim dncesi MDA diizeyi
1188 ng/100 g oldugu tespit edidi. Bu karsilastirma, yapida bulunan kakao miktari
ile antioksidan kapasitesinin arttigi ve oksidasyona karsi koruyucu nitelik tasidig
tezine katki saglamaktadir. Ancak bitter ¢ikolata 1 Ornegi ile (kakao orani: %60,
sindirim oncesi MDA: 2392 ng/100 g), siitlii ¢ikolata 2 6rnegi (kakao orani: %30,
sindirim 6ncesi MDA: 1674 pg/100 g) karsilastirildiginda igerigindeki kakao
oraninin (dolayli olarak antioksidan etki gdsteren flavonoidleri) baslangictaki MDA
diizeyine etkisi olmadigi gozlemlendi. Bu konuda c¢ikolatalarin hammaddesi olan
kakaonun ¢esidi, hasati, islenme ve iiretim asamalar1 kakao oram1 g6z ardi edilerek
icerigindeki antioksidan kapasitede kayiplara sebebiyet verebilecegine dair

diislinceleri kanitlar nitelikte oldugunu diisiindiirmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Sik tiiketilen, ayn1 ya da farkli markalara ve tiirlere ait,yag miktarlar1 fazla oldugu
bilinen 20 gesit ¢ikolata 6rneklerinde sindirim 6ncesi MDA miktari, sindirim sonrasi
MDA miktar1 ve biyoerisebiligini inceledik. Besinlerin yapisinda bulunan doymamis
yag asidi miktari, ortam kosullar1 (sicakliklari, pH wvb.), yapisinda bulunan
antioksidan kapasitesi ve iiretim asamalar1 gibi bir¢ok faktor sindirim 6ncesi MDA
miktarin1 etkilemektir. [n vitro sindirim sonrast MDA miktarlar1 sindirim 6ncesine
gore diigmistiir. Sebebi sindirim sirasinda MDA’ nin biyolojik aktif bilesik
olmasindan kaynakli olarak proteinlerle bag olusturabilecegi ve antioksidanlarin lipid

oksidasyonunu dnlemeye yonelik aktiviteleri oldugu diisiiniilmektedir.

Siitlii ¢ikolata ¢esitleri, findikli Uziimlii ¢ikolata, kan portakalli ve findikli sitlii
cikolata, findikli cikolata c¢esitleri, Antep fistikli c¢ikolatalar, beyaz c¢ikolata,
portakalli bademli beyaz c¢ikolata, Antep fistikli beyaz ¢ikolata, ¢ilekli beyaz
cikolata, karamelli ¢ikolata, frambuazli beyaz gikolata, Antep fistikli bitter ¢ikolata,
bitter ¢ikolata gesitleri, bitter karadutlu ¢ikolata olmak iizere 20 ¢ikolata 6rneginde
sindirim Oncesinde en yiiksek MDA miktar1 bitter ¢ikolata 1 drneginde en diisiik ise
antep fistikl1 bitter ¢ikolata da tespit edilmistir. MDA olusumu ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu ile meydana gelen bir metabolit olup; ¢oklu doymamis yag
asidi oran1 MDA seviyesini etkilemektedir. Orneklerin besin degeri tablosunda beyan
edilen yag ve doymus yag degerlerine gore degerlendirildiginde MDA oran1 daha
diisiik c¢ikan Antep fistikli bitter ¢ikolatanin 100 graminda 19 g doymamis yag
oldugu tespit edilmistir. Antep fistiginda tekli doymamis yag orani daha yiiksek
olmasindan kaynakli olarak baslangictaki MDA miktarinin daha diisiik oldugu
tahmin edilmektedir. Bir diger etken faktdr olan antioksidan etkinligi bakimindan
cikolata c¢esitleri arasinda kakao miktar1 daha yiiksek olarak bilinen bitter ¢ikolata
epikatesin ve katesin gibi bir¢ok flavonidi yapisinda diger ¢esitlere (beyaz ¢ikolata
ve siitli ¢ikolata) gore ¢ok daha fazla miktarda barindirmaktadir. Fakat en yiiksek
MDA diizeyine sahip olan Ornegin bitter ¢ikolata ¢esitlerinden birinde c¢ikiyor
olmasini; hammaddesi olan kakaonun cesidi, hasati ve Tlretim sartlarina gore
antioksidan madde (katesin, epikatesin ve diger flavonoidler) kayiplarina
ugrayabilecegi tezi gbz Oniinde bulundurarak degerlendirmeye alinmigtir. Sindirim

sonrast Orneklerin hepsinde MDA miktarlarinda diislis yasanmis; en diisiik MDA
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diizeyine sahip olan Ornek findikli siitlii ¢ikolata olarak saptanmistir. Sindirim
sirasinda MDA’nin protein yapisina baglanabilecegi ve cesitli diger sebeplerden
dolay1 kayiplara ugrayabilecegi cesitli ¢alismalarda deginilmistir. Beyan edilen besin
tablolarinda; en yiiksek protein miktarina sahip olan findikli ¢ikolatanin, en diisiik
sindirim sonrast MDA diizeyine sahip olmast MDA’ ’nin proteine baglanmasi ve

miktarinin diigmesi 6ngoriisiinii desteklemektedir.

MDA, doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda meydana gelen ikincil
metabolit Giriiniidiir. Besinlerde ransiditeye sebep olurken viicuda besinlerle alinabilir
ya da dokularda endojen olarak da gerceklesebilmektedir. Her iki kosulda da hiicrede
cesitli hasarlar meydana getirmekle kalmayip, diger hiicre ve dokulara tasinip hasari
yayabilmektedir. Ayrica proteinler ve DNA ile reaksiyona girebildikleri igin
biyolojik olarak aktif olarak nitelendirilebilir. Bu sebeplerden dolay:r kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi bir¢ok dnemli hastaligin patogenezinde yer
almaktadir. MDA’ nin olusumunun en aza indirilmesi veya 6nlenmesi i¢in birgok
mekanizma One siirlilmiistiir. Antioksidan olarak nitelendirilen bilesik, enzim ya da
potansiyel besinlerin olumlu etkilerine dair kanitlara bazi ¢aligmalarda yer
verilmistir. Cikolata neredeyse her yas grubuna hitabeden ve c¢ok sik tiiketilen bir
gidadir. Genel anlamda igeriginde bulunan yiiksek seker, glikoz surubu ve yiiksek
yag orani sebebiyle obezite, diyabet vb. hastaliklarda olumsuz etkileri oldugu
bildirilmektedir. Bunlarin yam sira 6zellikle bitter cikolata (yliksek kakao oranina
sahip) igeriginde yiiksek miktarda bulunan flavoneller, katesin ve epikatesin gibi
antioksidanlarin ~ varligi  lipid oksidasyonunu azaltarak  kardiyovaskiiler
hastaliklardaolumlu sonuglar alindigina dair bir¢ok arastirma yapilmistir. Fakat
kakao miktarindan ziyade, kakaonun genetik faktorii ve islem basamaklarinda
yapisinda bulunan antioksidanlarda kayiplar olusabileceginden ve dolayisiyla
antioksidan miktar1 ile ilgili net bir bilgiye sahip olunamayacagi gdz Oniinde
bulundurulmalidir.

Tiiketicilerin besin se¢imi yaparken yag miktarmin yani sira yag asidi cesidi
yogunlugunu da dikkate alarak se¢cim yapmalari MDA olusumunun azaltilmasi
bakimindan 6nem arz etmektedir. Yag tercihlerini; ¢coklu doymamis yag asitlerince
zengin olan kanola ya da aycicek yag1 yerine daha ¢ok tekli doymamis yag asitleri
iceren zeytinyagindan yana kullanmalar1 saglik acisindan daha yararli olacaktir.

Tiiketicilerin beslenme rutininde potansiyel antioksidan kapasitesi yiiksek olan taze
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meyve-sebze, adacayi, biberiye gibi besinleri diyetlerinde bulundurmalar1 diyetle
alman MDA diizeyini azaltmakla kalmayip dolayli yoldan kronik hastaliklarindan
onlenmesine katki saglamaktadir. Coklu doymamis yag asitleri yiiksek olan besinler
tercih edilecekse de mutlaka yaninda dogal antioksidan nitelikte besinler ile
desteklenmelidir. Basta g¢ocuklar olmak {izere her yas grubundan bireylerde;
islenmis, besleyici degeri diisiik, seker ve yag orani oldukca yiiksek paketli iiriinler
yerine saglili yag grubu igerigine sahip besleyici nitelikte besinlerin tiikketimi sagliga
katki saglamaktadir. Gida {ireticileri ise, hammaddeden isleme, paketleme gibi
zincirleme iretim asamalar1 sirasinda oksidasyon ile meydana gelebilecek MDA
olusumunu azaltict ve engelleyici yonde modern isleme teknikleri konusunda

bilgilendirilmelidir.
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