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Ozetce

Dogal zeolitler biyoaktif maddelerdir. Dogal zeolitlerin
hayvanlarda biyokiitle arttirici besi katki maddesi, insanlarda
iilser tedavisinde  mide asitligini tamponlayici, asitligi
diigtiriicii ilag gibi degisik kullamim alanlari mevcuttur.
Degisik  saghk alanlarinda  kullamimlarindan  dolayi,
zeolitlerin ~ yapisal  stabilitesinin  sindirim  siwrasinda
belirlenmesi; olast  olumlu veya olumsuz etkilesimleri
anlamak agisindan dnem tasimaktadir. Gergeklestirilen
arastirmada, yapay sindirim swrasinda zeolitte meydana
gelebilecek olast  morfolojik  degisimlerin  incelenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla zeolitin ABTS ile radikal
soniimleme kapasitesi arastirilmis, yapay sindirim denemeleri
gergeklestirilerek de uygulama siireci sonrasi yapida olasi
degisimler ve adsorpsiyonlar taramali elektron mikroskobu,
FTIR, XRD analizleri ile incelenmistir. 3g/100ml zeolitin
ABTS radikalini %45 inhibe ettigi bulunmugstur. Taramal
elektron mikroskobu deneyleri sonucunda yapay sindirilmig
orneklerin yiizey morfolojisinde degisim gozlenmemistir.
Element analizleri yapisal kaybin olmadigini, Al ve Si
elementlerinin agirlikga yiizdelerinin, kontrol drnekleriyle
(A1:8.1; Si: 39) sindirilmis orneklerde (Al:8.2; Si: 38.3)
yaklasik ayni oldugunu gostermistir. Infrared spektrum (IR)
ve X-ray ismi kirmmumi analizleri sonuglart ise bu bulgular
dogrulamigtir. Ayrica taramall elektron mikroskobu ve IR
spektrum sonuglari yapay sindirim ortamindaki maddelerin,
zeolit yiizeyinde adsorplanmadiklaruni gostermektedir. Sonug
olarak dogal zeolitler, yapay sindirim sirasinda yapisal
stabilitelerini kaybetmemektedirler.

Abstract

Natural zeolites are bioactive materials. They have different
applications; they are used as additives in animal feeds to
support biomass production and used to treat stomach ulcers
incisions in humans as they act as buffers to reduce stomach
acidity. Based on different health applications, structural
stability of zeolite during digestion is important to understand
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possible interactions, positive and negative side effects with
the digestion. In this study, it was aimed to investigate possible
morphological changes in natural zeolites during simulated
digestion. Based on this aim, radical inhibition capacity of
zeolite was  investigated and  possible  adsorptive,
morphological changes were analyzed by scanning electron
micrographs (SEM), Infrared spectrum (IR) and X-ray
diffraction (XRD) analysis. 45% inhibition for ABST radical
was found with 3g/100ml zeolite. SEM analyses showed that
there were no changes in surface morphology in digested
samples. Elemental results indicated no structural loss where
wt% of Al and Si element’s in control (Al:8.1; Si: 39) and
digested samples (Al:8.2; Si: 38.3) were almost same. Results
were also confirmed by IR and XRD analysis. Besides SEM
and IR results indicated that there were no adsorption of
digestive matter on zeolite surfaces. It was concluded that
zeolites preserved their structural stability during simulated
digestion.

1. Giris

Zeolitler alkali ve toprak alkali kristal yapiya sahip sulu
aliiminyum silikatlar olarak tanimlamirlar. Yapilarinda SiO4*
ve AlOs* dortyiizliisii, ortak oksijen atomlar: ile birbirlerine
baglanmistir.  Ulkemizin de  &nemli  dogal  yeralt:
zenginliklerinden olan zeolitler, iyon degisim, katalitik ve
adsorpsiyon 6zellikleri nedeniyle ¢esitli endiistriyel alanlarda
kullanilmaktadirlar. Ayrica yiiksek stabiliteye sahip giiclii
adsorbant olmalari nedeniyle zeolitlerin saglik alaninda da
degisik Dbiyoaktif madde tasiyicilari olarak kullanimlar
arastirilmaktadir. Son yillarda yapilan hayvan deneyi
caligmalar, agiz yoluyla alman dogal bir zeolit olan
klinoptilolitin toksik 6zellik gostermedigi ve deneklerin genel
saglik durumunu iyilestirdigi, et siit verimini arttirdig1, yasam
stirelerine de olumlu etkide bulundugunu gostermistir [1, 2, 3].
Ayrica dogal zeolitlerin degisik saglik problemlerinde tedavi
amaglt kullanimlart da incelenmistir. Giimiis yiiklii zeolitlerin
patojenlere antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir
[4]. Yapilan ¢aligmalarda dogal zeolitler tamponlama etkisi
gostererek yiiksek mide asiditesini diigiirmede etkili rol
oynamiglar, bu sebeple mide ilseri tedavisinde alternatif
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olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir [5]. Sindirim sistemi,
besin emilimi ve bagisiklik sisteminde oynadigi rol nedeniyle
6nemlidir. Bu sebeple zeolit yapisinin sindirim sirasinda olast
degisimi ve maddelerle olabilecek etkilesimler, sindirim
sistemindeki floray1 ve metabolitleri etkileyecek kosullar
dogurabilmekte, insan sagligi i¢in de 6nem tagimaktadir. Bu
caligma, biyoaktif madde olan zeolitin yapay sindirim
sirasinda olasi yilizey morfolojisi ve yapisal degisiminin
incelenmesine yonelik bir 6n ¢aligmadir. Béylece, bu konuya
yonelik ileride yapilacak saglik etkileri ¢alismalarinda yapisal
stabilitesini tamamen kaybedip kaybetmedigi, eger kaybettiyse
ne sekilde oldugu ve ne sonuglar  dogurdugu
incelenebilecektir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Klinoptilolit ~ minerali Manisa Gordes yoresinden Enli
Madencilik Firmasi’ndan temin edilmistir. Analiz amagh
kullanilan kimyasallar Sigma (Almanya)’dan temin edilmistir.
Bu kimyasallar; antioksidan aktivitesi i¢cin ABTS (2,2-Azino-
bis-3-Ethylbenz-Thiazoline-6-Sulfonik asit) ve KBr; yapay
sindirim denemeleri i¢in ise Pepsin, Pankreatin, Safra Ektrakt:
HCI, NaHCOs’ tir.

2.2. Yontem
2.2.1. Antioksidan aktivite 6l¢iimleri

Orneklerin antioksidan aktiviteleri ABTS di-amonyum tuzu
radikali renk kaybi metoduna dayanilarak spektrofotometrik
(Perkin Emler, UV-Spektrofotometre) yontemle 734 nm de
analizlenmistir. Sonuglar &l¢lim siiresi bagindaki absorpsiyon
ve sonundaki absorpsiyon (A, Ay) degerleriyle asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmis ve ylizde inhibisyon olarak
verilmigtir:

% inhibisyon = 100x[ (A -Ats)/ Ay)] 1)
2.2.2. Yapay sindirim denemeleri

Yapay mide sivist son konsantrasyonu 3.2 mg/ml pepsin
iceren 0.1 M HCl ile hazirlanmis ve drnekler 1 saat siireyle bu
stvida 37°C de inkiibe edilmistir. Daha sonra pH degeri 5.5 ¢ 1
M NaHCO;s ile yiikseltilmis ve safra ekstrakti ve pankreatin
iceren 0.1 N NaHCO; ile (son konsantrasyonlar 2.4 ve 0.4
mg/mL) pH 7.5’e ayarlanarak 2 saat siireyle inkiibasyona
devam edilmistir.

2.2.3. Orneklerin karakterizasyonu

Orneklerin yapilarinda meydana gelen degisimler taramali
elektron mikroskobu (Phillips XL30S FEG elektron
mikroskobu) ve element diizeyindeki degisimler EDX
dedektorii  kullanilarak — analizlenmistir. Ayrica  yapisal
degisimler icin KBr pellet teknigi ile hazirlanmis 6rneklerin
400 and 4000 cm’' arasinda IR analizleri yapilmistir
(Shimadzu FTIR-8201 model Fourier Transformed Infra-red
Spektrometre). Orneklerin kristal yapilar1 ise X-ray 1sinlari
kirimimi  teknigiyle (Philips X-Pert Pro) 20: 2°-40°
araliginda analizlenmistir.

2.24. Yapay  sindirim  swrasindaki  olasi  madde

adsorpsiyonlarimin incelenmesi

Elektron mikroskobu analizleri ile yapilan yiizey incelemeleri
ve IR analizi sonucunda elde edilen spektrumdaki ekstra
bantlarin varligi (6zellikle protein yapilari i¢in Amide
bolgeleri) incelenerek olast adsorpsiyon ile ilgili bilgi
edinilmeye ¢alisilmigtir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Zeolitin antioksidan aktivitesi

Bioaktif madde olan dogal zeolitler, saglik acisindan dnemli
bir rol oynayan antioksidan aktivite gostermektedirler. Doza
bagli yapilan radikal inhibisyonu deneylerinde zeolitin yiiksek
antioksidan kapasitesi oldugu tespit edilmistir. Bu inhibisyon
etkisinin Sekil 1 de belirtildigi lizere zeolit konsantrasyonuyla
dogru orantil olarak artmaktadir.
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Sekil 1: ABTS radikalinin degisik konsantrasyonlardaki
zeolitlerle % inhibisyonu.

3.2. Yapay sindirim uygulanmis 6rneklerdeki degismeler

3.2.1. Taramali elektron mikroskobu sonuclari

Yapay sindirime tabi tutulmus zeolit drnegiyle hicbir isleme
tabi tutulmamis kontrol zeolit 6rneginin taramali elektron
mikrografikleri Sekil 2 de verilmektedir. Her iki sekilde de
hekzagonal klinoptilolit kristalleri belirgin bir sekilde
gozlenmistir. Ayrica iki zeolit drneginin ylizey morfolojisinde
belirgin bir degisiklik olmadigini tespit edilmistir.
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Sekil 2: Taramal1 elektron mikrografikleri a) Kontrol zeolit
ornegi, b) Yapay sindirime tabi tutulmus zeolit 6rnegi
(biiytitme: 5000x)

3.2.2. Elemental analiz sonug¢lart

Zeolitlerin yapisindaki elementlerin yapay sindirim sirasinda
stvi ortamla degisimleri, farkli pH degerlerinden dolay1 yapisal
degisimler yaklasik olarak EDX dedektorii araciligiyla
analizlenmistir. Tablo 1 de dogal zeolitlerin yapisinda bulunan
o6nemli elementlerin analiz sonuglart verilmektedir. Ayrica
yapilan iz element analizleri sivi ortama gecen iz elementlerin
diizeyinin de kabul edilebilir oldugunu gostermistir.

Tablo 1 : Elemental analiz sonuglar1 (+ %5)

Kontrol Yapay sindirilmis
Element Zeolit zeolit
(%Agirlik) (% Agirlik)

(¢} 42.8 412
Na 1.2 1.9
Mg 0.7 0.6
Al 8.1 8.2
Si 39.0 383
Cl 0.1 0.2
K 4.6 4.0
Ca 1.9 2.1
Fe 1.6 1.5

Zeolitlerde Si/Al orani yapisal stabilite agisindan 6nemlidir.
Zeolitin gordiigii islemler sonucunda Al’daki miktarsal
azalmalar yapisal bozulmalarla iliskilendirilmektedir. Yapay
sindirime  tabi  tutulmus  zeolit kontrol  Ornegiyle
kiyaslandiginda belirgin bir fark tespit edilmemistir. Ozellikle
Si ve Al elementlerinde belirgin bir fark olmamasi, degisen pH
degerlerinin oldugu yapay sindirim siirecinde dealuminasyon
gibi yapisal degisimin olmadigini belirtmektedir. Daha
ilerideki deneysel sonuglar da bunu dogrulayici yonde
geligmigtir.

3.2.3. FTIR analizi sonuglart

FTIR analiz sonuglarmda (Sekil 3) her iki 6rnek igin zeolit
yapisina ait karakteristik pikler gdzlemlenmistir. Bunlar; 472
em™ ve 615 cm™ de igsel ve digsal Si(veya Al)-O cift halkasi,
1058 cm” de kuvvetli simetrik ve asimetrik gerilim
vibrasyonlar1 ve 3450 cm™ de su vibrasyonlaridir.
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Sekil 3: FTIR spektrasi (1) Kontrol zeolit 6rnegi, (2)
Yapay sindirime tabi tutulmus zeolit 6rnegi

Yapay sindirime tabi tutulmus Ornekle, hi¢c muamele
gormemis Orneklere ait karakteristik piklerde bir kayma
bulunamamuigtir. T-O asimetrik vibrasyonunda ait karakteristik
pikin pozisyonundaki (1058 cm) kaymalar zeolitin tabi
tutuldugu islemlere gore yapisal kismi ¢okmeler veya
dealuminasyonu isaret etmektedir [6]. Yapay sindirime tabi
tutulmus zeolit, kontrol &rnegiyle kiyaslandiginda bu durum
gozlemlenmemistir. Bulunan bu sonuglar ayni zamanda
taramal1 elektron mikroskobu ve EDX analizi sonuglariyla da
ortiismektedir.

3.24. Olas1 madde adsorpsiyonlarinmin degerlendirilmesi

SEM analizi sonuglart incelendiginde zeolit yiizeylerinde
yapay sindirim ortamimdan gelebilecek protein (sindirim
enzimleri) ve benzeri yapilar gézlemlenmemistir. Bu durum
icin, ylizeyde tutunmada etkili olan ortam pH si, enzimlerin
izoelektrik noktalart ve buna bagli olarak yiiklerindeki
degisimlerden kaynaklanan elektrostatik etkilesimlerin rol
oynadigt tahmin edilmektedir. Ayrica, FTIR sonuglarinda
karakteristik zeolit piklerine ait bantlar disinda ekstra bantlar
veya pikler go6zlemlenmemistir. Proteinlerin karakteristik
FTIR spektrumlarinin  belirttisi Amide bdlgelerine ait
baglanmalar tespit edilememistir. Bu sebeple, zeolitlerin yapay
sindirim ortamindaki &zellikle 6nemli rol oynayan protein
yapidaki sindirim enzimleriyle kuvvetli bir etkilesimde
olmadig sylenebilmektedir.



3.2.5. XRD analizi sonuglari

X-ray analizi sonuglarinda 6rnekler klinoptilolit olarak
tanimlanmis ve karakteristik klinoptilolit pikleri 26=9.8,
224 ve 30° igin kontrol ve sindirilmis zeolit
orneklerinde belirlenmistir. Yapay sindirim etkisiyle
klinoptilolitin  karakteristik piklerinin siddetlerinde
belirgin bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4 ve Sekil 5).
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Sekil 4: Kontrol zeolit 6rnegine (1) ait X-ray analizi
sonuglari
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Sekil 5: Yapay sindirilmis zeolit drnegine (2) ait X-ray
analizi sonuclar1

4. Sonuclar

Calismada, antiasit malzeme olarak iilser tedavisinde,
biyoaktif madde tasiyici olarak ila¢ salinim deneylerinde veya
hayvan sagligimi iyilestirici besin katkis1 olarak kullanilan
dogal zeolitlerin bu sekilde saglik amagli kullanimlarinda
yapisal ve morfolojik degisimlerinin yapay sindirimle ne
sekilde degistigi incelenmistir. Dogal zeolit klinoptilolitin
saglik icin 6nemli bir etki olan antioksidan aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmis 3g/100ml konsantrasyonundaki zeolitin
% 45 radikal inhibisyonu gosterebilecegi bulunmustur. Bu
Ozelligin  sindirim sirasinda ortamda bulunan, viicuda
disaridan  alinmis  veya yapida olusturulmus serbest
radikallerin  eleminasyonunda pozitif rol oynayacagi
diistiniilmektedir. Yapay sindirime tabi tutulmus zeolit
orneklerinin elektron mikroskopu ile incelemesi sunucu yiizey
morfolojilerinde yapisal bozunmaya iliskin kontrol 6rnegiyle
belirgin bir fark bulunmamustir. Ayrica EDX ve FTIR ve
XRD sonuglari, elementlerde 6nemli bir miktarsal farklilik
veya karakteristik piklerde kayma, siddetlerinde 6nemli bir
degisim gibi yapisal bozunmalara iligkin veriler tespit
edilmemistir. Elektron mikroskobu ve FTIR verileri ayni

zamanda yapay sindirim ortamindaki maddelerin zeolit
yiizeyinde tutunmadigini gostermektedir. Sonug olarak dogal
zeolitler, sindirim enzimlerinin etkin c¢aligmasi agisindan
onlarla adsorbant olarak etkilesmemekte ve yapay sindirim
sirasinda yapisal stabilitelerini korumaktadirlar.
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