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SIMGELER DiZiNi

Abs Absorbans

ABTS 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)
ABTS*+ ABTS radikali

CUPRAC Bakir (II) indirgen Antioksidan kapasitesi
Cya-3-glu Siyanidin-3-glukozit (Cyanidin-3-glucoside)
Cya-3-rut Siyanidin-3-rutinozit (Cyanidin-3-rutinoside)
DPPH 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil

E Molar absorbans

FRAP Ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi
GAE Gallik Asit

HPLC Yiiksek Basing S1vi Kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography)
MA Monomerik Antosiyanin

MW Molekiil agirligi (Molecule weight)

ROS Reaktif oksijen formlar1 (Reactive Oxygen Species)
Sx Standart hata (Standart error of mean)

SSF Simulated Salivary Fluids (Agiz Sindirim Sivisi)
SGF Simulated Gastric Fluids (Mide Sindirim Sivisi)

SIF Simulated Intestinal Fluids (Bagirsak Sindirim Sivisi)
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TEAC Troloks esdeger antioksidan kapasite (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

TF Toplam Flavonoid (Total Flavonoid)
TP Toplam Fenol (Total Phenol)
TROLOX 6-Hidroks-2,5,7,8-tetrametilkroman-2 karboik asit

Amax Maksimum absorbans dalga boyu
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TURKIYE’DE YAYGIN OLARAK TUKETILEN KIRMIZI MEYVELERIN
ICERDIGI ANTIOKSIDAN MADDELERIN BIYOERISILEBILIRLiIGININ
INCELENMESI

OZET

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’ye Ozgii kuru meyvelerden siyah iizim (Vitis
vinifera), mor erik (Prunus), kizilcik (Cornus mas) ve yaban mersini (Vaccinium
myrtillus) 6rnekleri kullanilarak igerdikleri fenolik bilesenler ve bu bilesenlerin
biyoerisilebilirligi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile polifenol igerigi ve antioksidan
kapasitesi yiiksek oldugu yapilan pek ¢ok calisma ile kanitlanan bazi kurutulmus
meyvelerde, fenolik bilesenlerin biyoerisilebilirlik diizeyleri belirlenmis ve tilkemize
0zgli olan bu drlinlerin biyoerisilebilirlikleri ile ilgili literatiirdeki boslugun
doldurulmasi amaglanmistir. Analiz materyali olarak kullanilan kurutulmus meyveler
3 tekrarli olarak temin edilmis ve her grup 6rnegin, antioksidan bilesenleri ve bu
bilesenlerin in-vitro sindirim sonrasi biyoerisilebilirlikleri belirlenmistir. Meyvelerin
toplam fenolik madde igerikleri, Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmistir. Toplam
flavonoid madde tayini kolorimetrik yontemle yapilmis, antosiyanin tayini i¢in de pH
diferansiyel yontemi kullanilmigtir. Antioksidan aktivite tayini i¢gin DPPH (2,2-
Difenil-1-Pikrilhidrazil), ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)),
FRAP (Ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi) ve CUPRAC (Bakir (II)
Indirgen Antioksidan kapasitesi) yontemleri kullanilmistir. In-vitro sindirim
analizleri; mide sindirimi ve bagirsak sindirimi olmak tizere 2 asamada
gerceklestirilmistir. Fenolik bilesenlerin sindirim sonrasi stabiliteleri bagirsak

sindirimi sonrasi elde edilen fraksiyon baz alinarak belirlenmistir.

Calismada elde edilen sonuglara gore, toplam fenol degerinde meydana gelen
degismeler incelenecek olursa; siyah {iziimde; in-vitro sindirim sonucunda; 634+79
mg GAE/100 g ornek degerinden, 418+15 mg GAE/100 g O6rnek degerine diisiis
gozlenirken, mor erikte; 416+40 mg GAE/100 g ornek degerinden 653+19 mg
GAE/100 g 6rnek degerine yiikseldigi gozlenmistir. Kizilcik rneginde baslangictaki
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toplam fenol degeri 1082+46 mg GAE/100g 6rnek iken, sindirim sonrasinda 984+62
mg GAE/100 g ornek degerine diigmiistiir. Yaban mersini 6rnegindeki baslangi¢
fenol degeri; 314445 mg GAE/100 g ornek iken sindirim sonrasinda, bir miktar
yiikselerek 338+48 mg GAE/100 g 6rnek degerini almistir.

Toplam flavonoid degerlerinde siyah liziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini
orneklerinde baslangic ve sindirim sonrasi miktarlar1 sirasiyla; siyah iiziim
orneginde; 200+7 mg Katesin/100 g degerinden 72+8 mg Katesin/100 g degerine
diismiig, mor erikte; 125+5 mg Katesin/100 g degerinden, 132+15 mg Katesin/100 g
ornek degerine yiikselmis, kizilcik 6rneginde ise bu deger 274+13 mg Katesin/100 g
degerinden 174+£26 mg Katesin/100 g 6rnek degerine diismiistiir. Ayn1 sekilde yaban
mersini Orneginde de baslangicta 92+6 mg Katesin/100 g olan flavonoid miktari
sindirim sonrasinda 23+6 mg Katesin/100 g degerine diismistiir. Monomerik
antosiyanin degerlerindeki degismeler oOzetle incelenecek olursa, antosiyanin
miktarlart sindirim sonrasinda stabilitelerini koruyamamis ve 6nemli 6l¢iide azalma
meydana gelmistir. Siyah iziim i¢in; baslangi¢ degeri 9,9+0,4 mg Antosiyanin/100 g
iken sindirim sonrasi bu deger 4,7+0,3 mg Antosiyanin/100 g degerine, mor erikte,
1,1+0,1 mg Antosiyanin/100 g 6rnek degerinden, 0,7+0,0 mg antosiyanin/100 g’a
diismiis, kizileik 6rneginde 4,4+0,3 mg antosiyanin/100 g baslangic degeri sindirim
sonrasinda 2,6+0,1 mg antosiyanin/100 g’a diismiis ve yaban mersini 6rneginde de
baslangigta 1,2+0,0 mg antosiyanin/100g olan antosiyanin degeri sindirim sonrasinda

0,6£0,0 mg antosiyanin/100 g degerine diismiistiir.

Antioksidan kapasitesi degerleri incelenecek olursa; ABTS degerleri incelencek
olursa; siyah iizim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla baslangic ve
sindirim sonras1t degerleri; 156,6£2,5 p mol TEAC/100g-213,1+0,4 p mol
TEAC/100g, 123,1+2,9 un mol TEAC/100g-216,5+0,7 u mol TEAC/100g, 124,0+1,8
pn mol TEAC/100 g-222,9+1,1 p mol TEAC/100 g ve 121,0+2,5 pol TEAC/100 g-
215,7+0,4 u mol TEAC/100 g seklindedir. Orneklerin hepsinde sindirim sonrasinda
artis gozlenmistir. DPPH degerinde siyah {iziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini
icin baslangic degerleri sirastyla; 133,343,7 p mol TEAC/100 g, 127,0+2,0 p mol
TEAC/100 g, 144,4+1,9 p mol TEAC/100 g ve 133,3+1,5 p mol TEAC/100 g
seklindedir. Sindirim sonrasinda DPPH degerleri aym sira ile; 127,4+5,7 u mol
TEAC/100 g, 135,5£1,6 p mol TEAC/100g, 218,0£13,6 pn mol TEAC/100 g ve
141,3£3,2 p mol TEAC/100 g seklinde olmustur. Mor erik, kizilcik ve yaban mersini
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orneklerinde yilikselme gozlenirken, siyah liziim 6rnegi ¢ok diisiik miktarda diisiis
gozlenmigtir. DPPH sonuglarma gore {riinlerde antioksidan bilesenlerin
biyoerisilebilirlik oranlar1 yiliksek degerlerde bulunmustur. CUPRAC degerleri
baslangi¢ ve sindirim sonrasinda siyah tiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in
strast ile; 120,6+1,2 p mol TEAC/100g-163,9+1,4 p mol TEAC/100g, 124,2+1,5 n
mol TEAC/100g-161,2+0,4 pmol TEAC/100g, 352,2+0,8 p mol TEAC/100 g-
383,0+0,3 p mol TEAC/100 g ve 91,5£1,0 u mol TEAC/100g-78,5+4,3 p mol
TEAC/100 g degerindedir. Siyah iiziim, mor erik ve kizilcik 6rneklerinde CUPRAC
degerleri sindirim sonrasinda artarken, yaban mersini 6rneginde bir miktar diisiis
gozlenmistir. FRAP degerleri icin, siyah tiziim, mor erik, kizilik ve yaban mersini
orneklerinin baglangi¢ ve sindirim sonrasi degerleri; 26,9+1,2pmol TEAC/100 g-
15,2+1,5 pmol TAEC/100g, 39,5+2,8 n mol TEAC/100 g-3,8+1,2 u mol TEAC/100
g, 103,3+1,1 p mol TEAC/100 g-72,0+£2,6 u mol TEAC/100 g ve 15,2+1,1 p mol
TEAC/100 g¢-6,4+1,6 p mol TEAC/100 g seklinde bulunmustur. Orneklerin
tamaminda sindirim sonrasinda FRAP degerlerinin azaldigi goriilmektedir.
Bilesenlerin sindirim sonrasi stabilitelerindeki bu degisikligin sebebi bulgular ve

tartisma kisminda agiklanmustir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Biyoerisilebilirlik, Fenolik bilesen, In-vitro

sindirim
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INVESTIGATING THE BIOACCESIBILITY OF ANTIOXIDANTS IN RED
FRUITS COMMONLY CONSUMED IN TURKEY

SUMMARY

In this context, the bioaccesibility of phenolic compounds and the antioxidant
capacity of the dried fruits such as Black raisins, Plums, Cornelian cherries and
Cranberries which are specific to Turkey and frequently consumed by Turkish
people, have been determined.

For this purpose, in-vitro digestion analysis were carried out, the antioxidant and
polyphenolic compounds were determined after and before the intestinal digestion
and the stability of these compounds during the digestion were examined by carring
out in-vitro systems. This study aimed that to fill the gap in the literature about the
bioaccesibility of the polyphenolic contents and antioxidants by working in-vitro
digestibility studies, of some kinds of the dried fruits which are known to have high
quantities of the phenolic and antioxidant compenents and special to our country.
Analysis were carried out in triplicate and it was planned to determine the stability of
the antioxidant compenents after in-vitro digestion of the intestinal digestion level.
Total phenolic content has been determined by Folin-Ciocalteu method and for
antioxidant capacity, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-Azino-di-
[3-ethylbenzthiazoline sulfonate (6)]), FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power)
and CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) methods have been used.
Anthocyanin determinations were carried out by pH differential method and
Flavonoid assays were carried out according to colorimetric assays. Additionally, in-
vitro digestion methods were carried out in the laboratory environment by using the
gastric and intestinal enzymes, bile salts and digestion fluids which have been
chemically synthesized. In-vitro digestion analysis were done in 3 major stages,
firstly the oral digestion, secondly the gastric digestion and the thirdly the intestinal
digestion. In this study, stability and bioaccessibility of phenolic compenents and

antioxidants were performed on the basis of post-intestinal digestion.
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According to this study; the results of phenolic compenents of black grape, plum,
cornelian cherry and cranberry as the initial values and after the gastro-intestinal
digestion are; 634+79 mg GAE/100g-418+15 mg GAE/100 g, 416+40 mg GAE/100-
653+19 mg GAE/100, 1082+46 mg GAE/100g-984+62 mg GAE/100 g, 314+45 mg
GAE/100 g-338+48 mg GAE/100 g respectively.

The initial and after the digestion of total flavonoid values of black grape, plum,
cornelian cherry and cranberry are; 200+7 mg CE/100 g-72+8 mg CE/100 g, 12545
mg CE/100 g-132+15 mg CE/100 g, 274+13 mg CE/100 g -174+26 mg CE/100 g,
92+6 mg CE/100 g-23+6 mg CE/100 g respectively. To determine the monomeric
anthoycanin values, it can be seen clearly that anthocyanin values are very unstable
in the gastro-intestinal conditionals while they are replaced in dried fruits as a
compenent. Here are the initial values and after the digestion values of monomeric
anthocyanins for black grape, plum, cornelian cherry and cranberry respectively;
9,9+0,4 mg anthocyanin/100 g-4,7+0,3 mg anthocyanin/100 g, 1,1+0,1 mg
anthocyanin/100 g-0,7+0,0 mg anthocyanin/100 g, 4,4+0,3 mg anthocyanin/100 g-
2,6+0,0 mg anthocyanin/100 g, and 1,2+0,0 mg anthocyanin/100g-0,6+0,0 mg
anthocyanin/100 g.

To determine the stability of the antioxidant capacities of these four samples, four
different antioxidant capacity determination methods have been applied which are
ABTS, DPPH, CUPRAC and FRAP. For ABTS the initial and after-digestion values
of the four samples are; 156,6+2,5 u mol TEAC/100g-213,1+0,4 p mol TEAC/100g,
123,142,9 p mol TEAC/100g-216,5+0,7 p mol TEAC/100g, 124,0+1,8 p mol
TEAC/100 g-222,9+1,1 p mol TEAC/100 g ve 121,0+2,5 pol TEAC/100 g-
215,7+0,4 p mol TEAC/100 g for black grape, plum, cornelian cherry and cranberry
respectively. According to the results, ABTS values are enhanced for all of the
samples after the digestion process. For DPPH the initial values of the four samples
are; 133,3+3,7 p mol TEAC/100 g, 127,0+2,0 1 mol TEAC/100 g, 144,4+1,9 p mol
TEAC/100 g and 133,3+1,5 p mol TEAC/100 g for black grape, plum, cornelian
cherry and cranberry respectively. DPPH values after the gastro-intestinal digestion
process are; 127,457 p mol TEAC/100 g, 135,5+£1,6 p mol TEAC/100g,
218,0+13,6 u mol TEAC/100 g ve 141,3+3,2 u mol TEAC/100 g for black grape,
plum, cornelian cherry and cranberry respectively. According to the DPPH results, it
can be seen that the bioaccesibility of the antioxidant compenents in dried fruits are

very high.
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The initial values and after the digestion values of CUPRAC for black grape, plum,
cornelian cherry and cranberry are; 120,6+1,2 p mol TEAC/100g-163,9+1,4 p mol
TEAC/100g, 124,2+1,5 u mol TEAC/100g-161,2+0,4 pmol TEAC/100g, 352,2+0,8
pu mol TEAC/100 g-383,0+0,3 p mol TEAC/100 g ve 91,5+1,0 p mol TEAC/100g-
78,5+4,3 1 mol TEAC/100 g respectively. CUPRAC values of black grape, plum and
cornelian cherry enhanced after the gastro-intestinal digestion but for a little amount
of CUPRAC value of cranberry are degraded. FRAP values for black grape, plum,
cornelian cherry and cranberry as the initial values and after the digestion values are;
26,9+1,2umol TEAC/100 g-15,2+1,5 pmol TAEC/100g, 39,5+2,8 p mol TEAC/100
0-3,8+1,2 p mol TEAC/100 g, 103,3+1,1 p mol TEAC/100 g-72,0+2,6 p mol
TEAC/100 g ve 15,2+1,1 p mol TEAC/100 g-6,4+1,6 p mol TEAC/100 g
respectively. FRAP values are degraded after the digestion process for all the four
samples. The reason between the stabilities of the antioxidant compenents of all the
dried fruit samples after the digestion process has been explained in the research and

data part.

Key Words: Antioxidants, Bioaccesibility, Bioavailability, Phenolic compenents,In-

vitro digestion
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1. GIRIS

“Biyoyararlilik” terimi, uygulandigi alana bagli olarak pek c¢ok sekilde
tanimlanabilmektedir. Beslenme konusu ile baglantili bir bakis acis1 ile tanimlanacak
olursa; bir gida {irlinlinde bulunan bilesenin viicudumuzda sindirildikten sonra
fizyolojik fonksiyolonlara katilmast icin kullanilan yada depolanan miktarin
baslangi¢ degerine orani seklinde ifade edilebilir (Fairweather-Tait, 1995). Benito ve
ark. (1998) tarafindan yapilan bir bagka tanim ise; viicudun aldig1 gidada bulunan
bileseni kullanma orani seklindedir. Biyoyararlilik terimi, besinsel etkiler igin
anahtar niteliktedir (Blenford ve ark., 1995).

Viicuda alinan besinlerin ve biyoaktif bilesenlerin yalnizca bir kismi organizma
tarafindan etkili bir bi¢cimde kullanilabilmektedir. Farmakolojik a¢idan ele
alindiginda, Gida ve Ilag Birligi biyoyararlilik terimini; ilacin viicutta emilerek
dolagim sistemine katilan miktar1 seklinde yorumlamistir. Ayni zamanda
“biyoyararlilik” terimi; emilim diizeyi, metabolik faaliyetlere katilma diizeyi,
dokularda dagilim diizeyi seklinde de ifade edilebilmektedir. Biyoyararlilik ve
biyoerisilebilirlik konusunda yapilan aragtirmalarda, gida/ilag
biyoerisilebilirligi/biyoyararliligt belirlenirken in-vivo yontemler kullanildiginda
pratik agidan ve etik olarak sorunlar yasanmasina ramen, biyoyararlilik terimi,
viicuda oral yollarla alinan besinde bulunan biyoaktif bilesenlerin sistematik dolasim
sistemine katilma orani seklinde ifade edilmektedir (Schumann ve ark., 1997).
Beslenmenin bir pargasi olarak, polifenoller midede sindirilen gida matrisinin i¢inde
bulunan kompleks karisimlardir. Midede bulunan epitel hiicreler diizenli olarak bu
sindirilmis karisimlara maruz kalirlar. Diyet polifenollerinin, insanlarda mide sagligi
acisindan etkilerini anlamak icin bu bilesenlerin bagirsaktaki davraniglart ve
stabilitelerinin Gl¢iilmesi zorunludur. Literatiirde, in-vitro sindirim kosullarda
yapilacak olan bu biyoerisilebilirlik ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, in-vivo

caligmalarla karsilastirildiginda aralarinda bir korelasyon bulundugu tespit edilmistir.



Bu durum, hizli, kolay ve giivenilir sayilan in-vitro metotlarin kullanimini arttirmistir
(McDougall ve ark., 2005).

Meyve ve sebzelerin bilesimindeki ¢esitli fitokimyasallar nedeniyle saglik tizerindeki
olumlu etkileri ile son yillarda daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Yeterli, dengeli ve
saglikli beslenme konusundaki bilinglenme ile birlikte saglik agisindan pek ok
faydas1 oldugu yillardir bilinen ve antioksidan maddelerce zengin oldugu bildirilen
meyve ve sebzelerin 6nemi daha da artmistir. Meyve ve sebzeler taze olarak
tilkketilebilmelerinin yaninda, meyve suyu ve konserveye islenebilmekte ya da
dondurularak ve kurutularak da tiiketilebilmektedir (Yahia, 2010).

Kurutulmus meyvelerde bulunan antioksidan maddelerin sindirim ve sinir sistemini
diizenleyici etkileri bulunmakta ve ayrica bu maddelerin antikarsinojenik etkilerinin
oldugu belirtilmektedir (Guo ve ark., 2009). Kurutulmus meyvelerin besin igeriginin
en az taze meyveler kadar zengin oldugu yapilan pek cok caligma ile belirlenmistir
ve kuru meyvelerin igerdigi lifli bilesenler, kurutma sonrasinda igerigindeki liflerin
ve antioksidan bilesenlerin yogunlasmasinin da etkisiyle uzun siire tokluk hissi
yaratarak kilo kontrolii saglamaktadir (Capanoglu ve ark., 2011).

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’ye 6zgii kuru meyvelerden siyah iiziim, mor erik,
kizilcik ve yaban mersini Oneklerinin igerdikleri fenolik bilesenlerin tayini ve bu
bilesenlerin biyoerisilebilirligi, Minekus ve ark. (2014) ¢alismasinda kabul edilen
protokoldeki in-vitro sindirim yontemiyle belirlenmistir.

Insanlarla yapilan biyoerisilebilirlik ve biyodéniisiim kontrol galismalarmin tam ve
kesin sonuglar vermesi gerektigi disiiniilir. Ancak in-vivo olarak yapilan bu
caligmalar zaman alici, yogun, pahali, karmasik ve calisilan gida sayisinin sinirh
oldugu c¢aligmalardir. Gidalarda biyoerisilebilirlik bilgisinin elde edilmesi ve
biyoerisilebilirlige endiistriyel proseslerin ve evde pisirmenin etkilerinin
incelenebilmesi, kisa zamanda g¢ok sayida Ornegin analiz edilebilmesini gerekli
kilmaktadir. Bu baglamda ¢ok sayida 6rnegin basit, ekonomik, hizli ve tekrarlanabilir
sekilde analiz edilebilmesini saglayan in-vitro sindirim yontemleri uygulanmaya
baglanmistir (Capanoglu ve ark., 2008).

Polifenollerin  biyoyararliligiyla ilgili in-vitro ¢alismalarda kesin sonuglarin
alinabilmesi igin, in-vivo deneylerle dogrulanmasi gerekir. In-vitro sindirim
analizlerinde bilesenin gida matrisinden agiga ¢ikmalarinin belirlenmesi ile ilgili

calismalarda ¢ok kullanishi ve hizli sonuglar alinmasini saglamaktadir. In-vitro



modellerin uygulanmasinda in-vivo yontemlere gore pek c¢ok kisitlamalar
bulunmaktadir, 6rnegin; in-vitro modellerde sindirimin yalnizca statik modeli
uygulanabilmektedir. Buna ragmen in-vitro yontemler, polifenollerin mide-bagirsak
kosullar1 altindaki stabilitelerini belirlemede kullanilan pratik yontemlerdir. Fakat
tim bunlara ragmen, pek ¢ok {iirlinde yapilan in-vitro c¢alismalarla elde edilen
sonuglar ile insan ve hayvanlar {izerinde yapilan pek ¢ok in-vivo ¢aligmalar arasinda
korelasyon elde edilmistir (Bouayed ve ark., 2011).

In-vitro sindirim ve diyaliz metotlar, hizli ve giivenilir olduklarindan ve in-vivo
yontemlerde karsilasilan etik problemlerle ilgili sinirlamalar bulunmadigindan son
zamanlarda daha genis kullanim imkani1 bulmuslardir (Liang et al., 2012). In-vitro
mide-bagirsak sindirim kosullariin polifenollerin stabilitesine olan etkisi, nar suyu
(Perez ve ark., 2002), brokoli (Vallejo ve ark., 2004), raspberry (McDougall ve ark.,
2005), kus kirazi (Bermudez-Soto ve ark., 2007), kirmiz1 lahana (McDougall ve ark.,
2007), elma (Bouayed ve ark., 2011), ve dut (Liang ve ark., 2012) gibi gidalarda test
edilmistir.

Calismada kullanilacak materyallerin antosiyaninler ve fenolik asitler agisindan
zengin oldugu bilinmekle birlikte, igerdigi fenolik bilesenlerin ve antioksidan
maddelerin in-vitro biyoerisilebilirligi konusunda yapilan c¢alismalar smirhdir.
Calismanin amaci; iilkemize 6zgli olan bu yoresel materyallerin sindirim sonrasi
igerigindeki  antioksidan  maddelerin  degisimlerinin  incelenerek  viicutta
olusturduklar1 fayda diizeyinin belirlenmesidir. Kat1 gida matrisinden agiga ¢ikan
polifenollerin biyoerisilebilirliginin incelenmesi konusundaki aragtirmalarin énemi
giin gectikce daha ¢ok artmaktadir, ¢linkii bir gida bileseninin biyoyararliligindan ve
viicut i¢in faydalarindan s6z edebilmek icin, o bilesenin sindirim sirasinda gida
matrisinden ayrilabilen kismi 6nem teskil etmektedir. Bu ¢alisma sayesinde farkli
trtinlerden ekstrakte edilen fenolik bilesenlerin biyoyararliligi belirlenerek, gida
matrisinin biyoyararliliga olan etkisi ile ilgili de bilgi edinilecektir. Tiirkiye’ ye 6zgii
olan ve kurutulmus halde tiiketilebilen yaban mersini, kizilcik, kara iiziim ve mor
erik gibi meyvelerde de in-vivo biyoyararlilik ¢alismalart ile in-vitro deneylerin
karsilagtirilarak  korelasyon olup olmadigmin belirlenmesi ve literatiirde bu
anlamdaki eksikliklerin doldurulmasi gereklidir (Karakaya ve ark., 2006).

Eger gida ve saglik arasindaki iliskiyi tam olarak anlamak istiyorsak, sindirim

sirasinda gidalarin doniisiimleri ve stabiliteleri ile ilgili net bilgilere sahip olmamiz



gerekir. Proteinler, peptidler, aminoasitler, antioksidanlar gibi g¢esitli gida
bilesenlerinin viicut icinde dogru yerde ve zamanda olabilmesi ve saglik {izerine
etkilerinin maksimum diizeyde olabilmesi i¢in, sindirim mekanizmasi ile ilgili bilgi

ve deneyimlerin artmasi yeni gidalarin {iretilebilmesine olanak saglayacaktir.



2. LITERATUR

Diinya genelinde ve Avrupa’da pek c¢ok {ilke, gidalarin midedeki dagilimi ve 6zel
diyet bilesenlerinin biyolojik davraniglari iizerine yogunlasarak, gidalarin insan
sagligr lizerine etkisi konusundaki arastirmalar yapmaktadir. Elde edilen tiim bu
girisimler arasindaki baglanti tek basina yetersiz gibi goriinse dahi, farkl: iilkelerden
elde edilen tiim veriler ulusal bilim toplulugu i¢in ¢ok faydali bilgiler saglayacaktir.
Bu amagla Avrupa’da Bilim ve Teknoloji Komitesi (European Cooperation in
Science and Technology (COST)) adi altinda bir kurulus kurulmustur. Bu kurulus,
gidalarda bulunan bilesenlerin sindirim prosesleri sirasindaki davraniglart ve
biyoerisilebilirlik konusunda calismalar yaparak bu alanda elde edilen baglantilari
kullanacak ve bilgilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. “Sindirim sistemi
konusundaki deneyim ve bilgileri paylasarak gidalarin saglik ozelliklerine olan
etkisini iyilestirmek (Improving health proporties of food by sharing our knowledge
on the digestive process (INFOGEST))” adli COST projesinin en biiyiik amaci; gida
sindirimi konusundaki temel bilgileri ve insan sagligi i¢in yararli baz1 gida
bilesenlerinin aciga ¢ikma mekanizmalarin1 genisletmek ve ilerletmek ve su anda
kullanilan sindirim modellerinin uyumunu tesvik etmektir. Ayrica uygulanacak olan
bu plan, protein etki direnci ile sindirim ve alerjenite arasindaki iliskiyi ve proteinin,
tokluk tizerine ve insan mide mikroflorasina olan etkisini arastiracaktir. Bu
baglamda, Avrupa’da in-vitro gastrointestinal sindirim modeliyle gidalarda bulunan
bilesenlerin biyoerisilebilirliklerinin belirlenmesi konusunda yukarida belirtildigi
gibi pek ¢ok calisma mevcuttur. Gilinlimiizde biyoerisilebilirlik konusu tiim diinya
genelinde 6nem tegkil eden bir konu haline gelmistir. Yapilacak olan bu ¢alisma ile
de Tirkiye’de yaygin olarak tiiketilen kuru meyvelerin igerdikleri antioksidan
bilesenlerin biyoerisilebilirligi belirlenip, farkli gida matrislerinin biyoerisilebilirlige
olan etkisi incelenerek  sindirim  konusunda ilerlemeler  kaydedilmesi

amaclanmaktadir.



Literatiirde kuru meyvelerin in-vitro kosullarda mide-bagirsak sindirimi ile ilgili
yeterli sayida calisma mevcut degildir. Ozellikle iilkemizde yaygin olarak tiiketilen,
kurutulmus meyvelerden yaban mersini, kizilcik, kara {izim ve mor erik {iriinleri ile
ilgili in-vitro sindirim ve biyoyararlilik c¢alismalar1 heniiz sinirli  diizeydedir.
Belirtilen meyvelerin polifenolce ve diger pek ¢ok antioksidan bilesiklerce zengin
tiriinler olduklar1 bilimsel c¢alismalarla kanitlanmistir. Ancak asil 6nemli olan,
igeriklerinde bulunan antioksidan maddelerin viicutta mide-bagirsak sindirimi
sirasindaki stabiliteleri ve viicuttaki emilim ve biyoyararlilik oranlar1 konusudur.
Kuru meyvelerin igeriginde bulunan antioksidan maddelerin in-vitro sindirim
kosullarindaki stabilitesi ve biyoyararliligi konusu ile ilgili literatiirde yeterince
calisma bulunmadigindan bu {iriinlerin tliketim sekilleri konusunda deneysel olarak
kanitlanmis veriler heniiz mevcut degildir. Bu ¢alisma ileride yapilacak diger in-vitro
sindirim kosullarinda kuru meyvelerin biyoyararliliginin dl¢iilmesi ile ilgili pek ¢cok

calismaya da 151k tutacaktir.

2.1 Antioksidan Maddeler:

Antioksidan maddeler, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyon reaksiyonlarini
durduran ya da yavaglatan bilesik grubunun genel adidir (Langseth 1995). Bu
bilesikler serbest radikalleri noétralize ederek viicudun onlardan etkilenmesini
onlemekte ve kendini yenilemesini saglamaktadir (Gok ve ark., 2006).
Antioksidanlar, gidalarda veya viicutta, yiikseltgenebilen substratlara gdére daha
diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar ve oksidatif hasara sebep olan substratin

oksidasyonunu biiyiik 6l¢iide geciktirir veya engellerler.

Insan sagligi agisindan antioksidanlarin islevi son yillarda daha iyi anlasilmustir.
Yapilan aragtirmalar, antioksidan aktivite gOsteren maddelerin, oksidatif stresten
dolay1 meydana gelen katarakt, kanser, kalp-damar ve daha bir¢ok hastaligin
onlenmesinde 6nemli islevi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Race 2001). Gidalarin farkl
antioksidan igeriklerinden dolayi, hiicre icinde de birbirinden farkli tepkimeler
olugsmaktadir. Bundan dolayr gidalarin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde tek bir yontem degil (Pellegrini 2003) c¢ok sayida ydntem
kullanilmaktadir. Bu yontemlerle belirlenen kisaca, standart bir antioksidan maddeye
gore gidanin serbest radikali baglama veya oksidasyonu durdurma giiciidiir (Pokorny

2001).



Serbest radikal, oksijenden tek elektron indirgenmesi/ayrilmasi sonucu olusmaktadir.
Birgok reaksiyon, hiicre ve dokuda da serbest radikal olusmasina yol agmaktadir.
Olusan serbest radikal protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asit gibi bilesikleri
yikima ugratabilmektedir. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipit
peroksidasyonu serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda O6nemli bir
mekanizmadir. Bir¢ok hastalikta ortaya ¢ikan doku yikimi da serbest radikal ve lipit
peroksidasyonunun bir sonucudur. Organizmada serbest radikal tepkimeleri, bir¢ok

antioksidan sistemi ile kontrol edilmektedir (Simsek 1999).

Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri genellikle birbiri yerine
kullanilirlar. Fakat farkli anlamlara sahiptirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve
oksidan arasindaki reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan
stipiiriilen belirli bir serbest radikalin miktarmin Olgiisiidiir. Antioksidan kapasite
Olglimleri, 6rnegin toplam siipiirme kabiliyetini belirleyen, heterojen bir antioksidan
karisimin miktarin1 verir ancak her bir bilesenin antioksidan kapasitesini 6lgmez

(MacDonald ve ark., 2006).

Fenolik bilesenlerde antioksidan aktivitesi temel olarak, bilesenlerin, hidrojen
dondrii, indirgeyici ajan ve radikal yakalayici 6zelliklerine bagli olarak bilesenlere

gore degisiklik gosterir (Niciforovic ve ark., 2010).

Gidalarin  antioksidan  kapasitelerinin  belirlenmesinde  farkli  yontemler
kullanilmaktadir (Garcia-Alonso ve ark., 2004). Bu yontemlerin bir boliimii hidrojen
atomu transferi (HAT, Hydrogen Atom Transfer) reaksiyonuna dayanmakta, diger
boliimii ise, elektron transferi reaksiyonuna (ET, Electron Transfer) dayanmaktadir
(Huang ve ark., 2005). Hidrojen atomu transferine(HAT) dayali olanlar sirasi ile
oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC), toplam radikal absorbsiyon
potansiyeli (TRAP), krosin agartma, inhibe edilmis oksijen (IOU), uyarilmis diisiik
yogunluktaki lipoprotenlerin (LDL) oksidasyonunun inhibasyonu ve linoleik asit
oksidasyonunun inhibasyonu yontemidir. Elektron transferine (ET) dayananlarin
baslicalar ise; Folin Ciocalteu reaktifi (FCR)ile toplam fenolik madde tayini, troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) veya 2,2 -—azinobis(3-etilbenzotiazolin-
sulfonik asit) (ABTS), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, demir (IIl) iyonu
indirgenmesine dayali antioksidan giicli (FRAP) ve antioksidan olarak bakir(Il)’nin

kullanimina dayali toplam antioksidan potansiyeli (CUPRAC) yontemidir.



2.1.1 ABTS/TEAC metotu:

En ¢ok kullanilan antioksidan aktivite 6lgiim metotlarindan birisi ABTS/TEAC
yontemidir. Bu yontem, ABTS’nin (2,2’-azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit)) oksidasyonu sonucu olusan ABTSe+ radikal ¢ozeltisi iizerine, antioksidan
iceren Ornegin eklenmesi sonucu radikalin indirgenmesi ve olusan mavi/yesil renkli
ABTSe+ radikalinin renginin 600-750 nm dalga boyunda belirlenmesi ilkesine
dayanmaktadir. Reaksiyon sonucu harcanan ABTSe+ miktari, troloks esdegeri olarak
hesaplanmakta ve sonu¢ “TEAC degeri” (Troloks esdeger antioksidan kapasitesi)

olarak ifade edilmektedir (Garcia-Alonso ve ark., 2004).
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Sekil 2.1 ABTSe+ radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon (Apak ve ark.,
2007).

2.1.2 DPPH metotu:

Bu yontemde kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, ¢ok az sayidaki
ticari olarak iiretilen ve yapisinda azot igeren stabil (kararli) radikallerden bir
tanesidir. DPPH radikali mor renkli olup, 515 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. DPPH radikali, antioksidan maddenin hidrojeni ile birleserek, tek
elektronu indirgenmis DPPH-H'i olusturmakta ve bu sirada DPPH radikalinin 515
nm’deki molar absorpsiyon katsayis1 9660’tan 1640’a diismekte ve renk de mordan
sartya dontigmektedir (Prakash 2001). Sekil 2.2°de DPPH radikalinin kimyasal yapis1

verilmistir.
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Sekil 2.2 DPPH radikalinin kimyasal yapisi

2.1.3 FRAP metotu:

Bu yontemin ilkesi; antioksidan igeren bir 6rnegin eklenmesi sonucu, oksidan olarak
kullanilan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fe2+) formuna
indirgenmesine dayanmaktadir. Bu yontem ile, 1 mmol L-1 demir siilfata (FeSO4)
esdeger, ferrik indirgeme yetene8ine sahip antioksidanlarin konsantrasyonu
belirlenir. FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize
edilebilmektedir. FRAP yonteminin dezavantaji ise, bu yontemin glutatyon gibi bazi
antioksidanlarla ¢ok yavas reaksiyona girmesidir. Ancak bitkilerde bulunan
glutatyonlar, Onemli antioksidan aktivite gOstermelerine karsin, iyi absorbe
edilemedikleri i¢in, meyve ve sebzelerde antioksidan aktivite tayininde FRAP metotu
gecerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Guo ve ark., 2003). Bu yonteme iligskin

reaksiyon Sekil 2.3’de verilmistir.
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Sekil 2.3 Ferrik-tripyridyltriazine kompleksi ile antioksidan arasindaki reaksiyon
(Apak ve ark., 2007).



2.1.4 CUPRAC metotu:

Bu yontem, bir numunedeki antioksidanlar tarafindan Cu(Il)’nin Cu(I)’e
indirgenmesi temeline dayanir. Apak ve arkadaslarinin (Apak ve ark., 2004)
gelistirdigi bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10- fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in
Cu(II) ile olusturdugu bakir(IT)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm’de
maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme
yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir. Fenantrolin
kompleksleri suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptirler ve %95°lik etanol gibi organik
coziiciilerde ¢oziinmelidirler ve seyreltilmelidirler. Polifenoller i¢cin FRAP degerleri

oldukgca diisiik iken, CUPRAC degerleri TEAC degerleriyle benzerdir.

Sekil 2.4 Bakir (I) Neokuproin (Cu(I)-Nc) kelat1 ve A (Cu(I)-Nc) ve B (Cu(I1)-Nc)

kelatinin absorbsiyon spektrumu

Gidalarin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢cin HAT ve ET disinda,
toplam oksidan siipiirme/giderme kapasitesi (total oxidant scavenging capacity),
kimyasal iluminesan, elektrokimyasal iluminesan, Briggs-Rauscher salinim

tepkimesi inhibisyonu gibi yontemler bulunmaktadir (Huang ve ark., 2005).
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Tablo 2.1. Bazi bitki ve meyvelerin antioksidan kapasite degerleri

Antioksidan kapasite

Antioksidan Kapasite

Trolox ORAC (nmol ORAC Trolox ORAC ORAC
esdegeri/ | trolox (nmol esdegeri/10 | (nmol (nmol
100¢g ekivalen/pL) trolox 0g trolox trolox
ekivalen/ ekivalen/n | ekivalen/
9) L) 9)
Sebze Meyve
Domates 200 045 1,89 Kirmzi erik | 2200 9,49
Sarimsak 1300 515 194 Uziim 1700 1,24 739
Ispanak 500 1,94 12,6 Yesil iiziim 1200 0,49 -
Briiksel 500 1,73 Muz 1100 0,46 2,21
lahanasi
Tath nisir | 500 Kivi 1000 1,08 6,02
Bezelye 300 Ananas 1000 -
Karnabaha | 200 079 Kiraz 800 -
r
Havug 200 0,44 Portakal 600 1,97 -
Sogan 200 1,20 Kavun 100 0,20 0,97
Marul 150 0,40 Bogiirtlen 5500 :
Patlican 0,90 Yaban 3300 644
mersini®
Kara 2,70 Cilek 3100 2,69 15,36
lahana

*Cao ve ark.(1996); Ehlenfeldt ve Prior ( 2001); Guo ve ark.(1997); Miller ve ark. (2000); Prior ve ark.(2001);
Wang ve ark.(1996); "Kalt ve ark (1999).

2.2  Fenolik Bilesenler:

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki gruba ayrilirlar.

Fenolik asitler; hidroksi benzoik asitler ve hidroksinnamik asitler, flavonoidler;

antosiyaninler, proantosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanoller, flavanonlar,

izoflavonlar,stilbenler ve lignanlar gibi meyve ve sebzelerde bulunan ¢ok ¢esitli

bilesenlerden olusmaktadir (Manach ve ark., 2004).
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Gilinde 1 porsiyondan fazla sebze ve meyve tiiketen bireylerde, polifenolik
bilesenlerin mutajenesis ve karsinojenesisi engelleyici etkilerinin  oldugu
bilinmektedir (Sun ve ark., 2011). Meyveler bu fenolik ve biyoaktif bilesenleri ¢ok
yiiksek miktarlarda igermektedirler (Naczk ve ark., 2006). Bu bilesenler sinerjik
olarak calistiklart ve bu bilesenlerin gesitli mekanizmalar yolu ile insan sagligini
arttirict etkisi oldugu belirlenmistir. Bu mekanizmalar; antioksidan aktivite ve
programlanmis hiicre 6liimi, trombosit agregasyonu, kan damar1 genislemesi ve
enzim aktiviteleri ile iliskili karsinojen aktivasyonu ve detoksifikasyon gibi hiicresel
proseslerin iyilestirilmesi seklinde 6zetlenebilir (Shahidi ve ark., 1992; Stevenson ve

ark., 2007; Zafra-Stone ve ark., 2007).

Yiiksek miktarda fenolik bilesen igeren bu fenolik fitokimyasallar; antioksidatif,
antimikrobiyal, antialerjik ve antimutajenik etkilere sahiptir (Cao ve ark., 1999;
Eberhardt ve ark., 2000; Ito ve ark., 1998; Kawaii, Tomono ve ark., 1999; Kim ve
ark., 2000). Ayrica, fenolik bilesenler, lipid peroksidasyonunu onlemeleri sebebiyle
gida endiistrisinde kaliteyi arttirici olarak da kullanilmaktadirlar (Wodjdylo ve ark,
2007).

Epidemiyolojik c¢aligmalar; sebze ve meyve tliketimi ve kalp hastaligi arasinda
belirgin sekilde ters bir etkilesimin oldugunu gostermistir (Knekt ve ark., 1996).
Fenolik fitokimyasallarin dagilimi ve kompozisyonu, olgunluk, tiir, yetistirilis sekli,
yetistigi bolge, yetistigi donem, hasat sonrast depolama kosullart ve isleme
yontemleri gibi pek ¢ok faktore bagl olarak degismektedir (Burda ve ark., 1990; De
Freitas ve ark., 1999; Donovan ve ark., 1998; Kalt ve ark., 1999; Kim ve ark., 2001,
Lee ve ark., 1987; Spanos ve ark., 1990).

Oksidatif stres, koruyucu sistemlerle serbest radikal liretimi arasindaki dengenin
bozulmasiyla olusmaktadir (McCord, 2000). Asiri miktarda olusan serbest radikaller
oksidatif davranis sonucu hiicredeki yaglari, proteinleri ve DNA’ya zarar vererek,
hiicre fonksiyonlarinin kaybina hatta hiicre 6liimlerine neden olabilmekte (Habib ve
ark., 2011) ve oksidatif stresin artmasiyla iliskilendirilen pek ¢ok hastalik
olusabilmektedir ~ (Durackova, 2010). Organizmalar, oksijen ve nitrojen
reaktiflerinden kaynaklanan hasarlara karsi viicudu koruyabilmek igin i¢ ve dis
kaynakli savunma kaynaklar1 kullanmaktadirlar. Bu kaynaklar enzimatik ve

enzimatik olmayan kaynaklar olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Enzimatik kaynaklar:
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Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve sliperoksit dismutaz (SOD) dir.
Enzimatik olmayan kaynaklar ise: indirgenmis tiyol (GSH), vitaminler, mineraller ve
polifenollerdir (Rezaie ve ark., 2007). Bazi durumlarda, endojen antioksidanlar
oksidatif hasarlar1 6nleyemeyebilmekte ve eksojen radikallerin takviyesine ihtiyac
duyabilmektedirler. Boylece, antioksidan bilesenleri iceren diyet kaynaklarinin

tiiketilmesi oksidatif stresin 6nlenmesini desteklemektedir (Habib ve ark., 2011).

Meyve ve sebzeler biitiin halde tiiketilmektedirler, fakat bununla birlikte, meyve ve
sebzelerin tipik olarak yenilmeyen kisimlari da biyoaktif bilesenler i¢in iyi bir

alternatif olusturmaktadir (Leite-Legatti ve ark., 2012).

Fenolik bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda, 6zellikle
agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat unsurunun olugmasinda etkilidirler. Bir
kismi1 ise meyve ve sebzelerin sari, sar1 esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin
olugmasint saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik
esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden olmaktadirlar. Bu 6zellikler meyve ve
sebzeler ile bunlardan elde edilen iirlinler i¢in son derece onemlidir (Cemeroglu,
2004; Zor, 2007; Giingoér, 2007; Anonim, 2006). Son zamanlarda, dogal antioksidan
kaynaklarmin arastirmasina karsi giiclii bir egilim olusmustur (Ferreres ve ark.,
2007). Yapilan pek c¢ok bilimsel ¢aligmaya gore, yasa bagl hastaliklardan
kaynaklanan 6liim oranlar1 ve meyve sebze kullanimi arasinda ters bir iligki oldugu
belirlenmis ve meyve-sebze kullanimi arttik¢a yasa baglh oliim oranlarmin diistiigii

belirlenmistir (Dudonne ve ark., 2009).

Meyvelerden bogiirtlen, ahududu, bektasi tiziimi, frenk {iztimii ve kizilcik gibi kiigiik
meyveler antioksidan bilesenleri agisindan iyi birer kaynaktirlar. Karayemis,
ahududu ve bektasi liztimi gibi c¢esitli kiigiik meyvelerin ekstraktlarinin serbest
radikal inhibitorler gibi davrandiklar1 belirlenmistir (Heinonen ve ark., 1998; Wang
ve ark., 2000; Jiao ve ark., 2000). Kiiciik meyvelerin fenolik bilesenler ve askorbik
asit yoniinden belirgin bir kaynak oldugu belirtilmistir. Antioksidan aktivitesi, kiraz,
cilek gibi kii¢iik sulu ve taneli meyvelerde 6nemli oranda goriilmekte ve fenolik asit
icerigi ile antioksidan aktivite arasinda yiiksek bir korelasyon bulundugu

belirtilmektedir.

Ozellikle kirmiz1 ve koyu mavi, siyah renkteki meyvelerin antioksidan bilesenleri

(Pantelidis ve ark., 2007; Carlsen ve ark., 2010), ayrica vitaminler, mineraller
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(Masamba ve ark., 2008) ve diyet lifleri (Marlett ve ark., 2002; Ramulu ve ark.,
2003) agisindan mitkemmel bir kaynak olduklart belirlenmistir. Birlesmis Milletler
Tarim Departmaninin saglikli beslenme ile ilgili belirledigi yonergelerde, giinde en

az 2.5 porsiyon meyve tiiketilmesi gerektigi belirtilmistir (Anon., 2010).

Fenolik bilesenlerden flavonoidler, aglikon veya glikozitler seklinde bulunmakta
olup, flavonoid glikozitler bagirsak epiteline girmeden oOnce seker kismindan
ayrilirken, aglikonlar hiicre membranlarindan serbestce gecebilmektedir. Emilen
flavonoidler karacigere tasinarak cesitli metabolik reaksiyonlara maruz kalirlar ve
bunun sonucunda glukuronitler, siilfatlar ve metillenmis tiirevleri gibi g¢esitli
konjugasyon formlarina dontsiirler. Bazi c¢alismalarda, flavonoidlerin saglik
tizerindeki olumlu etkilerinden bu konjugatlarin sorumlu oldugu ortaya konmaktadir

(Viskupicova ve ark., 2008; Shi ve ark., 2000).

Onemli fenolik bilesenlerden antosiyaninler; kirmiz1 iiziim, agacgilegi, maviyemis ve
yabanmersini gibi meyvelerde yaygin olarak bulunan antioksidan bilesen
tiirlerindendir. Baz tiirlerde miktarlar1 10 g/kg konsantrasyonlarina kadar ulagsmistir
(Clifford, 2000). In-vitro ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler 1s18inda
antosiyaninlerin kalp hastaliklar1 ve kanser olusumunu 6nleyici bir takim etkilerinin
bulundugu belirlenmistir. Antosiyaninler, insanda bulunan graniilositlerden
(Gasiorowski ve ark., 1997) aktive edilen reaktif oksijen tiirlerinin inhibisyonunda
etkilidir ve serbest radikallerin araciligiyla gerceklesen lipid peroksidasyonunda ve

hiicre 6liimiinde baskilayici bir rolii oldugu belirtilmistir (Youdim ve ark., 2000).
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Tablo 2.2. Bazi iizimsii meyvelerin flavanoid ve fenolik asit i¢erikleri

Bilesenler (mg/kg) Ahududu Bogiirtlen Cilek Siyah frenk | Yaban
iiziimii mersini

Kuersetin 2,8-29 3,5-5,2 5,2-60 20-298 24-160

p-kumarik asit 1,81-25 - 6-343 7-244 6-84

Klorojenik asit - 60,84-68,89 - - -

Rutin - 41,03-45,89 - - -

p-hidroksi benzoik 0,74-29 - 10-40 10-26 4-7

asit

Gallik asit 0,19-38 - 5-44 3-10 0-1

Toplam fenolik 2730-2990° 878,95-1036,6° 1600-2410° 2230-2790° | 22,7-27,7°

madde

" Bilyk ve Sapers (1986); Hikkinen ve ark. (1999)b; Hikkinen ve ark. (2000); Kihkonen ve ark.(2001); Kalt ve ark.(1999);
Rommel ve Wrolstad (1993); Tosun ve Artik (1998)

2 umol/g; ®mg/100g (kuru madde de); mg/I

AV.corymbosum; ® V.macrocarpon; ¢ V.myrtillus

2.3 Materyal Yapilar:

2.3.1 Siyah iiziim:

Bilinen pek ¢ok yararl etkileri olan tizim (Vitis vinifera), en sik tiiketilen meyveler
arasinda olmakla birlikte, lizim ve {liziimden iiretilen diger Uriinlerin kullanimi da
giin gectikce artmaktadir (Ghafoor ve ark., 2009). Uziim tiirleri pek ¢cok meyve tiirii
arasinda en ¢ok fenolik bilesen iceren kaynaklar arasindaki meyvelerden biridir
(Manach ve ark., 2004). Kabuk kisminda yiiksek miktarlarda polifenol ve yogun
tanin bilesenleri (Soquet ve ark., 1996), monomerik flavanoller ve flavonoller,
fenolik asit ve resveratrol igerdigi belirlenmistir (Mané ve ark., 2007; Pinelo ve ark.,
2006). Ayrica kirmizi iziimin kabugunda meyvenin kirmizi rengini veren

antosiyanin bileseni de bulunmaktadir.

Uziim taze meyve olarak tiiketilebildigi gibi, kurutulmus olarak, sarap, sirke, {iziim
suyu konstantresi (ve sonrasinda iiziim suyu), pekmez, pestil, recel ve marmelad
seklinde proses iiriinii olarak da siklikla tiiketilen bir tiriindiir (Liyana-Pathirana ve
ark., 2006).
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Uziim ve iiziim proses iiriinlerinin yiiksek oranlarda polifenolik bilesenler icerdigi ve
bu 6zelliklere bagl olarak anti-kanser, iltihaplanmay1 6nleyici gibi etkileri oldugu ve
ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklarina zemin hazirlayan hiicresel faaliyetleri
bloke ettigi belirlenmistir (Castilla ve ark., 2006; Gurbuz ve ark., 2007; Keevil, ve
ark., 2000). Uziim ve iiziim proses iiriinlerinde saglik agisindan olumlu etkileri
oldugu kabul edilen baslica bilesenler, flavonoller, prosiyanidinler, antosiyaninler ve

fenolik asitlerdir (Andrade ve ark., 2001; Chedea ve ark., 2010).

Epidemiyolojik ¢alismalar, meyve ve sebze agirlikli bir diyet uygulamasinin, kanser,
kalp hastaliklari, diyabet gibi pek cok kronik hastaligin azaltilmasinda etkisi
oldugunu ortaya koymustur (World Health Organization, 2008; Fang ve ark., 2010).
Siyah kuru tiziim (Vitis vinifera L.) milattan dnce 1490 yilindan bu yana tiiketilen ve
besleyici degeri yiiksek bilesenler iceren bir gida {iriiniidiir (Witherspoon, 2000).
Siyah kuru iiziimler, giineste, dogal hava ile, kurutma firinlarinda mekanik prosesler
yardimiyla yada stilfiir dioksit muamelesi ile kurutulabilmektedirler (Mary ve ark.,
2003; Fadhel ve ark., 2005). Zengin besin igerigi sayesinde kuru iiziim, diinyada en

onemli ve popiiler kuru meyvelerden biri olmustur (Fang ve ark., 2010).

2.3.2 Mor erik:

Kurutulmus erik meyveleri, flavonoid, fenolik asit, antosiyanin gibi cesitli
fitokimyasallar bakimindan zengin bir kaynaktir ve bu bilesenler giinliik olarak
alindiginda dogal antioksidanlar olarak saglik acisindan olumlu Ozellikler
gostermektedirler (Weinert ve ark., 1990; Gil ve ark., 2002; Cevallos-Casals ve
ark., 2006; Vizzotto ve ark., 2007; Kristl ve ark., 2011). Ayrica énemli miktarlarda
diyet lifi icermesi nedeniyle wuzun yillardir diyet lifi destegi amaciyla

tilketilmektedirler (Piirainen ve ark., 2007).

Fenolik icerikleri ile ilgili ¢ok sayida caligmalar yapilmis olmasina ragmen,
kurutulmus ve taze eriklerin yliksek miktarlarda antosiyanin, karotenoid ve C
vitamini igerdigi belirlenmistir (Zapata ve ark., 2009; Leong ve ark., 2002; Garcia-
Alonso ve ark., 2004; Lozano ve ark., 2009). Yapilan bir baska ¢alisma sonucunda
ise kuru eriklerin hidroksil ve peroksil radikalleri gibi oksijen tiirevli serbest

radikallere kars1 radikal tutucu aktivitesinin oldugu belirlenmistir (Murcia ve ark.,
2001).
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2.3.3 Kuzlck:

Kizileik (Cornus mas L.) Tiirkiye’ de ve bu bolgede yetisen ve Tiirkiye’ye 6zgii bir
meyve ¢esididir (Davies 1972). Kizilcik meyvesinin sadece Akdeniz Bolgesinde ve
goreceli olarak yiiksek yerlerde bulundugu belirtilmistir (Demir ve ark., 2003).
Kizilcik meyvesinin ticari 6rnekleri ¢cok fazla bulunmadigindan, igerdigi antioksidan
ve biyoerisilebilirligi konusu ile ilgili calismalarin yapilabilmesi icin yetistigi

bolgelerden temin edilmesi gerekir.

Kizilcik, taze olarak tiiketilebildigi gibi, marmelat ve recel olarak islenerek de
tiikketilebilmektedir. Ayrica taze meyvesinden meyve suyu, surubu ve serbeti de
tiretilmektedir. Meyvenin kendisi ve yapraklari diyabet ve ishalde alternatif tip tedavi
yontemi olarak kullanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1999). Ersoy ve ark. (2011)
Tirkiye’ de bulunan 12 kizileik tiiriinde in-vitro antioksidan kapasitesi tayinini
gerceklestirmek amaciyla bir ¢alisma yapmistir. Antioksidan kapasitesi tayini i¢in;
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), hidrojen peroksit (H,O,) yakalama kapasitesi
ve demir iyonu selat aktivitesi seklinde tli¢ farkli yontem kullanmislar ve umut verici
sonuglar almiglardir. Ayrica Giilgin ve ark. (2005) farkli ekstraktlardan hazirlanan
kizileik 6rneklerinde antioksidan aktivitesi tayini yaparak ekstraksiyon islemlerinin
etkisini incelemiglerdir. Orhan ve ark. (2011) taflan meyvesinin ve yapraklarmnin
sinirleri koruyucu ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. Bu amacla radikal
yakalama testleri gerceklestirmislerdir. Toplam fenol ve toplam flavonoid
bilesenlerini de Ol¢miislerdir. Bu arastirmalar, kizileitk meyvesinin askorbik asit,
antosiyanin, fenol ve antioksidanlar yoniinden zengin bir kaynak oldugunu ve gida

katkis1 olarak gelistirilebilece§ini gostermistir.

2.3.4 Yaban mersini:

Yaban mersini (Vaccinium macrocarpon), fenolik bilesenler, 6zellikle fenolik asitler
(benzoik asit, hidoksinnamik asit ve ellajik asit) ve flavonoidler (flavonol, flavan-3-
ol, antosiyanin ve proantosiyanin) yoniinden zengin bir meyve ¢esididir. Bu fenolik
bilesenlerin, idrar yolu enfeksiyonu (Howell ve ark., 2010), mide tilserleri (Zhang ve
ark., 2005) gibi hastaliklarda koruyucu ve hastalif1 engelleyici rolii oldugu ve agiz
sagligint koruyucu etkisinin oldugu (Weiss ve ark., 2004) bildirilmektedir. Bu
koruyucu aktivite mekanizmasinin, yaban mersini fenolik bilesenlerinin, bakteri

hiicresinin viicut dokularina ve yiizeye tutunmalarini engelleyerek gerceklestirdigi
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bildirilmistir (Ruel ve ark., 2008). Ayrica yaban mersini polifenollerinin
kardiyovaskiiler hastalik riskini diistirdiigii (Ruel ve ark., 2008) ve diyabet
hastalarinda kandaki seker oranini dengeledigi bildirilmektedir (Wilson ve
ark.,2008). Yapilan pek cok calisma ile, yaban mersini fenolik bilesenlerinin
antibakteriyel (Caillet ve ark., 2012), anti-mutajenik (Vattem ve ark., 2006),
antikarsinojenik (Vu ve ark., 2012) ve antioksidant aktivitelerinin (Caillet ve ark.,
2012) oldugu bildirilmistir.

Yaban mersini 6nemli miktarda antosiyanin, flavonol ve proantosiyanin icermektedir
(Prior ve ark., 2001; Vvedenskaya ve ark., 2004). Ayrica yapilan in-vitro ¢alismalar
sonucunda, yaban mersini ekstraktlarinin karaciger kanser hiicrelerinin biiyiimesini
engelledigi (Sun ve ark., 2002) ve yabanmersini antosiyaninlerinin insanda LDL
oksidasyonunu azalttigi ve hayvanlarda da toplam LDL kolesteroliinii diistirdiigii

belirlenmistir (Leahy ve ark., 2002; Porter ve ark., 2001).

2.4  Biyoerisilebilirlik ve biyoyararhhk:

Pek ¢ok sebze ve meyve, fenolikler, karotenoidler ve tokoferoller bakimindan ¢ok
zengindir. Bu bilesenler de viicutta oksidatif strese karsi kemo-koruyucu rol
oynamakta ve antioksidanlar ve insan sagliginin iyilestirilmesi i¢in, oksidatif
bilesenler ve antioksidan maddeler arasinda dengeyi saglamaktadir (Wolfe ve ark.,
2003; Adomand Liu, 2002). Oksidatif strese bagl hastaliklar potansiyel onleyici ve
tedavi edici 6zelligi olduklar1 bilinen fenolik bilesenlere karsi ilgi son zamanlarda
daha ¢ok artmistir (Kahkonen et al., 2001; Robards et al., 1999). Meyvelerin
iecriginde bulunan toplam fenolik bilesenler ve antioksidan kapasitesi pek cok
calisma ile belirlenmistir (Fu ve ark., 2011; Lim ve ark., 2007), ancak insan
sistemindeki antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik bilesenler dikkate alinmamistir
ve bu konu ile ilgili yeterli diizeyde ¢aligma mevcut degildir. Bu anlamda in-vitro
sindirim modeli uygulanarak antioksidan ve fenolik bilesenlerin stabilitelerinin siyah
tiztim, mor erik, kiziletkk ve yaban mersini kuru meyvelerinde belirlenmesi

amaclanmustir.

Biyoerisilebilirlik, kati gida matrisinden agiga ¢ikan gida bileseninin, bagirsak
bariyerini asarak bagirsak sisteminde kalan bilesenin gidada baglangigta bulunan

bilesene orami olarak ifade edilmektedir. Kisaca, gidanin sindirilmesi ile alinan
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bilesigin, ince bagirsakta emilimi gerceklestikten sonra elde edilen kismi olarak

tanimlanir.

Biyoyararlilik; sindirimi gerceklesen gidalardaki bilesenlerin ince bagirsakta emilimi
gerceklestikten sonra kalin bagirsaga gecerek absorbe edilmesi, besin 6gesinin
transferi ve diger doku ve organlara tasmmmasmi igerir (House, 1999).
Fitokimyasallarin ve g¢esitli diyet bilesenlerinin biyoyararaliliklar1i genel olarak
stabilitelerine, gida matrisinden ayrilabilme yeteneklerine ve transepitel kanallarinin
etkinligine baghdir. Bu nedenle biyoerisilebilirlik kavrami, polifenollerin
biyoyararliligi ¢alismalari ile birlikte ele alinmalidir. Biyoyararlilik ¢alismalar1 in-
vivo olarak yiiriitiildiigiinde sindirim sonrasinda elde edilen kan 6rneklerinin analiz
edilerek hedef bilesenin 6l¢iilmesi seklinde gergeklesmektedir. Calismalar in-vitro
ortamda yiiriitiildiiglinde kalin bagirsakta bulunan mikroorganizmalarin kullanilmasi

gereklidir.

Son caligmalar ile gidalarla aliman besin Ogelerinin tamaminin biyolojik olarak
kullanilmadig1 ortaya konmustur. Biyoyararlilik hem beslenme modelinden hem de
onunla iligkili faktorlerden etkilenir. Biyoyararlilik, gidanin fiziksel o6zelligi,
kimyasal bilesimi ve bireysel sindirim kapasitesi gibi birgok nedene bagli olarak
degisir. Genel olarak biyoyararlilik gidada bulunan bilesigin, sindirim sisteminde

emilen miktaridir.

2.4.1 Kuru meyvelerde biyoerisilebilirlik-biyoyararhhk:

Polonya’da mide-bagirsak kanali rehber esliginde yiiriitillen in-vitro sindirim
boyunca sarap polifenollerinin kalitatif ve kantitatif degisimlerinin belirlendigi bir
calisma gerceklestirmislerdir. Yapilacak deneyler i¢in; kirmizi iiziim, beyaz {iziim ve
kus kirazi meyvelerinden elde edilen saraplar kullanilmistir. In-vitro sindirim
asamalarindan; mide, ince ve kalin bagirsak asamalarini takiben 6zellikle fenolik
asitlerdeki kalitatif ve kantitatif degisimler izlenmistir. Resveratrol ve klorojenik
asidin dekompozisyonu, kafeik asit ve diger tiirevlerinin salgilanmasi antioksidan
aktivite tayinleri ile birlikte ifade edilerek saptanmistir. Calismanin ikincil odak
noktas1 ise fenolik bilesenlerin insan fekal mikroflorast (Enterobacteriaceae,
Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium) ile etkilesiminin belirlenmesidir
(Gumienna ve ark., 2011).
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Cin’de yapilan bir ¢aligmada dut meyvesinin in-vitro sindirim kosullarindaki
degisimleri incelenmistir. Bu calismada dut meyvesinde bulunan antosiyaninlerin,
in-vitro kosullarda mide-bagirsak sindirimi sonucunda olusan degisimin belirlenmesi
ve antosiyaninlerin bioerisilebilirliginin, antioksidan aktivitesinin ve olas1 diger
etkilerin arastirilarak belirlenmesi amaglanmigtir. Dut antosiyaninleri 2 fazli sistemde
izole edilmis ve Sephadex LH-20 kolon ayirma sistemi ile saflagtirilmistir ve
siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-rutinozit igeren ve Fraksiyon 1 olarak
adlandirilan fraksiyon, baskin fraksiyon olarak belirlenmistir. Antosiyaninlerin
biyoerisilebilirligi bagirsak sindirimi sonrasinda dnemli Ol¢lide azalmigtir, IN ve
OUT fraksiyonlarindaki antosiyanin geri kazanimi sirasiyla %0.34 ve %4.58’ dir.
Radikal yakalama yetenegi testleri, bagirsak kosullar1 altindaki fenoliklerin
parcalanmasiyla olusan antosiyaninlerin iyi birer antioksidan aktivitesine sahip
olduklarini gostermistir. Mide-bagirsak sindirimi sonucunda HPLC-ESI-MS/MS ile
yapilan analizlerde Fraksiyon 1° de 18 ¢esit fenolik madde tayin edilmistir. Bu
maddelerin ¢ogu kiiciik ve molekiiler diizeyde flavonoid, fenolik asit ve tiirevleri

olarak belirlenmistir (Liang ve ark., 2011).

Kus kiraz1 meyvesi ile yapilan bir ¢alisma sonucunda igerigindeki polifenollerin in-
vitro gastrik ve pankreatik sindirimlere kars1 stabilitesi belirlenmistir. Bu ¢alismada,
In-vitro gastrik ve pankreatik kosullarin kus kirazi suyunda bulunan polifenollerin
stabilitesi ve kompozisyonuna olan etkisi arastirilmistir. Gastrik sindirim, kus
kirazinin igeriginde bulunan, antosiyanin, flavan-3-ol, flavonol ve Kkafeik asit
tiirevleri gibi temel fenolik bilesenlerin hemen hemen higbirinde 6nemli bir etki
gostermemektedir. Buna ragmen bu bilesikler pankreatik sindirim boyunca 6nemli
Olclide degisime wugramaktadir ve bu etkiler antosiyaninlerde daha fazla
gozlenmektedir (2 saat boyunca pankreatin kosullarinda yaklasik %43’e varan kayip
gozlenmektedir). Bu c¢aligmaya gore; pankreatik sindirim boyunca olusan
kayiplardan genellikle sindirim enzimleri ile olan etkilesimler sorumlu degildir, daha
¢ok bu ortamdaki kimyasal kosullarin bu kayiplara sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Bu sonuglara gore, polifenollerin ince bagirsaktaki alkali kosullara karsi oldukca
hassas oldugunu ve bu bilesenlerin farkli kimyasal 6zellikli, farkli biyoerisilebilirligi
ve biyoyararlilig1 olan farkli maddelere dontisebilecegini belirlenmistir (Bermu’'dez-

Soto ve ark., 2006).
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Yapilan bir diger in-vitro sindirim g¢alismasi ise; kolon ve 6zafaguslara karsi kiiglik
meyvelerin kimyasal ajan gibi davranarak hastaliklar1 6nleyici roliiniin belirlenmesi
(Kang ve ark., 2003; Kresty ve ark., 2001) ve kii¢iik meyvelerin ekstraktlarinin,
fraksiyonlarinin yada antosiyanin gibi spesifik fenoliklerin insan kolon kanser
hiicrelerine karsi hiicre biiylimesini engelleyici 6zelligi oldugu ¢esitli calismalarla
kanitlanmistir (Olsson ve ark., 2004; Malik ve ark., 2003; Bagchi ve ark., 2004;
Seeram ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2004; Katsube ve ark., 2003).

Bazi diyetetik prosiyanidinlerin insan mide kosullarindaki stabilitesi ve
metabolizmasi (Rios ve ark., 2002), insanda kalin bagirsak kosullarinda kuersetin
(Petri ve ark., 2003), fare bagirsak sisteminde antosiyaninler ve domuzlarda
gastrointestinal sistemin incelenmesi ile ilgili pek ¢ok c¢alisma arastirmacilar

tarafindan rapor edilmistir (Magnuson ve ark., 2005).

Portakal suyunda (Gil-lzquierdo ve ark., 2001), nar suyunda (Perez-Vicente ve ark.,
2002) ve brokolide (Vallejo ve ark., 2004) bulunan flavonoidler ve fenolik bilesenler,
kakaoda flavan-3-ol (Zhu ve ark., 2002), agac¢ileginde antosiyaninler (McDougall
ve ark., 2005), elma ve soganda kuersetinler (Boyer ve ark., 2005), soya ekmeginde
izoflavonlar (Walsh ve ark., 2003) yada mirisitrin (Yokomizo ve ark., 2005) gibi
diyetetik polifenollerin in-vitro sindirim kosullarindaki sindirimini belirleyen pek

¢ok caligsma literatiirde mevcuttur.

Insan fekal siispansiyonlar ile in-vitro inkubasyon altinda antosiyaninlerin stabilitesi
ve biyodoniisiimleri konusu ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (Aura ve ark., 2005;
Fleschhut ve ark., 2005). Elde edilen sonuglar, gida matrisi, sindirim kosullar1 ve
diger bilesenlerle etkilesimler gibi pek cok faktoriin biyoerisilebilirlige olan etkisini
incelemede in-vitro yontemlerin ¢ok pratik ve uygulanabilir oldugunu gostermistir.
Bir diger ¢alismada ticari meyve sularinda bulunan polifenollerin mide ve bagirsak
kosullarinin taklit edilmesiyle gergeklestirilen in-vitro sindirim yontemiyle sindirime

kars: stabilitelerini belirlemislerdir (Bermu’dez-Soto ve ark, 2006).

Uziimlerde bulunan polifenolik bilesenlerin bioerisilebilirligi in-vitro mide-bagirsak
kosullar1 kullanilarak incelenmistir. In-vitro calismalar ile ilgili olarak sindirim
boyunca antioksidanlarin serbest kalmasina etki eden faktorlerin aydinlatilmasi
gereklidir. Ayn1 zamanda saf fenolik asitlerin, flavonoidlerin ve resveratrolun mide-

bagirsak kosullarindaki stabiliteleri de analiz edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda
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midedeki sindirimin fenolik bilesenlere etkisi olmadig1 gozlenmistir. Fenolik asitler
ve resveratrolun pankreatik kosullarda degrade oldugu belirlenirken, katesin ve
quersetinde ise degredasyon gozlenmemistir. Sindirim boyunca meydana gelen
antioksidan aktivitedeki degisimlerle, polifenol konsantrasyonlarindaki degisimler
arasindaki sonuglarda korelasyon belirlenmistir. Bu ¢alisma mide-bagirsak kanalinin
polifenolleri kat1 gida matrisinden ayirarak viicutta emilimi yada viicutta biyolojik
faaliyetler icin kullanilabilmesi i¢in uygun hale getiren bir ekstraktor sistemi gibi

gorev yaptigini gostermistir (Tagliazucchi ve ark., 2008).

2.4.2 Antioksidan bilesenlerin biyoerisilebilirlikleri:

Polifenollerin yararli etkilerini gosteren en Onemli gostergelerin basinda
biyoyararhiliklar1 ve metabolik kaderleri gelmektedir. Biyoerisilebilirlik, kat1 gida
matrisinden agiga ¢ikarak mideye ulasan ve bagirsak bariyerini asabilen gida
bilesenenin gidanin sahip oldugu toplam bilesene orani olarak ifade edilebilir.
Biyoyararlilik ise, normal gegis yollar ile, sindirilen, absorbe edilen ve metabolize
olan besin degerinin toplam besin degerine orani olarak tanimlanmaktadir. Genel
olarak, diyet bilesenlerinin 6zellikle de fitokimyasallarin biyoyararhiliklari, sindirim
stabiliteleri, gida matrisinden agiga ¢ikabilmeleri, transepitel gegislerinin etkinligine
baglidir. Bu durumda, biyoerisilebilirlik kavraminin, polifenollerin biyoyararlilig: ile
ilgili yapilan caligmalarla birlikte ele alinmas1 gereklidir. Biyoyararlilik ¢aligmalar
konusunda bir diger 6nemli bilgi de bu ¢aligmalar icin genellikle gidadan izole edilen
ya da kimyasal olarak sentezlenen tek bilesenin biyoyararliligi belirlenmektedir.
Buna ragmen, bu bilesenlerin biyoyararliliklari, farkli fenolik bilesen gruplariyla
birlikte incelendiginde degisiklik gosterebilmektedir (Saura-Calixto ve ark., 2007).
Farkli kaynaklardan tiireyen fenolikler arasindaki iliski, bu bilesenlerin
biyoerisilebilirliklerini ve biyoyararliliklarini etkileyebilmektedir (Porrini ve ark.,
2008; Scholz ve ark., 2007). Bu sebeple, farkli kaynaklardan gelen polifenol
karisimlarinin biyoerisilebilirlik ve biyoyararlilia etkisi de incelenmelidir. Biyolojik
etkilerle baglantili olarak yapilan pek ¢ok in-vitro (Herrmann ve ark., 2011) ve in-
vivo c¢alismaya gore (Kennedy ve ark., 2001), farkli fenolik bilesenlerle
calisildiginda elde edilen sinerjik etkilerin, tek cesit fenolik bilesenle ¢alisildiginda
aliman sonuglara gore cok daha fazla oldugu rapor edilmistir. Bu baglamda,
polifenolikler karisim seklinde uygulandiginda, biyoyararliligi ne dlciide eklediginin

aragtirtlmast onem kazanmaktadir. Diyet bilesenlerinin ve fitokimyasallarin
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biyoyararliligi, bu bilesenlerin, sindirim sirasindaki stabilitelerine, gida matrisinden
ayrilabilmelerine ve transepitel gecitlerdeki etkilerine baglhidir. Bu nedenle,
biyoerisilebilirlik ¢aligmalari, polifenollerin biyoyararlilik ¢aligsmalariyla birlikte ele
alinmalidir. Polifenol biyoyararliligiyla ilgili pek cok ¢alismada genellikle saf tek
bilesen (gidadan izole edilen ya da kimyasal olarak sentezlenen) kullanilmaktadir.
Buna ragmen, farkli fenolik bilesen gruplarinin biyoyararliliklar ¢alisildiginda ¢ok
farkli sonuglar alinabilmektedir (Saura-Calixto ve ark., 2007). Farkli kaynaklardan
gelen fenolik bilesenlerin arasindaki etkilesimler bu bilesenlerin biyoerisilebilirlikleri
ve biyoyararliliklarini etkileyebilmektedir (Porrini ve ark., 2008; Scholz ve ark.,
2007).

“Biyoyararlilik™ terimi, ilk olarak, farmakolojide “bir ilacin, etki ettigi noktaya
ulagabilen kisminin orani ve boyutu” olarak tanimlanmaktadir. Biyoyararlilikla ilgili
pek ¢ok tanimlama 6nerilmis olmasina ragmen, en uygun tanim; sistematik dolasima
katilabilen ve biyolojik aktivitesini gerceklestirebilecegi 6zel bolgeye ulasabilen
sindirilmis besinler ya da bilesenlerin fraksiyonu olarak kabul edilebilir. Diger bir
deyisle, sindirilmis olan polifenol bilesenin ne kadar1 hedef dokuda faydali etki
yaratabilir sorusunun cevabi biyoyararlilik tanimini vermektedir (Porrini ve ark.,

2008).

Polifenollerin hastaliklar1 onleyici etkisinin oldugunun ve insan sagligimi
tyilestirdiginin kesin olarak kanitlanmasi i¢in, bu bilesenlerin beslenmemizdeki
dagilimi, her bir gidada ne kadar diizeyde bulunduklarinin belirlenmesi ve yiizlerce
polifenol arasindan hastaliklar1 6nlemede en c¢ok etkiye sahip olanlarin saptanmasi
cok onemlidir. Sonug olarak, polifenollerin ve metabolitlerinin biyoyararliliginin
bilinmesi, hedef dokuda yarattiklar1 etkilerin ve biyolojik aktivitelerinin bilinmesi

acisindan gereklidir (Porrini ve ark., 2008).

Bazi1 polifenoller, yalnizca belirli gidalarda bulunmaktadir (6rnegin, turuncgillerde
flavanonlar, soyada izoflavonlar, elmada florizin); fakat 6rnegin kuersetin polifenolu;
meyveler, sebzeler, tahillar, baklagiller, cay ve sarap gibi hemen hemen tiim
gidalarda bulunmaktadir. Genel olarak, pek c¢ok gida, polifenollerin kompleks
karisimlarini icermektedir (Cheynier, 2005). Ornegin, elmalarin yapisinda; flavonol

monomerleri ve oligomerleri, klorojenik asit, diisiik miktarlarda hidroksinnamik
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asitler, cesitli kuersetin glikozitleri, floretin ve antosiyaninlerin yapisindaki bazi

glikozit tiirleri bulunmaktadir (Manach ve ark., 2004).

Polifenollerin biyoerisilebilirligi:

Polifenoller, mide-bagirsak sisteminde iken, asitler ve sindirim sivilarina maruz
kalirlar (6rn., midede pepsin enzimi, ince bagirsakta pankreatin enzimi gibi.) ve bu
bilesenler, sindirilmis gidalarda  bulunan polifenollerin  biyoyararliligini
etkilemektedir (McDougall ve ark., 2007; Stalmach ve ark., 2012; Tavares ve ark.,
2012).

Polifenoller, oksidan maddeleri nétralize ederek yada yakalayarak, antioksidan
ozellik kazanmis bilesenlerdir (Pietta, 2000). Bununla birlikte, pek cok diet
polifenoller, mikroflora tarafindan bagirsaklarda farkli maddelere doniismektedirler.
Bagirsak floras1 glikozidleri, glukuronidleri, siilfatlari, amidleri, esterleri ve
laktonlar1 hidroliz etmektedirler. Bu doniisiim, emilimi ve bu diyet bilesenlerinin
biyolojik aktivitelerini etkileyebilmektedir (Espi ve ark., 2009). Ote yandan, emilimi
gerceklesmeyen fenolik bilesenler limende kalarak, mide bagirsak kanalinda
bulunan mikrobiyal popiilasyonu uyarmakta ve bakteriyel fermentasyon yoluyla
olusan kisa zincirli yag asitlerinin olusumunu tetiklemektedir. Boylece, bagirsak

saglhiginda, fenolik asitlerin rol oynadigi gézlenmistir (Lee ve ark., 2006).

Polifenollere kars1 son zamanlarda artan ilgi, 6ncelikle epidemiyolojik ¢aligsmalarin
yapilmasinin Oniinii agmistir. Buna ragmen, diyet polifenollerinin hastaliklar
onledigine dair kesin kanitlara ulasabilmek icin, polifenollerin biyoerisilebilirligini
tanimlamak ve bu sayede biyolojik aktivitelerini belirlemek daha yararli olacaktir.
Biyoerisilebilirlik oranlari, farkli {riinlein igeriginde bulunan ¢esitli fenolik
bilesenler arasinda ¢ok biiylik degiskenlikler gdstermektedir ve polifenol igerigi
yiiksek olan pek ¢ok gida {iriiniin biyoerisilebilirlik profilinin diisiik olabilecegi yani
gida maddesinin polifenol bilesen igerigi ile bu bilesenenin biyoerisilebilirligi
arasinda dogrusal bir iliski bulunmadig1 yapilan pek ¢ok ¢alismayla kanitlanmistir.
1990’lardan beri gidalarda bulunan fenolik bilesenlere olan ilgi, insan sagligina
yararlt etkilerinin kanitlanmasiyla birlikte biliylik oranda artmistir.  Bu ilgi
cogunlukla, polifenol igerigi yiiksek olan gidalarin tiikketilmesi ile, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve kanser gibi pek ¢ok hastalik arasinda ters bir iliski oldugunun,

bu drlinlerin kullanimimin artmasiyla yukari belirtilen hastaliklarin  goriilme
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diizeyinin ve sikliginin azaladigi, yapilan epidemiyolojik ¢alismalarla kanitlanarak
artmistir (Hertog ve ark., 1995; Arts ve ark., 2005; Hirvonen ve ark., 2001; Lambert
ve ark., 2002; Williamson ve ark., 2005).

Fenolik bilesenlerin, giiclii bir radikal yakalama &zelliklerinin oldugu ortaya
konuldugundan beri, esas rollerinin lipid peroksidasyonuna karsi antioksidanlar gibi
hareket etmek oldugu diistiniilmektedir. Fakat son yillarda, bu bilesenlerin yapisinin
diistintildiiginden ¢ok daha karmasik oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Masella ve ark.,
2005; Halliwell ve ark., 2005; Romier ve ark., 2009; D'Archivio, 2008).

Gergekte, polifenoller, diger pek cok biyolojik etkiler lizerinde rol oynamaktadirlar.
Ornegin, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve kolesteroliin artmasmi engellerler
(Noratto ve ark., 2009; Leifert, 2008), telomeraz (Naasani ve ark., 2003), siklogenaz
(Hussain ve ark., 2005; O'Leary ve ark., 2004) ve lipoksigenaz (Sadik ve ark., 2003)
enzimlerini de iceren farkli enzimleri ayarlayarak modiile ederler ve gesitli sinyal
iletimlerini de etkilemektedirler (Wiseman ve ark., 2001). Ayrica, hiicre siklusu
regiilasyonunu ve trombosit fonksiyonlarini etkilemekte ve endotelyumda meydana

gelen fonksiyon bozukluklarini da 6nleyici etkiye sahiptir (Carluccio ve ark., 2003).

Bir bilesen in-vitro ¢alismalar sonucunda ¢ok gii¢lii bir antioksidan ya da biyolojik
aktivite gostermis olsa bile in-vivo olarak ¢alisildiginda hedef dokuya ulasamayip hig
biyolojik aktivite gostermeyebilmektedir. En yiiksek oranda polifenol igerigine sahip
besinlerin ayn1 zamanda en iyi biyoerisilebilirlik profiline sahip olmasi gibi bir
gereklilik yoktur. Sonug olarak, bir gida iirlinlinlin igeriginde bulunan besin
degerlerinin miktar1 ve ¢esidinin tek basina bilinmesi yeterli degildir, bu bilesenlerin

biyoerisilebilirliklerinin bilinmesi daha 6nemlidir.

Flavonoidlerin biyoerisilebilirligi:

Flavonoidlerin saglik iizerindeki olumlu etkileri ¢ogunlukla in vitro c¢aligmalarla
ortaya konmus olup, bu bilesiklerin insanlardaki metabolik doniistimleri ¢ogunlukla
g6z ard1 edilmistir. Gliniimiizde, flavonoidlerin biyoyararliligi, konjugat olusumu ve
insanlardaki biyoaktivitelerine iliskin ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Bu calismada,
flavonoidlerin gidalar yoluyla alimi, metabolizmasi ve biyoyararliligi konular ile

biyoyararlilig1 etkileyen faktorler ele alinmistir.
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Antosiyaninlerin biyoerisilebilirligi:

Antosiyanin tiiketiminin anti-obezite (Kaume ve ark., 2012) ve kolesterol ve plazma
seviyelerinin diizenlenmesi (Zawistowski ve ark., 2009) gibi saglik {izerinde pek ¢ok
olumlu etkileri bulunmaktadir. Visne meyvesinde in-vitro ve in-vivo olarak
gerceklestirilen biyoaktivite ¢alismalari, visnenin tiimdr gelisimini durdurucu (Kang
ve ark., 2003) ve kardiyovaskiiler risk faktorlerini Onleyici etkileri oldugunu

gostermistir (Ataie-Jafari ve ark., 2008).

2.5  Biyoerisilebilirligi etkileyen temel faktorler:

Biyoyararlilik ¢alismalari, uygulamasi zor ¢aligmalardir, ¢iinkii ¢evreden gelebilecek
pek cok faktdr sonucu etkilemektedir. Bu faktorler polifenollerin biyoyararliligini
etkileyebilir ya da sindirim calismas1 yapilacak gidadaki polifenol miktarlarinin
diismesine neden olabilir. Biyoyararlilik ¢aligmalari i¢in uygulanacak metot ¢ok iyi
gozden gecirilmelidir.  In-vivo ¢aligmalar  genellikle tek-doz  sistemiyle
uygulanmaktadir. Calisma, test edilecek polifenolii igeren gidadan yalnizca bir
porsiyon alimi igermektedir. Bu sekilde, bu bilesenin kandaki konsantrasyonun artist
degisken olmakta ve ¢ogunlukla, polifenolik bilesenin gida matrisinden organizmaya
gecisini yansitmaktadir. Bu nedenle, kandaki konsantrasyonda gozlemlenen bu
artisin, biyoaktiviteye olan etkisi diisiiktiir. Polifenolik bilesenlerin diizenli aliminda
ise, diisiik miktarlarda polifenoller bile, araliksiz olarak absorbe edilir ve plazmada
ve hiicresel diizeyde konsantrasyonlari onemli derecede artar (Scalbert ve ark.,
2000). Biyoyararlilik ve biyoaktivite ile ilgili kesin bir kaniya varmak biraz zor
olmaktadir, ¢iinkii test edilen her gida matrisinin igeriginde bulunan polifenolik
karigimlarin farkli sinerjik etkileri vardir. Bu durum, farkli polifenolik bilesene sahip
ayni gida iriiniinii tiiketen farkli gruplar arasinda karsilastirma olanagi saglayan

cesitli galismalar yapildiginda diizelebilecektir (Williamson ve ark., 2005).
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Tablo 2.3. Antioksidanlarin insanlardaki biyoyararliligin etkileyen faktorler

Antioksidana Gidaya/hazirlama Kisinin dzelliklerine Dis faktorler
bagl faktorler sekline bagli faktorler

bagli faktorler
Kimyasal yapist, Gida Kisinin ge¢irmis oldugu | Farkli ortamlara
bagl bulundugu simf matrisinin 6zellikleri rahatsizliklar maruz kalma
Tiirdi veya formu Gida isleme yontemi Yas1 ve cinsiyeti Gidanin

temin edilebilirligi

Gidadaki

Konsantrasyonu

Yag, protein, lesitin
gibi emilimi olumlu
yonde etkileyen

maddelerin varlig1

Genetik ve

hormonal 6zellikleri

Viicuda alinan miktar1

Depolama siiresi

Beslenme ve

antioksidan durumu

Diger maddelerle

Etkilegimi

Bagirsak mikroflorasi

HCI ve
salgilamasi

enzim

Bagirsaktaki enzim

aktivitesi

*(Ercan ve El, 2010; Porrini ve Riso, 2008).
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3 MATERYAL/METOT:

3.1 Materyal:

Arastirmada materyal olarak, Izmir bolgesindeki c¢esitli kuru meyve satan
firmalardan ve marketlerden 3 tekrarli olarak temin edilen kurutulmus siyah kuru
tiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini kullanilmistir. Bu materyaller Tiirkiye’de
siklikla tiiketilen ve yiiksek oranda antioksidan bilesenler ve toplam fenoller

icermeleri nedeniyle secilmislerdir.

Orneklemenin, her bir partinin alindifi numuneyi temsil edebilmesi igin her
materyalden en az 0.5 kg’lik kisimlar halinde 6rnekleme yapilmistir. Her 6rnek 2 esit
parcaya ayrilarak 250 g diizeyinde ilk kisim sindirime ugramamis Orneklerin
kimyasal analizleri (AOX kapasite, toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin ve antioksidan kapasitesi tayini) i¢in; kalan 250 g’ lik kisim da in-vitro
sindirim analizleri sonras1 6rneklerin kimyasal analizleri (AOX kapasite, toplam
fenol tayini, toplam flavonoid tayini, monomerik antosiyanin tayini) i¢in ayrilmustir.
Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi ve standart

sapmasi lainarak rapor edilmistir.

3.2 Kimyasal:

Toplam fenolik, toplam flavonoid, pH diferansiyel metotu ile antosiyanin tayini,
antioksidan kapasitesi ve ekstrakt hazirlamak i¢in kullanilan kimyasallar ve
standartlar; gallik asit (>98%), katesin (>%98), Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, 1,1-
diphenyl-2-picrilhidrazil (DPPH), potasyum persiilfat (K,S;0g), 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ),
bakir (I) kloriir (CuCly), neocuproin (Nc), Iron(lll) chloride hexahyrade
(FeClI3.6H20), Amonyum Asetat (NHsAc) ve Sodyum Asetat (NaAc), Merck’ den,
methanol (>%99.9), formik asit (>%98), hidroklorik asit (%37), potasyum kloriir
(KCI), Sigma-Aldrich’den; sodyum karbonat (Na,COj3), sodyum nitrit (NaNO),
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sodyum  hidroksit  (NaOH), hidroklorik asit (HCI), 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylkroman-2-karboksilik asit (Troloks) ve aliiminyum kloriir (AlCl3) Fluka
Chemie (Buchs, Switzerland)’den temin edilmistir. Fenolik asit, ve flavonoid
profillerini belirlemek igin kullanilan standartlar: gallik asit (>%99), ve katesin
Merck’ den temin edilmistir. /n-vitro gastorintestinal sindirim ¢alismasim
gerceklestirmek icin gerekli enzimler, safra tuzu ve sindirim sivilart i¢in kullanilan
kimyasallar; pepsin, pankreatin, safra tuzu, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQy),
Sodyum Bikarbonat, Sodyum Kloriir (NaCl), Magnesium Chloride Hexahydrate
(MgCI2(H20)6), Ammonium carbonat ((NH,4),CO3) ve Calcium Chloride Dihydrate
(CaCly(H,0),); Sigma firmasindan (Interlab, TURKIYE) ve Ege Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Laboratuarlarindan temin edilmistir. Tiim analizlerde distile su

cihazindan elde edilen distile su kullanilmuistir.

3.3 Metot:

Siyah iiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini kuru meyvelerinden in-vitro
sindirim sonrasi antioksidan madde ve fenolik bilesen tayini i¢in yapilacak analizler
3 tekrarli ve 3 paralel seklinde gerceklestirilmistir. Orneklerin in-vitro sindirim
sonrasinda toplam fenolik, toplam antosiyanin ve toplam antioksidan kapasitesi
tayinleri spektrofotometrik analizler kapsaminda gergeklestirilmistir. Bu analizlerde

asagida belirtilen ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis ekstraktlar kullanilmistir.

Bagirsak sindirim asamasiminin sonuna gelindiginde analizi yapilacak fraksiyon
alimmustir, enzim aktivitesini durduran pefablock ¢ozeltisinden 8 uL eklenmis ve
santriflij islemi ve filtrasyonla fenolik bilesen maddeler ekstrakte edilmistir. Elde
edilen sindirim ekstrakti analize alinmak {izere -18 C’ de saklanmistir. Analiz i¢in
alinan o6rneklerde sindirim asamasi sonunda 6rneklerin igeriginde ekstrakte edilerek
stabil halde kalan fenolik bilesen ve antioksidan maddeler asagida belirtilen

yontemler dogrultusunda analiz edilmistir.
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3.3.1 Deney plan::

[ ORNEK ]
Kimyasal
Analizler

/ -Kuru madde tayini \

-Antioksidan bilesen
ekstraksivonu
-Toplam fenol tayini
-Toplam flavonoid tayini
-Toplam antosivanin tayini
-Antioksidan kapasitesi
tayini
-Fenol profili

. A N A

Sekil 3.1 Deney plani

Analizler mide faz1i ve
bagirsak fazi olmak iizere
iki asamada gerceklestirildi
-Bagirsak fazi sonrasinda
sindirim oncesi vapilan
analizlerin aynist uyguland:

Calisma 4 asama seklinde boliimlere ayrilmistir:

1. In-vitro sindirim analizleri ve toplam fenol tayini, toplam flavonoid miktar
tayini, antioksidan kapasitesi ve fenol profili analizleri i¢in 6n denemelerin

yapilmasi, materyallerin ve ekipmanlarin elde edilmesi

2. Toplam fenol, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin tayini ve antioksidan

kapasites i¢in 6rneklerden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu

3. In-vitro mide-bagirsak kosullarinda sindirim analizlerinin uygulanmasi ve

sindirim sonrasi analizler i¢in ekstraksiyonlarin elde edilmesi

4. Elde edilen ekstraksiyonlarin spektrofotometre cihazinda analizi (antioksidan
kapasitesi tayini, toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve monomerik antosiyanin

analizleri).
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3.3.2 Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu:

Calismada kullanilan her bir 6rnek homojen bir sekilde 6giitiilmiis ve Capanoglu ve
ark. (2008)’nin metotuna gore 2 + 0.01 g tartilarak, 8 ml %75 metanolde (%0.1
formik asit igeren) ekstrakte edilmistir. 15 dakika ultrasonik banyoda tutulan
ornekler, 10000 g’de 4 C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda
ornekler 0,2 pm’ lik filtre kagidindan gegirilerek stiziilmiistiir. Hazirlanan ekstraktlar

analiz edilinceye kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.3 Toplam fenol tayini:

Toplam fenolik madde analizi yaygin olarak kullanilan Folin-Ciocalteu yontemine
gore yapilmistir (Miceli ve ark., 2009). Standart olarak gallik asit kullanilmistir. Bu
amagla, uygun oranlarda seyreltilmis 100 pl kuru meyve ekstraktlar1 200 uL Folin-
Ciocalteu reaktifi ile karistirilmistir. Daha sonra bu karisima 2 mL saf su ve 1 mL (%
15’lik) doymus sodyum karbonat (Nap,COgs) c¢ozeltisi ilave edilerek iyice
karistirilmistir. Elde edilen karisim oda sicakliginda 2 saat karanlikta bekletildikten
sonra olusan rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Tokyo,
Japan) 765 nm’de okunmustur. Toplam fenolik madde icerigi gallik asit kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir. Deneyler 3
tekrarli olarak gerceklestirilmis ve sonuclarin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.
Elde edilen veriler 1 g 6rnek basina diisen gallik asit esdegerinin mg cinsinden degeri

olarak hesaplanmaistir.

3.3.4 Toplam flavonoid tayini:

Toplam flavonoid igerigi kolorimetrik olarak Picaoella ve ark., (2008) nin yontemine
gore yapilmistir. Analiz i¢in, 500 pL 6rnek veya katesin standardi 3.2 mL saf su, 150
nL %5 NaNO; eklenmis ve karistirilmistir. 5 dakika sonra 150 pL %10 AlCI;
eklenmis, karistirilmistir ve 6 dakika sonra 1 mL 1 M NaOH eklenmis ve
karistirtlmistir. Flavonoid-aliiminyum kompleksinin olusturdugu rengin absorbansi
hemen Ol¢lilmistiir. Absorbans spektrofotometrede 510 nm’ de kore karsi
Ol¢iilmiistiir. Kor; 6rnek yerine 500 pL %75 MeOH igermektedir. Toplam flavonoid
degeri, 1 g 6rnek iginde bulunan katesinin mg cinsinden degeri olarak belirlenmistir.
100-500 mg/LL olacak sekilde hazirlanmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.
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3.3.5 Toplam antosiyanin tayini:

Orneklerin toplam antosiyanin icerigi pH diferansiyel yontemine gore tespit
edilmistir (Lee ve ark., 2005). Metotun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0’
de renkli oksonium formunun, pH 4,5’ da ise, renksiz hemiketal formunun egemen
olmasina dayanmaktadir. Buna gore ortam pH 1,0 ve pH 4,5 oldugu zaman dlgiilen
absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile orantili
bulunmaktadir. Analiz edilecek her gida maddesinin iceriginde hakim bir antosiyanin
tiiri bulunmaktadir ve her antosiyanin tiirliniin spektrofotometrede maksimum
absorbans verdigi bir dalga boyu bulunmaktadir. Calismada kullanilan 6rneklerin

hakim antosiyanin tiirleri ve dalga boylar1 Tablo 3.1’ de gosterilmistir.

Bu yontemde, pH 1 ve pH 4,5 olan tampon cozeltilerin absorbanslar1 her érnek i¢in
tabloda belirtilen dalga boylarinda ve 700 nm’de o6l¢iilmiistiir. Hesaplamalar
yapilirken 3.1 ve 3.2 numarali esitliklerden yararlanilmistir. Buna gore, pH 1 ve pH
4,5 i¢in yapilan olglimlerin farki alinmis daha sonra her 6rnek i¢in farkli olan hakim
antosiyanin belirlenerek her bir 6rnek icin referans alinacak hakim antosiyanin
bileseninin molekiiler agirhigi esitlikte kullanilmigtir. Daha sonra 3.3 numarali

esitlikte hesaplanan seyreltme faktorii ile ¢arpilmis ve sonuglar ug/g cinsinden

verilmistir.

Toplam monomerik antosiyanin = (A x MW x SF x 10%)/(¢ x 1) (3.1)

A= (AX vis-max - A700 ) pH 1.0 — (AZ vis-max - A700 ) pH 4.5 (3.2
SF= (uL ekstrakt+uL tampon ¢ozelti (pH 1,0 / pH4,5))/uLL ekstrakt (3.3

A: Diizeltilerek hesaplanmis absorbans farki
MW: Baz alinacak antosiyanin* molekiil agirlig
SF: Seyreltme faktorii

€: Molar absorptivite (absorpsiyon katsayisi)

Molar absorptivite (absorpsiyon katsayisi) antosiyanin, %1’°lik ¢ozeltisinin 1 cm 151k
yolu kalinliginda A vis-max dalga boyunda gosterdigi absorpsiyondur. Analiz edilen
materyalin antosiyanin icerigi, hangi antosiyanin cinsinden hesaplanacaksa, esitlikte
0 antosiyaninin molar absorbsiyon katsayist kullanilir. Antosiyaninin asidik

ortamdaki molar absorbsiyon katsayilari, literatiirden arastirilabilir.
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I: Spektrofotometrede kuvvet katman kalinligi. Bu “isik yolu” olarak da animakta

olup genellikle 1 cm katman kalinligindaki kiivetler kullanildigindan 1=1"dir.

Analiz i¢in gerekli kimyasallardan; 0,025 M Potasyum Kloriir (KCI) Tampon
Cozeltisi (pH 1,0) ve 0,4 M Sodyum Asetat Tampon Cozeltisi(Na-Ac) (pH 4,5)

hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltiler hazirlanirken pH ayar1 6 M HCl ile yapilmistir.

Analizi yapilan ekstraktin seyreltme oraninin belirlenmesi i¢in 6n deneyler yapilarak

spektrofotometredeki absorbans okumalarinin 1,2 nin iizerinde olmas1 saglanmistir.

MW hakim antosiyanin bileseninin molekiiler agirlig1 (g/mol), SF seyreltme faktorii,
10° g’1 mg’a ¢evirmek igin ¢evirme faktorii, € hakim antosiyanin bilesenin molar
absorbanst (L/(mol.cm)), ve | Olglim kiivetinin tabaka kalinligi (cm). Toplam
monomerik antosiyanin miktar1 1 gram’da bulunan mikrogram antosiyanin bileseni
cinsinden kuru madde olarak ifade edilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

MEYVE HAKIM MOLEKUL MOLAR MAKSIMUM
ANTOSIYANIN AGIRLIGI | ABSORBANS | ABSORBANS
TURU MW (g/mol) | KATSAYISI DALGA BOYU

€ (L/mol.cm) A vis-max

Kara Uziim Siyanidin-3-rutinozid | 595,2 28.800 541 nm

Mor Erik Siyanidin-3-glukozid | 449,2 26.900 528 nm

Kizileik Siyanidin-3-glukozid | 449,2 26.900 528 nm

Yaban Mersini Delfinidin-3-glukozid | 465,2 26.900 543 nm

Tablo 3.1 Orneklerdeki hakim (basat) antosiyanin tiirleri, molekiil agirliklari, molar

absorbans katsayilari ve maksimum absorbans dalga boylar1

3.3.6 Toplam antioksidan kapasitesinin tayini

Meyve ve sebzelerde basarili sonuclar verdigi bilinen dort farkli metot kullanilarak
toplam antioksidan aktivitesi 6l¢lilmiistiir. Sonuglar, Troloks esdegeri (TE) cinsinden
ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi ekler, boliimiinde Sekil A.4, A.5, A.6 ve A.7°de

gosterilmistir.

Calismada kullanilan antioksidan tayin yontemleri farkli prensiplere dayanmaktadir.
DPPH ve ABTS metotlar;; dogal antioksidanlarin, serbest radikalleri
uzaklastirmasimna dayanirken, FRAP ve CUPRAC metotlar1 analiz edilecek

bilesenlerin toplam indirgeme kapasitesini Slgmektedir. Bu anlamda sonuclarin
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karsilagtirilarak, daha net bir fikre sahip olmak adma, 4 yontem birlikte
uygulanmistir.  ABTS-DPPH ve FRAP-CUPRAC metotlar1 ile olgiillen TEAC
degerleri aktivite degerlerini ifade etmektedir ve bulunan deger ne kadar yiiksek

olursa antioksidan aktivitesi de o kadar yiiksek anlamina gelmektedir.

DPPH radikal yakalama yontemi

DPPH radikal yakalama metotu ile yapilan antioksidan aktivite tayini, Kumaran ve
Karunakaran (2007) tarafindan gelistirilen metotun bazi modifikasyonlar yapilarak
uygulanan halini igermektedir. Tiipe konulan 20 pL ekstrakt ya da standart {izerine
180 uL 0.1 mM DPPH (1,1-difenil-2- pikrilhidrazil) eklenmistir. Karistirma ve 30
dakika oda sicakliginda karanlikta bekletme sonrasinda 519 nm’de metanole karsi

absorbanslar okunmustur.

ABTS radikal yakalama yontemi

ABTS radikal yakalama yontemi ile yapilan antioksidan aktivite tayini, Miller ve
Rice-Evans (1997) tarafindan gelistirilen metota modifikasyonlar yapilarak
uygulanmis halini igermektedir. Tiipe konulan 20 pL ekstrakt ya da standart {izerine
180 ul ABTS (2,2- azinobis 3-etilbenzothiazolin-6-siilfonik asit diamonyum tuzu)
reaktifi eklenmistir. 10 sn karistirildiktan sonra toplam bekleme siiresi 30 sn olacak

sekilde beklenerek 734 nm’de suya kars1 spektrofotometrede okuma yapilmistir.

CUPRAC metotu (Bakir indirgeyici antioksidan kapasitesi)

Tiipe konulan 0,1 ml ekstrakt, sirasiyla, 1 ml 10 mM CuCl,.2H,0 ¢ozeltisi, 1 ml 7,5
mM Neocuproine ¢ozeltisi ve 1 ml 1 M amonyum asetat (pH=7) ¢ozeltisi ile
karigtirilmig, son hacim 4,1 ml olacak sekilde 1 ml su ilave edilmis ve 1 saat

bekletildikten sonra absorbans 450 nm’de kore karsi Ol¢iilmiistiir (Apak ve ark.,
2004; Apak ve ark., 2006).

FRAP metotu (Demir indirgeyici antioksidan giicii)

Ekstrakt (0,1 ml), 3 ml FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power-Demir
Indirgeyici Antioksidan Giicii) reaktifi (pH 3,6’da 0,3 M Na-Ac (Sodyum Asetat)
tampon ¢ozeltisi, 10 mM TPTZ (2,4,6-Tri(2-pridil)-1,3,5 triazin) ¢ozeltisi, 20 mM

FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi sirastyla 10:1:1 hacim oraninda karigtirilarak elde edilmistir) ile
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karigtirilarak 20°C’de 6 dk inkiibe edilmistir ve 593 nm’de suya karsi absorbans

Olciilmiistiir (Benzie ve Strain, 1996).

Sonuglar 100 g 6rnek i¢cin mg cinsinden Troloks esdegeri olarak ifade edilmistir.

3.3.7 In-vitro sindirim analizleri:

Bu amagla yapilacak analizler i¢in agiz sivisi ( simulated salivary fluid-SSF), mide
stvist (simulated gastric fluid-SGF) ve bagirsak sivisi (simulated intestinal fluid-SIF)
elektrolit ¢ozeltileri, pH ayarlamasi i¢in; 1’ er M HCI ve NaOH ¢ozeltileri, CaCls, ,
pepsin ve pankreatin enzimleri ve safra kullanilmistir. Bagirsak sindirim
asamasindan sonra pefablock cozeltisi eklenerek enzim aktivitesi durdurulmus ve
cozelti — 18 © C’ ye alinmistir. Analizi yapilacak sindirim 6rnekleri oda sicakliginda
coziindiiriilerek, santrifiije alinmis, listte kalan siipernatant kisim ayrilarak filtrasyon
yapilmistir, elde edilen bu filtrata toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, toplam antioksidan ve fenol profili analizleri yapilmistir (Minekus ve
ark., 2014)

SSF, SGF ve SIF cozeltilerinin hazirlanmasi

Tiikiirtik, mide ve bagirsak sivilarinda bulunan ¢ozeltilerin oranlar1 Tablo 3.2 de
gosterilmistir.  Verilen oranlar eklenerek saf su ile ¢ozeltiler 400 mL’ ye
tamamlanmistir. Elektrolit ¢ozeltisini hazirlarken ¢okme meydana getireceginden,
CaCI2(H20)2 ¢ozeltisi sindirim sivilart hazirlandiktan sonra gidaya sonradan

eklenmistir.

36



Tablo 3.2 Sindirim sivilarinin elektrolit stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in

kullanilan kullanilan ¢ozeltiler

SSF SGF SIF
Bilesenler pH 7 pH3 pH7

mL mL Mi
KCI 15.1 6.9 6.8
KH,PO, 3.7 0.9 0.8
NaHCO; 6.8 125 425
NaCl - 11.8 9.6
MgCl,(H,0)e 0.5 0.4 11
(NH,),CO3 0.06 0.5 -
pH Ayarlamasi
NaOH - - -
HCI 0.09 13 0.7

In-vitro mide sindirimi:

Agiz sindirimi sonrasinda elde edilen 10 mL ¢ozeltiye 7.5 mL SGF ¢ozeltisi ve 2000
U/mL aktiviteye sahip pepsin enziminden de 1.6 mL eklenmistir. Sonrasinda 0.3 M
CaCl, ¢ozeltisinden 5 uL eklenmis ve ¢ozelti pH degeri 1 M HCI ile pH 3’ ¢
ayarlanmistir. pH ayarlamasi1 yapildiktan sonra c¢ozelti saf su ile 20 mL’ ye
tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozelti 37 © C’ de iki saat boyunca 100 rpm’ de
calkalamali inkubatorde calkalanmis ve sindirim analizlerinden mide sindirim

asamasi gerceklestirilmistir.

In-vitro bagirsak sindirimi:

Gastrik faz sonrasi elde edilen 20 mL mide sivisina 11 mL SIF elektrolit ¢ozeltisi,
2,5 mL 0.3 M CaCl; ¢ozeltisi, 40 uL, 160 mM safra ¢ozeltisi ve S mL 9U/mg tripsin
aktivitesine sahip pankreatin enzimi eklenmistir. 1 M NaOH ¢o6zeltisi ile pH 7° ye
ayarlanmis ve sindirim ¢ozeltisi saf su ile 40 mL ye tamamlanmistir. 37° C ‘de 2 saat
boyunca 100 rpm’ de calkalamali inkubatoérde inkubasyona birakilarak bagirsak
sindirim agamasi gergeklestirilmistir. Tiim bu agamalarin sonunda enzim aktivitesini
durdurmak i¢in, 4 saat sonunda pefablock ¢ozeltisi eklenmis ve analiz siiresine kadar
-18°C’ de depolanmi 2500 rpm’ de 5°C’ de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek kati

maddelerin dibe ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Ustte kalan siipernatant kisimda
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filtrasyon sisteminden gegirilmis ve sindirim sonrasi triinlerin ekstraksiyonlar1 elde

edilmistir.

3.3.8 Fenolik bilesen profili:

Orneklerdeki fenolik bilesik profilleri Capanoglu ve dig. (2008) nin metoduna gore
analizleri yapilmistir. Her 0rnek icin hazirlanan ekstraktlar 0.45 um’lik filtrelerden
stiziildiikten sonra HPLC sistemine verilmistir. HPLC sistemi Waters 600 kontrol
birimi, Waters 996 photodiode array (PDA) dedektér ve 40 °C’deki kolon
inkiibatoriinden olusmaktadir. Kullanilan kolon, Nucleosil 3 p CI8 (2) 150x4.60
mm’dir. Cozgen sistemi olarak A (%0.05 formik asit ve saf su) ve B (%0.05 formik
ve asetonitril) kullanilmistir. Akis hizi dakikada 1 ml seklinde ayarlanmis ve
ekstrakttaki bilesenlerin ayrilmasi, %5’den %30’a kadar cikan lineer asetonitril
gradiyenti kullanilarak 60 dakikalik analiz siiresince gergeklestirilmistir. Deneyler 3
tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

Omnekler igin, 280, 312, 360 ve 520 nm absorbans degerlerinde calisilmistir. Bu
dalga boylarinda calisilmasinin sebebi; literatiir incelendiginde kuru iiziim, mor erik,
kizileik ve yaban mersini 6rneklerinde; gallik asit, protokatesuik asit, p-hidroksi
benzoik asit, 2-hidroksinnamik asit, malvidin-3-galaktozid, p-kumarik asit ve rutin
bilesenlerinin bu 6rneklerde yogunlukta bulundugu goriilmiistiir. Bilesenlerden gallik
asit, protokatesuik asit, p-hidroksi benzoik asit ve 2-hidroksinnamik asit
bilesiklerinin maksimum goriildiigii dalga boyu 280 nm, p-kumarik asidin
maksimum diizeyde goriildiigii dalga boyu 312 nm, rutin bileseninin maksimum
goriildiigli dalga boyu 360 nm ve malvidin-3-galaktozid bileseninin maksimum
goriildiigli dalga boyu 520 nm’ dir (Capanoglu ve ark., 2008). Tiim bu bilesenlerin
maksimum goriildiikleri dalga boylar1 secilerek bu dalga boylarinda ¢alisilmis ve

sonuglar elde edilmistir.
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3.3.9 (istatistiksel analiz:

Her bir analiz 3 tekrar ve 3 paralel seklinde gerceklestirilmis ve analiz sonuglarinin
tekrarlanabilirligi test edilmistir. Elde edilen verilerin ortalamasi ve standart
sapmalar1 hesaplanmis ve rapora kaydedilmistir. Coklu karsilastirmalar igin, elde
edilen verilerin analizi, SPSS programi ile Varyans Analizi (ANOVA) yapilarak elde
edilmistir. Uygulamalar arasindaki fark Duncan Coklu Aralik Testi (p<0.05)
kullanilarak elde edilmistir. Spektrofotometrik analizlerin korelasyon katsayilar1 (R2)

Microsoft Office Excell 2011 programi ile hesaplanmustir.

39



40



4 BULGULAR ve TARTISMA

Sindirim Oncesi ve sonrasi toplam fenolik bilesen, toplam flavonoid, monomerik
antosiyanin ve antioksidan aktivitesi tayinleri yapilarak sindirim sonrasinda
bilesenlerin stabilitesi belirlenmistir. Tabloda biitiin Orneklere ait baslangic ve
sindirim sonrasi, toplam fenol, toplam flavonoid, monomerik antosiyanin ve
antioksidan aktivite degerleri ortalamalar1 gosterilmistir. Tablo 4.1’ de baslangicta

Olciilen degerler, Tablo4.2’ de sindirim sonrasinda 6l¢iilen degerler gosterilmistir.

Tablo 4.1. TP, TF, MA, DPPH, ABTS, CUPRAC ve FRAP degerleri

EKSTRAKSIYON ORTALAMALARI

MA (mg | DPPH(u | ABTS (n CUPRAC FRAP
TP(mg TF(mg antosiyanin mol mol (umol (umol
GAE/100 g | Katesin/10 /100 g Trolox/100 | Trolox/100 | Trolox/100g | Trolox/100
ornek) 0 g 6rnek) ornek) g ornek) g ornek) ornek) g Ornek)
Siyah
Uziim 634,3+49,5° | 200,7£7,2° | 9,9+04% | 133,3+3,7° | 125,6+2,5% 120,6+1,2° 26,9+1,2°
Mor Erik | 416,5+20,0° | 124,9+4,6° | 1,140,1% | 127,0+2,0° | 123,1+2,9° 124,2+1,5° 39,5+2,8°
1081,9+45,
Kizileik 7 273,9+12,8% | 4,4+0,3° | 144,4+1,9% | 124,0+1,8° | 352,240,8° 103,3+1,12
Y.mersini | 313,9+152%| 92,1+5,6% | 1,240,0°¢ | 133,3+1,5° | 121,0+2,5° 91,5+1,0° 15,2+1,1¢

*Baslangi¢ degerleri;*TP: Toplam Fenol (mg GAE/100 g 6rnek),* TF: Toplam Flavonoid (mg katesin/100 g drnek), *MA:
Monomerik Antosiyanin (ug antosiyanin/100 g 6rnek), *DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (un mol TEAC/100 g &rnek),
*ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (u mol TEAC/100 g o6rnek), *CUPRAC: Cupric Reducing
Antioxidan Capacity (un mol TEAC/100 g 6rnek), FRAP: Ferric lon Reducing Antioxidant Power (un mol TEAC/100 g 6rnek)
1Veriler 3 ayr iglem tekrar sonucunda elde edilen ortalama + standart sapmay1 temsil etmektedir. Her 6zellik i¢in kolonlarda

farkli harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (P<0.05).
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Tablo 4.2. TP,TF, MA, DPPH, ABTS, CUPRAC ve FRAP degerleri

SINDIRIM ORTALAMALARI

DPPH ABTS CUPRAC | FRAP
TP(mg TF (mg MA (mg (umol (umol (umol (umol
GAE/100g | CE/100g | Antosiyanin/100 | TEAC/100 | TEAC/100 | TEAC/100 | TEAC/100
ornek) ornek) g ornek) g ornek) g ornek) g ornek) g ornek)
Siyah
Uziim 4183+14,6°| 72,579 4,7+0,3 127,4+5,7% | 213,120,4% | 163,9£1,4" | 152+1,5°
Mor Erik | 653,3£19,4° | 132,7+14,8" 0,7+0,0°C 135,5£1,6° | 216,5+0,7° | 161,2+0,4"¢] 3,8+1,2¢
Kuzilak | 984,2+622% | 173,8+26,3° 2,6+0,1° 218,2+13,6° | 222,9+1,1% | 383,0+0,3% | 72,0+£2,6°
Yaban
Mersini 338,1+47,8Y |  22,9+2,9¢ 0,620,0¢ 141,3£3.2° | 215,7+0,4° | 78,5+43% | 6,4+1,6°

*Sindirim prosesi sonrasinda elde edilen degerler:*TP: Toplam Fenol (mg GAE/100 g 6rnek),* TF: Toplam Flavonoid (mg
katesin/100 g ornek), *MA: Monomerik Antosiyanin (ug antosiyanin/100 g 6rnek), *DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (mg
Troloks esdegeri/100 g ornek), *ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (mg Troloks esdegeri/100 g
ornek), *CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidan Capacity (mg Troloks/100 g 6rnek), FRAP: Ferric lon Reducing Antioxidant
Power (mg Troloks/100 g ornek 1Veriler 3 ayri islem tekrar sonucunda elde edilen ortalama =+ standart sapmayi temsil
etmektedir. Her ozellik i¢in kolonlarda farkli harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik vardir

(P<0.05).

4.1 Toplam Fenol Degerleri:

Calismadan elde edilen sonuglara gore, Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Sekil 4.1
incelendiginde, toplam fenol degerlerinin baslangi¢ miktarlari, siyah {iziim, mor erik,
kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla; 634,3+79,5 mg GAE/100 g, 416,5+40 mg
GAE/100 g, 1081,9+45,7 mg GAE/100 g ve 313,9+45,2 mg GAE/100 g degerlerinde
oldugu goriilmektedir. Pantelidis ve ark. (2007), frenk {iziimiinde yaptiklar1 bir
caligsma sonucunda, frenk tiziimiinde toplam fenol degerini 657-1193 mg GAE/100 g

ornek olarak bulmuslardir.

D. Samec ve ark. (2011), siyah {iziim ve kizilcik ile yaptiklar1 bir ¢alismada, siyah
tiziim ve kizilcik igin toplam fenol degerlerini sirasiyla 147,4 mg GAE/100 g ve
501,58 mg GAE/100 g olarak belirlemislerdir. Ayrica D.Samec ve ark (2011)
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, kizilcik 6rneginin toplam fenol degerini siyah iiziim
Ornegine oranla daha yiliksek bulmuglardir. Bu calismaya paralel olarak, kizilcik
orneginde toplam fenol degeri siyah {iziime gore daha yiiksek ¢ikmistir. Calisma elde
edilen toplam fenol degerleri daha diisiik diizeyde ¢ikmistir. Bu farkliliklarin olasi
sebepleri ise, meyvenin cinsine, yetistigi bolgeye, depolama kosullarina bagl olarak

degisiklik gostermesinden kaynaklanmaktadir (Fang ve ark., 2008). Chen ve ark.
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(2014), 33 farkli meyvede, toplam fenol ve antioksidan kapasitesi ¢alismiglardir.
Caligilan iirtinler arasinda siyah iiziim ve mor erik de bulunmaktadir. Toplam fenol
icin elde ettikleri sonuglar siyah {izim ve mor erik i¢in sirasiyla; 77,0£0,68 mg
GAE/100 g o6rnek ve 495,12+0,91 mg GAE/100 g 6rnek seklinde bulunmustur. Bu
calismada elde edilen sonuglar incelendiginde, siyah {iziimiin igerdigi toplam fenol

mor erik 6rnegine oranla daha yiiksek bulunmustur.

Celep ve ark. (2012) taflan, kizilcik ve Trabzon hurmasi 6rneklerinde toplam fenol
ve antioksidan kapasitesi tayini yapmislar ve kizilcik 6rneginde toplam fenol ve
toplam flavonoid sonuglarini sirasiyla; 31,25+1,79 mg GAE/g extrakt ve 20,5+1,62
mg QE/ g extrakt seklinde bulmuslardir.

Ayni ornekte farkli ¢alismalar sonucunda elde edilen fenolik bilesen degerlerindeki
bu farkliliklar, meyvenin genotipinin, cinslerinin, yetistigi ¢evre kosullarinin, hasat
edilme sekillerinin ve depolama kosullariin farkli olmasindan (Aaby ve ark., 2007),
meyve ve sebzenin varyete veya cinsinden, yetistirildigi iklim kosullarindan,
meyvenin biiyiikliigiinden, olgunluk diizeyinden ve uygulanan islem kosullarindan

kaynaklanmaktadir (Capanoglu ve Boyacioglu, 2009).

TOPLAM FENOL
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Sekil 4. 1. Toplam fenol degisimi
Sindirim sonrasinda siyah iiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini 6rneklerinde

toplam fenol degerleri sirasiyla; 418,3+15 mg GAE/100g, 653,3+19 mg GAE/100 g,
984+62 mg GAE/100g ve 338+48 mg GAE/100 g seklinde bulunmustur.
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Toplam fenol degerlerindeki % alikonma degerleri Sekil 4.4° de incelenecek olursa,
siyah liziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla; %66, %157 ve %91 ve
%108 degerlerinde tespit edilmistir. Bu durum su sekilde acgiklanabilmektedir;
sindirim sonrasinda siyah iizim ve kizilcik orneklerinde sindirim sonrasi toplam
fenol degerleri baslangic degerine gore sirasiyla %66 ve %91 oraninda kalmistir ve
bu deger biyoerisilebilirlik olarak tanimlanmaktadir. Iki &rnek diisiiniildiigiinde,
sindirim sonrasinda stabil kalan fenol diizeyinin de siyah liziim ve kizilcik 6rnekleri
icin fenol bilesenlerin biyoerisilebilirliklerinin olduk¢a yiiksek oldugu yorumu
yapilabilmektedir. Mor erik ve yaban mersini orneklerinde ise, fenol degerlerinin
sindirim sonrasinda baslangi¢c degerlerine gore daha yiiksek ¢iktig tespit edilmistir.
Orneklerde toplam fenol degerlerinin sindirim sonrasinda baslangic degerine gore
artmasinin sebebi, sindirim sirasinda degisen pH degerleri, sindirim sivilari ve
enzimlerin  etkisiyle gida matrisinden fenollerin  aciga ¢ikmasi  olarak
gosterilmektedir (Bouayed ve ark., 2011).

Bu calismaya benzer sekilde, tathi patateste bulunan polifenollerin sindirim sonrasi
stabilitesinin  dl¢lildiigli bir c¢alismada polifenollerin  mide-bagirsak sindirimi
sonrasinda miktarlarinda artig saptanmistir (Miranda ve ark., 2013). Taze elmada in-
vitro sindirim sonrasi polifenollerin stabilitesinin incelendigi bir ¢alismada, mide ve
bagirsak sindirimi sonrasi polifenol miktarinda artis gozlendigi belirtilmistir
(Bouayed ve ark., 2011). Ayni sekilde yaban mersininde toplam polifenolik
bilesenlerin mide-bagirsak sindirim kosullar1 sonrast miktarlari incelendiginde,
sindirim sonrast toplam fenol degerlerinde sindirim 6ncesi igerdigi toplam fenolik
bilesenlerine oranla artis gozlendigi tespit edilmistir. Bu durum, asidik mide
stvilarina ve pepsin enzimine maruz kalan polimerize polifenolik bilesenlerin,
hidrolize ugrayarak monomerlerine yada aglikonlara ayrilmasi ve toplam fenol
degerlerlerinin artmasi seklinde yorumlanmaktadir (Miranda ve ark., 2013; Serra ve
ark., 2010). Liang ve ark. (2011) dut meyvesinde sindirim sonrasi polifenollerin
alikonma yiizdelerini test etmisler ve % 54 alikonma degeri elde etmislerdir.
Caligmamizda dut meyvesine en yakin deger olarak bulunan alikonma yiizdesi siyah

lizlim 6rneginde %66 alikonma degeri ile elde edilmistir.
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4.2 Toplam Flavonoid Degerleri:

Ayni sekilde Tablo 4.1° de baslangi¢ toplam flavonoid degerleri ve Tablo 4.2° de
sindirim sonrasi toplam flavonoid degerleri ve Sekil 4.2° deki baslangi¢ ve sindirim
sonras1 toplam flavonoid grafikleri incelendiginde, Ornekler arasindaki toplam
flavonoid sonuglari, siyah {iziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla;
200,7 £7,2 mg katesin/100 g ornek, 124,9+4,6 mg katesin/100 g 6rnek, 273,8+12,8
mg katesin/100 g 6rnek ve 92,1+5,6 mg katesin/100 g 6rnek seklinde bulunmustur.
Orneklere bakildiginda en yiiksek flavonoid icerigine sahip drnegin, kizilcik oldugu
belirlenmigtir. Sindirim sonrast degerler i¢cin Tablo 4.2 ve Sekil 4.2 incelendiginde;
siyah lizlim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini ornekleri i¢in toplam flavonoid
degerleri sirasiyla; 72,5£7,9 mg CE/100 g o6rnek, 131,7+14,8 mg CE/100 g ornek,
173,8426,3 mg CE/100 g Ornek ve 22,9+5,9 mg CE/100 g ornek seklinde

bulunmustur.
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Sekil 4. 2. Toplam flavonoid degisimi

Sekil 4.2 incelendiginde, siyah iiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini 6rnekleri
icin toplam flavonoid % alikonma degerleri sirasiyla, % 36, % 105, % 63 ve % 25
oranlarinda bulunmustur. Bermudez ve ark. (2007), kus kirazinda bulunan
polifenoller ve flavonoidlerin in-vitro sindirim sonrasinda degerlerini Olgerek %
alikonma degerleri belirledikleri ¢alismalarinda katesinin in-vitro bagirsak sindirimi

sonrasinda % 58 oraninda parcalandigi ve %42 oraninda viicutta alikonuldugu
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belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismaya paralel olarak tez ¢alismamda, siyah {iziim,
kizilctk ve yaban mersini Orneklerinde flavonoidlerde degradasyon goriilmekle
birlikte, mor erik Orneginde in-vitro sindirim sonrasit % 9’ lik bir artis yasandigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada ise mor erik 6rneginde % alikonma degeri % 109 olarak
belirlenmistir, yani in-vitro sindirim sonrasi mor erik drneginde flavonoid miktarinin
%9 oraninda arttigi tespit edilmistir. Bu farkin Orneklerin matris yapisindan,
kabuklarinda bulunan flavonoid bilesen miktarlarinin ve agiga ¢ikma diizeylerinin
gidalarin cinsine gore degismesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Fenolik
bilesenlerin ve flavonoidlerin stabilitesinin, hiicre duvar1 yapisi, glikozidlerin
hiicredeki konumu ve flavonoidler ve fenolik bilesenlerin gida matrisine baglanma
durumu ve sindirim sirasinda tirline bagli olarak matristen agiga ¢ikma diizeylerinin

degismesi gibi pek cok faktorden etkilendigi bilinmektedir (Hollman et al., 1997).

4.3 Monomerik Antosiyanin Degerleri:

Siyah {iziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in baslangigtaki monomerik
antosiyanin miktarlar1 sirasiyla; 9,9+0,4 mg antosiyanin/100 g, 1,1+0,1 mg
antosiyanin/100 g, 4,4+0,3 mg antosiyanin/100 g ve 1,2+0,0 mg antosiyanin/100 g
ornek olarak belirlenmistir. Sindirim sonrasinda ¢alisilan dort 6rnekte de antosiyanin
degerlerinin azaldigi goézlenmistir. Sindirim sonrasi antosiyanin degerleri siyah
tizlim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini igin sirasiyla; 4,7+0,3 mg antosiyanin/100
g ornek, 0,7+0,0 mg antosiyanin/100 g ornek, 2,6+0,1 mg antosiyanin/100 g drnek ve
0,6+0,0 mg antosiyanin/100 g 6rnek seklinde bulunmustur.

Monomerik antosiyanin i¢in % alikonma degerleri siyah iiziim, mor erik, kizilcik ve
yaban mersini i¢in sirastyla; %48, % 64, % 59 ve %50 degerlerinde bulunmustur.
Yani sindirim 6ncesinde elde edilen antosiyanin degeri sindirim sonrasinda her 6rnek
icin %48-64 oraninda stabil kalabilmis ve viicut tarafindan alikonabilmistir. Toplam
fenol, toplam flavonoid ve antioksidan kapasitesinde bazi Orneklerde in-vitro
sindirim sonrasi degerlerde artis gozlenmesine ragmen, antosiyanin degerlerinde
hi¢bir ornek igin artis gézlenmemistir. Antosiyaninler sindirim sirasindaki yiiksek
pH (ince bagirsakpH:7) ve kurutma gibi prosesler sonucunda stabilitesini

koruyamamaktadirlar (Felgines ve ark., 2003).
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Liang ve ark. (2011) dut meyvesinde antosiyanin biyoerisilebilirligini test ettikleri bir
calismada, antosiyanin bileseninin ince bagirsak fraksiyonundan alinan kisminda

alikonma yiizdesini %5 olarak bulmuslardir.

Uziimsii meyvelerde sindirim sonras1 alinan antosiyaninlerin, bilyiik cogunlugunun
dolasim sistemine katilmayarak mide-bagirsak sindirimi yoluyla kalin bagirsaga
ulasarak burada ya biyotransformasyona ugradigi ya da bagirsak mikroflorasi
tarafindan pargalandig1 diistiniilmektedir (Aura ve ark., 2005; Gonthier ve ark.,

2003).

Antosiyanin gibi bilesenler, ortam kosullarindan ¢ok kolay etkilendigi igin, liziimsii
meyvelerde biyoyararliligi  ve biyoerisilebilirliginin  diisik oldugu in-vivo
calismalarla da kanitlanmistir (Deighton, 2000; McDougall, 2005).

Antosiyaninler flavonoid glikozitler gibi emilim 6ncesinde bagirsak hiicrelerinde
parcalanmayip idrarda glikozit (veya glukuronit) formda bulunduklar tespit
edilmistir. Antosiyanin aglikonlarinin bagirsaklardaki pH derecelerine dayaniksiz
olmalar1 ve emilim gerceklesmeden 6nce bozulmalari bu durumun nedeni olarak
gosterilmektedir (Erlund ve ark., 2004; Milbury ve ark., 2002; McDougall ve ark.,
2005).

Antosiyanin midedeki asidik ortamdan ve bagirsaktaki alkali kosullardan etkilenerek
degredasyona  ugrayabilmektedir. = Antosiyaninlerin  sindirim  sonrasinda
degradasyonunun diger sebepleri de antosiyaninlerin sindirim sirasinda renksiz
formlara doniismesi, oksidasyona ugramasi yada diger kimyasal formlara
parcalanmasi seklinde ifade edilebilir (McDougall ve ark., 2005). Perez-Vicente ve
ark. (2002)’ da yaptiklar1 bir galisma ile, antosiyaninlerin ince bagirsaktaki alkali
kosullarda stabilitesinin ¢ok diisiik oldugunu ortaya koymuslardir.

Sekil 4.4> de bilesenlerin % alikonma degerleri belirtilmis ve bu sekle gore
antosiyaninlerin stabilitesinin diger antioksidan bilesenlere gore diisiik oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.3. Monomerik antosiyanin degisimi
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Sekil 4.4. Toplam fenol, toplam flavonoid, monomerik antosiyanin i¢in % alikonma

degerleri

*TP: Toplam Fenol (mg GAE/100 g 6rnek),* TF: Toplam Flavonoid (mg katesin/100 g 6rnek), *MA: Monomerik Antosiyanin

(ug antosiyanin/100 g &rnek), *% Alikonma: Sindirim sonras1 % artis yada azalis1 ifade etmektedir.
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4.4 Toplam Antioksidan Kapasitesi:

Antioksidan kapasitesi ¢alismasinda elde edilen sonuglar ele alinacak olursa, siyah
tiztim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in elde edilen DPPH sonuglar1 Sekil 4.5’
de gosterilmistir. Sonuglar sirastyla; 133,3+£3,7 pu mol Trolox/100 g 6rnek, 127+1,9 n
mol Trolox/100 g 6rnek, 144,4+1,9 p mol Trolox/100 g 6rnek ve 133,3+1,5 p mol
Trolox/100 g o6rnek olarak bulunmustur. Sindirim sonrasinda elde edilen DPPH
degerleri ise, Tablo 4.3 ve Sekil 4.5° de gosterilmistir. Bulunan degerler, siyah iiziim,
mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla; 127,4+5,7 u mol Trolox/100 g
ornek, 135,5£1,6 p mol Trolox/100 g 6rnek, 218,2+13,6 p mol Trolox/100 g 6rnek
ve 141,34£3,2 u mol Trolox/100 g 6rnek olarak bulunmustur. DPPH i¢in % alikonma
degerleri Sekil 4.9° da gdsterilmis ve siyah liziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini

icin sirasiyla; %96, %107, %151 ve %106 degerlerinde bulunmustur.

Bu calismaya paralel olarak Chen ve ark. (2014) 33 ayr1 meyvede gergeklestirdikleri
toplam fenolik bilesen ve antioksidan aktivite igerik degerlerinin in-vitro sindirim
sonrasi stabilitelerini belirledikleri calismasinda, mor erik 6rneginden elde edilen
DPPH degeri calismamiza paralel olarak 129,71£1,36 umol Trolox/100 g ornek
seklinde bulunmustur. Ayni Ornekte sindirim sonrasinda elde ettikleri deger;
108,07+0,53 p mol Trolox/100 g 6rnek bulunmustur. Chen ve ark. (2014) yaptiklar
calisma da mor erik 6rnegi i¢in baslangictaki DPPH degerini sindirim sonrasindaki
DPPH degerinden daha yiiksek olarak belirlemislerdir. Bu galismada ise, sindirim
sonrasinda DPPH degerinin arttig1 goriilmektedir. Bu farkliligin sebebi, iirliniin
matris yapisinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi gibi, in-vitro sindirim
caligmasinda uygulama sirasinda farkli metotlarin  kullanilmasi1 olarak da
belirtilebilmektedir. Ancak genel olarak mor erik 6rneginde fenolik bilesen ve
antioksidan kapasitesinde biyoerisilebilirligin yiiksek oldugu sonucuna varmak

miimkiindiir ve literatiirdeki ¢alismalar da bunu dogrulamistir.

DPPH ile ayni galisma prensibine sahip ABTS analizleri sonrasinda elde edilen p
mol TEAC/100 g 6rnek degerleri Sekil 4.6° da gosterilmistir. Sonuglar siyah tiziim,
erik, kizilcik ve yaban mersini igin sirasiyla; 125,6 u mol TEAC/100g, 123,1 pn mol
TEAC/100g, 124 p mol TEAC/100g ve 121 umol TEAC/100 g seklindedir. Tablo
4.3 ve Sekil 4.9’ a bakildiginda sindirim sonrasinda ABTS degerlerinde 6rneklerin
hepsinde artis gozlendigi ifade edilebilir. Tablo 4.3 ve Sekil 4.6 da sindirim
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sonrasinda elde edilen ABTS degerleri p mol TEAC/100 g 6rnek cinsinden siyah
lizim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirastyla; 213,1, 216,5, 222,9 ve 215,7
u mol TEAC/100 g 6rnek seklinde bulunmustur. Sekil 4.9°da ise, sindirim sonras1 %
alikonma degerleri ise, siyah iiziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla
%170, %176, % 180 ve %178 degerlerindedir. Yani baslangic degerine oranla
sirastyla %70, 76, 80 ve 78 oranlarinda artis gozlenmistir. iclerinde siyah {iziim ve
mor erigin de bulundugu, in-vitro sindirim sonrasi antioksidan bilesenlerin
stabilitesinin olgildigi bir ¢alismada da, mor erik Orneginde, in-vitro sindirim
oncesinde ABTS degerinin 12,61 p mol TEAC/g 6rnek degerinden, in-vitro mide-
bagirsak sindirimi sonrasinda ABTS degerinin 15,71 p mol TEAC/g 6rnek degerine
yiikseldigi ve bu farkin istatistiksel olarak O6nemli oldugu belirtilmistir. Ayni
calismada siyah iiziim de baslangic ABTS degerinin 3,11 pu mol TEAC/g 6rnek,
sindirim sonrasinda ise degerinin 4,09 u mol TEAC/g 6rnek seklinde yiikseldigi
tespit edilmistir (Chen ve ark., 2014).

Baslangicta elde edilen CUPRAC degerleri Sekil 4.7°de gosterilmistir. Tabloya gore,
siyah liziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla; 120,6+1,2 pmol
TEAC/100g , 124,2+1,5 umol TEAC/100g , 352,2+0,8 umol TEAC/100g , 91,5+1,0
umol TEAC/100g seklindedir. Ayni sekilde Tablo 4.3 incelendiginde, sindirim
sonrast siyah iziim, mor erik, kizilctk ve yaban mersini CUPRAC degerleri
sirastyla, 163,9+1,4 pmol TEAC/100g, 161,2+0,4 umol TEAC/100g, 383,0+0,3
umol TEAC/100g, 78,5+4,3 pmol TEAC/100g seklindedir.

CUPRAC igin % alikonma degerleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. Sekle gore, siyah
lizim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirastyla, %136, % 130, % 109 ve
%86 seklinde tespit edilmis ve ABTS, DPPH, toplam fenol ve toplam flavonoidde
elde edilen % alikonma degerleri ile benzer trendi takip ederek, miktarin arttig1 tespit

edilmistir.

Sekil 4.8’ de gosterilen FRAP sonuglar incelendiginde, baslangic degerleri, siyah
iziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirasiyla; 26,9+1,2 u mol TEAC/100
g, 39,5£2,8 u mol TEAC/100 g, 103,3+1,1 p mol TEAC/100 g, 15,2+1,1 u mol
TEAC/100 g, Sekil 4.9 ve Tablo 4.3’ de sindirim sonrasinda elde edilen FRAP

degerleri siyah iizlim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini i¢in sirastyla; 15,2+1,5 p
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mol TEAC/100 g, 3,8+1,2 p mol TEAC/100 g, 72+2,6 n mol TEAC/100 g, 6,4+1,6 n
mol TEAC/100 g seklinde bulunmustur.

Sekil 4.9° da FRAP degerlerinde alikonma yiizdeleri, siyah iiziim, mor erik, kizilcik
ve yaban mersini i¢in sirastyla; %56, %10, %70 ve %42 olarak bulunmustur. Diger
antioksidan kapasitesi yontemleri ile kiyaslandiginda in-vitro mide-bagirsak
sindirimi sonrasinda FRAP degerlerinde azalma gozlenmistir. Chen ve ark. (2014)
yaptiklart ¢alismada farkli meyvelerde FRAP degerlerinin in-vitro sindirim sonrasi
stabilitelerini incelemisler ve mor erik igin sindirim Oncesi ve sonrasi degerlerini
sirastyla; 15,57 p mol TEAC/g 6rnek ve 11,23 p mol TEAC/g 6rnek seklinde
bulmuslardir. Analiz yaptiklart diger 6rneklerde de DPPH ve ABTS degerlerinin ile
FRAP degerleri karsilagtirildiginda 6rneklerin biiyiik kisminda FRAP metotu ile elde
edilen antioksidan kapasitesinde biyoerisilebilirligin diisiik gozlendigi, DPPH ve
ABTS metotu ile elde edilen antiokidan kapasitesi  degerlerinin
biyoerisilebilirliklerinin ise daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu calismaya paralel
olarak, FRAP degerleri olgiildiigiinde antioksidan bilesenlerin degerlerinin sindirim
sonrasinda distigii sdylenebilmektedir. Metotlar arasinda olusan bu farkliliklar,
analiz yapilirken tek bir antioksidan metotuna bagli kalmayip, birden fazla metot ile

dogrulamak gerektigini de ortaya koymaktadir.

Celep ve ark. (2012), kizilcik, Trabzon hurmasi ve taflan meyvelerinde antioksidan
kapasitesi ve fenolik bilesenleri arastirmiglar ve elde ettikleri sonuglara gére, FRAP
ve CUPRAC analizlerinden elde edilen toplam antioksidan kapasitesi degerleri her
ornek icin ayni trendi izlemistir. Bu sonuglara gore, en yiiksek antioksidan kapasitesi
degerine sahip meyvenin Trabzon hurmasi (71,0+0,14 mg askorbik asit esdegeri/g
ornek) ve en diisiik antioksidan kapasitesine sahip meyvenin ise kizilcik (20,9+0,1
mg askorbik asit esdegeri/g Ornek) oldugu bildirilmistir. Taflan meyvesinin
CUPRAC cinsinden antioksidan kapasitesi ise; 23,7+1,1 mg askorbik asit/g 6rnek
seklinde ifade edilmistir. Ayn1 sekilde FRAP sonuglarindada en yiiksek antioksidan
kapasitesi degeri Trabzon hurmasi1 meyvesinde (1,254+0,04 mM FeSO, /g 6rnek), en
diisiik antioksidan kapasitesi, kizilcik meyvesinde (0,42+0,01 mM FeSO./g 6rnek)
bulunmustur. Taflan meyvesinde FRAP cinsinden antioksidan kapasitesi degeri;
0,57+0,02 mM FeSO4/g 6rnek seklindedir. Ayn1 sekilde bu ¢alismada da, CUPRAC
cinsinden antioksidan kapasitesi incelendiginde, en yiiksek antioksidan kapasitesine

sahip meyvenin kuru kizilcik oldugu (352,24+0,8 mM Trolox/100 g Ornek),
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sonrasinda sirasiyla; mor erik (124,2+1,5 mM Trolox/100 g o6rnek), siyah {iziim
(120,6£1,2 mM Trolox/100 g 6rnek) ve yaban mersini (91,5£1,0 mM Trolox/100 g
ornek) meyvelerinin takip ettigi tespit edilmistir. FRAP analizleri sonucunda da
antioksidan kapasite degerlerindeki azalma trendi aym1 bulunmustur. FRAP igin
antioksidan kapasitesi sonuglar1 en yiiksek degerden en diisiik degere sirasiyla;
kizileik (103,3+1,1 mM Trolox/100 g 6rnek), mor erik (39,5+2,8 mM Trolox/100 g
ornek), siyah {liziim (26,9+1,2 mM Trolox/100 g 6rnek) ve yaban mersini (15,3+1,1
mM trolox/100 g 6rnek) seklinde bulunmustur.

DPPH (mg TEAC/100 g 6rnek)
250
218,2
200
1333 ar o 1444 33.3141.3
150 1274 127 13 m Sindirim Oncesi
Sindirim Sonrasi
100 + —
50 - —
O |
Siyah Uzum Mor Erik Kizilcik Y.mersini

Sekil 4.5 Toplam antioksidan aktivite degisimi (DPPH)
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Sekil 4.6 Toplam antioksidan aktivite degisimi (ABTS)
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Sekil 4.7 Toplam antioksidan aktivite degisimi (CUPRAC)
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FRAP (u mol TEAC/100 g érnek)
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Sekil 4.8 Toplam antioksidan aktivite degisimi (FRAP)
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DPPH (u mol ABTS (u mol CUPRAC (u maol FRAP (umol
Trolox/100 g Trolox/100 g Trolox/100 g Trolox/100 g
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Sekil 4.9 Toplam antioksidan aktivite i¢in % alikonma degerleri
*DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (mg Troloks esdegeri/100 g ornek), *ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonic acid) (mg Troloks esdegeri/100 g 6rnek), *CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidan Capacity (mg Troloks/100 g
ornek), FRAP: Ferric Ion Reducing Antioxidant Power (mg Troloks/100 g 6rnek)
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Tablo 4.3 In-vitro sindirim sonrasinda 6rneklerin TP, TF, MA, DPPH,

ABTS,CUPRAC ve FRAP analizleri sonucunda elde edilen % alikonma degerleri

TP(mg TF (mg MA (mg DPPH (n mol | ABTS (n mol CUPRAC (pn FRAP (umol
ALIKONMA | GAE/100 | Katesin/100 | antosiyanin/100 | Trolox/100g | Trolox/100g | mol Trolox/100 | Trolox/100 g
% g ornek) g ornek) g ornek) ornek) ornek) g ornek) ornek)
Siyah Uziim 65,9 36,1 48,5 95,6 169,7 135,9 56,5
Mor Erik 156,9 1054 63,6 106,7 1759 129,8 9,6
Kizileik 90,9 63,4 59,1 151,1 179,8 108,7 69,8
Y.mersini 107,7 24,9 50 106 178,33 85,9 41,8

*TP: Toplam Fenol (mg GAE/100 g 6rnek),* TF: Toplam Flavonoid (mg katesin/100 g 6rnek), *MA: Monomerik Antosiyanin
(ug antosiyanin/100 g 6rnek), *% Alikonma: Sindirim sonrast % artis yada azalisi ifade etmektedir, *DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (mg Troloks esdegeri/100 g drnek), *ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (mg Troloks
esdegeri/100 g 6rnek), *CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidan Capacity (mg Troloks/100 g 6rnek), FRAP: Ferric Ion
Reducing Antioxidant Power (mg Troloks/100 g 6rnek)

4.5 Fenolik Bilesen Profili

Sanchez-Pata ve ark. (2014) yaban mersini ve iiziim ¢ekirdeginde fenol profili analizi
gerceklestirmisler ve sonuglara gére yaban mersininde bulunan fenolik bilesenler;
gallik asit, benzoik asit, p-kumarik asit, protokatesuik asit ve vanilik asit; {iziim
cekirdeginde ve liztimde bulunan fenolik bilesenler ise; gallik asit, protokatesuik asit,
benzoik asit, sinnamik asit, valerik asit, propiyonik asit ve fenilasetik asittir. Chun ve
ark. (2004) yilinda kuru erikte fenol profili ¢alismislar ve kuru erikte agirlikli olarak;
gallik asit, katesin, klorojenik asit, neoklorojenik asit ve tannik asit fenolik
bilesenlerinin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica sonuglara gore kuru erikteki
fenolik bilesen agirlikli olarak gallik asit degil, klorojenik asit olarak belirlenmistir.
Kuru erikte toplam fenoliin tanimlanmasinda, gallik asit esdegeri yerine klorojenik
asit esdegeri kullanilabilecegi Onerisi getirilmistir. Fakat gallik asit; kolay
bulunabilen, ucuz ve kolay ¢oziinebilir bir standart oldugundan ve pek c¢ok kuru
meyvede agirlikli olarak bulunan bir fenol bileseni oldugundan, toplam fenol
tayinlerinde standart olarak kullanilir (Chun ve ark., 2014). Kizilcik 6rneginde fenol
profilinde tayin edilecek fenolik bilesenler ise gallik asit, hidroksinanmik asit,

neoklorojenik asit ve katesin olarak belirlenmistir.
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45.1 Siyah iiziim:

Siyah tliztimde yapilan fenolik bilesen profil analizleri Tablo 4.4’ de belirtilmistir.
Tabloya gore, rutin, protokatesuik asit, malvidin-3-galaktozit, p-hidroksibenzoik
asit, p-hidroksikumarik asit ve gallik asit degerleri sirasiyla; 0,63+0,1 mg/100 g, 13,1
+0,1 mg/100g, 2,0+0,0 mg/100 g, 0,5 +0,0 mg/100 g, 0,5 +0,0 mg/100g ve 3+0,1
mg/100 g degerlerinde bulunmustur. P-kumarik asit degerleri hesaplanamayacak
diizeyde diisiik bulunmustur.

Zhao ve ark. (2007) tliziimde fenolik bilesen tayini gergeklestirmek icin yaptiklari
calismada, etanol, metanol ve aseton gibi farkli c¢ozgenlerin farkh
konsantrasyonlarini kullanarak elde ettikleri {iziim ekstraksiyonlarinda fenolik
bilesen profilini incelemisler ve her ii¢ ¢c6zgendende elde ettikleri sonuglara gore en
diisitk miktarda ol¢iilen fenolik bilesen ferulik asit iken, en yiiksek degerde bulunan
fenolik bilesenin rutin bileseni oldugunu tespit etmislerdir. Referans olarak 6rnegin
%80 etanol ¢ozgeni ile ekstrakte edilen iiziim 6rnegindeki fenolik bilesen profili,
yiikksek degerden diisiik degere dogru su sekilde bulunmustur; rutin (1735,7 pg/g
ornek), katesin (337,6 png/g ornek), kaempferol (232,0 png/g 6rnek), resveratrol (210,5
ng/g ornek), protokatesuik (85,8 ng/g drnek), gallik (64,9 ng/g 6rnek), kaftarik (41,3
ug/g 6rnek), klorojenik (55,9 pg/g 6rnek) ve ferulik (7,45 pg/g ornek) seklinde iken,
%380 metanol c¢ozgeni ile ekstrakte edilen iiziim orneklerinde fenolik bilesenler
yiiksek degerden diisiik degere sirasiyla; rutin (2864,0 pg/g 6rnek), resveratrol (918,9
ug/g ornek), katesin (354,9 pg/g oOrnek), kaempferol (244,3 pg/g Ornek),
protokatesuik (107,2 ug/g 6rnek), gallik (78,5 pg/g 6rnek), klorojenik (52,5 ng/g
ornek) kaftarik (44,1 pg/g 6rnek), ve ferulik (5,55 pg/g drnek) seklinde bulunmustur.

45.2 Mor erik:

Mor erikte yapilan fenolik bilesen profil analizlerinde Tablo 4.4 incelendiginde, p-
hidroksibenzoik asit, protokatesuik asit, gallik asit, p-kumarik asit ve 2-
hidroksinnamik asit degerleri sirasiyla; 75,2+1 mg/100 g, 13,8 +0,1 mg/100g,
10,7+£0,1 mg/100g, 0,1+0,0 mg/100 g ve 0,02+0 mg/100 g degerlerinde bulunmustur.
Malvidin-3-galaktozit ve rutin degerleri ise hesaplanamayacak diizeyde diisiik

bulunmustur.
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Sojka ve ark. (2015) Kuru erikte yaptiklart bir ¢aligmada fenolik bilesen profili
analizleri yapmislar ve sonuglara gore hidroksinnamik asit diizeyini, 9,57 mg/100 g
ornek diizeyinde belirlemislerdir. Kurutulmus ve taze mor erik Orneklerinde,
hidroksinnamik asit, neoklorojenik asit, klorojenik asit, flavanoller ve antosiyaninler
dahil pek ¢ok fenolik bilesen bulundugu bilinmektedir. (Fang ve ark., 2002). Ayrica
yapilan bu caligmaya gore, mor erikteki hakim fenolik bilesenin neoklorojenik asit
oldugu tespit edilirken (Fand ve ark., 2002) en diisiik diizeyde bulunan fenolik
bilesenlerin de klorojenik asit ve kriptoklorojenik asit (Fang ve ark., 2002; Hermann,
1989; Nakatani ve ark., 2000) oldugu belirlenmistir. Chun ve ark. (2004)
calismasinda, mor erikte en ¢ok bulunan fenolik bilesenlerin, klorojenik asit ve

neoklorojenik oldugu rapor edilmistir.

45.3 Kizilcik:

Kizilcikta yapilan fenolik bilesen profil analizleri Tablo 4.4’ de gosterilmistir.
Sonugalr; gallik asit, protokatesuik asit, 2-hidroksinnamik asit, p-kumarik asit ve
rutin degerleri i¢in sirasiyla; 175,9+1 mg/100 g, 16,9 +0,1 mg/100g, 5,4+0,1
mg/100g, 2,2+0,0 mg/100 g ve 0,3+0,0 mg/100 g seklinde bulunmustur. P-
hidroksibenzoik asit ve malvidin-3-galaktozit diisiikk diizeylerde bulunmustur.
Literatiir taramalarmma gore, kizilctkk meyvesinde fenolik bilesen profili
incelendiginde, kizilcikta bilinen fenolik bilesenlerin; p-kumarik asit , 2,3-dihidro
kaempferol (Xu ve ark., 2013; Wungsintaweekul et al., 2011), naringenin-7-O-metil
eter (Xu ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2006), mirisetin (Xu ve ark., 2013), kuersetin-
3-O-rutinozid (rutin) (Lin ve ark., 2000), gallik asit (Liu ve ark., 2008) ve D-glikoz
(Wang ve ark., 2010) oldugu rapor edilmistir.

45.4 Yaban mersini:

Yaban mersininde yapilan fenolik bilesen profil analizlerinde Tablo 4.4° e gore;
gallik asit, protokatesuik asit, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit ve rutin
degerleri sirastyla; 2,9+0,1 mg/100 g, 1,5+0,0 mg/100g, 7,0+0,1 mg/100g, 0,8+0,0
mg/100 g ve 0,5£0,1 mg/100 g degerlerinde bulunmustur. 2-hidroksinnamik asit ve
malvidin-3-galaktozit diisiik diizeylerde ¢ikmustir.

Yaban mersininin, yapilan ¢alismalar sonucunda 6zellikle benzoik, hidroksinnamik
ve ellajik asit fenolik bilesenleri yoniinden zengin bir meyve oldugu tespit edilmistir

(Howell ve ark., 2010). McKay ve ark. (2014), yaban mersini suyunda ve yaban
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mersini ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin biyoyararliligini inceleyen bir
calisma yapmislar ve bu calismada elde edilen verilere gore, yaban mersini
meyvesinde bulunan polifenolik bilesenlerden vanilik asidin  1997,9 ng/mL
diizeyinde, protokatesuik asidin 1600 ng/mL diizeyinde, kuersetinin ise 340 ng/mL
diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Ardindan daha diisiik miktarlarda, epikatesin,
ferulik asit, kaempferol ve p-kumarik asit bilesenleri de tespit edilmistir.

Tablo 4.4 Siyah {iziim, mor erik, kizilcik ve yaban mersini meyvelerinin fenolik asit
profili (mg/100 Q)

Fenolik bilesen/ornek | Siyah iiziim | Mor erik Kizileik Yaban mersini
gallik asit 3+0,1° 10,7 +0,1° | 175,9+1° 2,940,1°
protokaseuik asit 13,1 £0,1° 13,840,1° | 16,9+0,1*° | 1,5+0,0°
p-hidroksibenzoik asit | 0,5 £0,0° 75,2412 nd 7,0+0,1°
2-hidroksinnamik asit | 0,5+ 0,0 0,02+0° 5,440,1° nd
malvidin-3-galaktozit | 2,0+0,0° nd nd nd

p-kumarik asit nd 0,1 +0,0° 2,240,0° 0,8+0,0P

Rutin 0,6+0,1° nd 0,30,1° 0,5+0,1"

4.6 Korelasyonlar

Toplam fenolik bilesen ve toplam flavonoid degeri arasinda ve fenolik bilesenler ve
antioksidan bilesenler arasinda pozitif dogrusal bir iligki oldugu yapilan ¢alismalarla
tespit edilmistir ve literatiirdeki diger ¢alismalarla da dogrulanmistir (Chen ve ark.,
2014; Fu ve ark., 2011; Song ve ark., 2010).

Bu calismaya paralel olarak, Kizilcik, taflan ve Trabzon hurmasi 6rneklerinde toplam
fenolik bilesen ve antioksidan aktivite tayini yapilan bir ¢alismada, fenolik bilesenler
ve antioksidan kapasitesi arasindaki korelasyonlar incelendiginde, sonuglara gore
ayni sekilde antioksidan aktivite ve toplam fenol; toplam flavonoid ve toplam fenol
arasinda korelasyonlar yiiksek ve dogrusal bir trend izlerken, antosiyanin sonuglari
ile toplam fenol, toplam flavonoid ve antioksidan kapasitesi sonuglar1 arasindaki
korelasyonlarin diistik ¢iktig1 rapor edilmistir (Celep ve ark., 2012). Bu sonuglara
gore, flavonoidlerin radikal yakalama 6zelliklerinin toplam antosiyaninlerden daha

yiiksek oldugu yorumu yapilabilir. Ayrica fenolik bilesenlerin yapist ve antioksidan
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aktivite metodu degistiginde, toplam antioksidan kapasitesi tayinlerinde alinan

sonuclar da degiskenlik gostermektedir (Huang ve ark., 2005).

Tablo 4.5 Yontemler arasindaki korelasyon degerleri

Yontem-1 Yontem-2 Korelasyon (R?)
TOPLAM FENOL TOPLAM FLAVONOID 0,94
TOPLAM FENOL ABTS 0,67
TOPLAM FENOL DPPH 0,64
TOPLAM FENOL CUPRAC 0,87
TOPLAM FENOL FRAP 0,76

ABTS DPPH 0,87

ABTS CUPRAC 0,72

ABTS FRAP 03

DPPH CUPRAC 0,66

DPPH FRAP 03
CUPRAC FRAP 0,73
TOPLAM FLAVONOID ABTS 0,52
TOPLAM FLAVONOID DPPH 0,56
TOPLAM FLAVONOID CUPRAC 0,74
TOPLAM FLAVONOID FRAP 0,76

Tablo 4.5 de bulunan yontemler arasindaki korelasyon degerlerine bakildiginda, en
yiiksek korelasyon toplam fenol-toplam flavonoid sonuglari arasinda 0,94 degerinde
bulunmustur. En diisiik korelasyon degerleri ise monomerik antosiyanin ile diger
yontemler arasinda bulunmustur. Diger ¢alismalar incelendiginde, alinan sonuglara
gore, monomerik antosiyanin sonuglarinin; toplam fenol, toplam flavonoid ve
antioksidan kapasitesi sonuglari ile arasindaki korelasyonun diisikk oldugu

belirtilmistir. Toplam fenol degeri, antioksidan aktivite yontemleri iginde en yiiksek
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korelasyonu 0,87 degeriyle, CUPRAC yontemi ile vermistir. Antioksidan kapasitesi
yontemleri icerisinde de en yiiksek korelasyona sahip yontemler 0,87 degeri ile

ABTS ve DPPH yontemleridir.
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5 SONUC

Literatiirde yapilan ¢aligsmalarla kiyaslama yapildiginda, polifenolik ve antioksidan
bilesenlerin biyoerisilebilirliklerinin; gidanin tiirline, gida iirlinliniin varyetesine, gida
matrisine ve in-vitro sindirim ¢alismalarindaki yaklasimlara bagh olarak degiskenlik

gosterdigi goriilmektedir.

Calisma sonucunda edinilen genel sonug; kuru meyvelerde bulunan antioksidan
bilesenler in-vitro sindirim sonrasi, stabilitesini korumakta ve yiiksek oranda kayip
gozlenmemektedir. Bunun sebebinin de sindirim sirasinda polifenolik ve antioksidan
bilesenlerin, sindirim sivilari, enzimler ve safra tuzlarinin etkisiyle agiga ¢ikmasi
olarak gosterilmektedir. Ancak sindirim sonrasinda antioksidan bilesenlerin
stabilitesinin 6rnekten 0rnege ve antioksidan kapasitesinde farkli yontemlere gore

degisim gosterdigi tespit edilmistir.

Ekstraksiyon sonrasinda DPPH ve ABTS icin korelasyon hesaplandiginda
korelasyon, 0.86 gibi yiiksek bir deger bulunmustur ancak sindirim sirasinda her iiriin
farkli bilesenlere farkli tepkiler verdiginden sindirim sonrasi ABTS ve DPPH
arasindaki korelasyon diisiik diizeylerde bulunmusur. Antioksidan bilesenlerin,
fenoliklerin, flavonoidlerin ve antosiyaninlerin insan saghigi tizerindeki etkilerinin
net olarak belirlenmesi, bu bilesenlerin farkli gida sistemleri igin
biyoerisilebilirliklerinin ~ ve  metabolizmalarinin  incelenmesi ile  miimkiin
olabilmektedir. Laboratuvar ortaminda sindirim simiilasyonu seklinde yapilan in-
vitro c¢alismalar, etik olarak in-vivo yontemlere gore daha uygun olmasi,
maliyetlerinin daha diisiik olmas1 ve uygulamasi kolay ve pratik yontemler olmalar

sebebiyle tercih edilmektedir.

Son zamanlarda yapilan biyoerisilebilirlik ve biyoyararlilik c¢alismalarinda, farkli
antioksidan bilesen gruplari ve her bilesenin bulundugu gida matrisi igin

biyoerisilebilirligin farkli oldugu ortaya konmustur. Ayrica, alinan miktarm ve alim
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seklinin, beslenmenin, cinsiyet farkliliklarinin, genetik Ozelliklerin ve tiiketilen
gidada mevcut diger bilesenlerin emilimi ve biyoerisilebilirligi etkiledigi tespit
edilmistir. Antioksidan bilesenlerin etkilerinin net olarak anlasilabilmesi igin
biyoerisilebilirlik caligmalarinin  pek ¢ok gida icin gergeklestirilmesi ve
biyoerisilebilirligi arttirmak icin etkili faktorlerin pek ¢ok farkli yaklasimlarla

yapilan bilimsel ¢aligmalarla tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yapilan tiim bu antioksidan bilesen tayinleri ve sindirim sonrasi stabilitelerinin
belirlenmesi ve farkli 6rneklerde yapilan biyoerisilebilirlik ¢alismalart ile, biyoaktif
bilesenlerin  biyoerisilebilirlikleri hakkinda bilgi sahibi olarak, beslenme

yontemlerinde yeni yaklasimlar getirilebilecektir.
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Toplam Fenol-Toplam Flavonoid

350
300 f R?=0,944
250
o~ 7/
150

L
100 ‘

50

0 500 1000 1500

Sekil B.1: Toplam fenol-toplam flavonoid korelasyon grafigi

91



60

Toplam Fenol-ABTS

50 -

R?=0,6685
L 4

40

30

20

10

0 500 1000 1500

Sekil B.2: Toplam fenol-ABTS korelasyon grafigi

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Toplam Fenol-DPPH

R?=10,6386

0 500 1000 1500

Sekil B.3: Toplam fenol-DPPH korelasyon grafigi

92




Toplam Fenol-CUPRAC

90

o R? = 0,8667
70 ’
60
50
40
30
20 - OV ® o
10 b
O T T 1
0 500 1000 1500
Sekil B.4: Toplam fenol-CUPRAC korelasyon grafigi
Toplam Fenol-FRAP
100 R2=0,7557
80
60 ”
4
N o
20 60
O T T 1
0 500 1000 1500

Sekil B.5: Toplam fenol-FRAP korelasyon grafigi

93




ABTS-DPPH

60

R?=0,8605
50

40

30

20

10

Sekil B.6: ABTS-DPPH korelasyon grafigi

ABTS-CUPRAC

90
£ T R2=07154
60 /

50 /

40 /

30

. %

10

0 . . .
0 20 40 60

Sekil B.7: ABTS-CUPRAC korelasyon grafigi

94




ABTS-FRAP
90

o /R?=0,2981
6 /

5 *g
40

30
20 R
10

0 : . .

Sekil B.8: ABTS-FRAP korelasyon grafigi

DPPH-CUPRAC

90
80 ’DQ N
28 JRE= u,6629
50 /

/
40 /

30
2 3
10

Sekil B.9: DPPH-CUPRAC korelasyon grafigi

95




90
80
70
60
50
40
30
20
10

CUPRAC-FRAP

e

R*>=0,7254

0 50 100

Sekil B.10: CUPRAC-FRAP korelasyon grafigi

60

40
30
20
10

0

Toplam Flavonoid-ABTS

50 -—W?ARH =0,5197

0 100 200 300 400

Sekil B.11: Toplam Flavonoid-ABTS korelasyon grafigi

96




Toplam Flavonoid-DPPH

50

45 ;’/&2—:@,55 65
40 @ s

35

30
25
20
15

10

0 100 200 300 400

Sekil B.12: Toplam Flavonoid-DPPH korelasyon grafigi

Toplam Flavonoid-CUPRAC
100 R2=0,7437

80 490> > M
60

40
0 ee

0

0 100 200 300 400

Sekil B.13: Toplam Flavonoid-CUPRAC korelasyon grafigi

97



Toplam Flavonoid-FRAP

100

90 R2=0,7566
?8 P

60

% ¥y 2
40
30
20 &>
10

0 100 200 300 400

Sekil B.14: Toplam Flavonoid-FRAP korelasyon grafigi

98




EK C: HPLC KROMATOGRAMLARI
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Sekil C.2: Mor erik 6rneginin 280 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.3: Kizilcik 6rneginin 280 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.4: Yaban mersini 6rneginin 280 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.5: Siyah {iziim 6rneginin 312 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.6: Kuru erik 6rneginin 312 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.7: Kizilcik 6rneginin 312 nm’deki kromatogrami

0015

0.010-
2 i
< ]

0005

o.oooJ

‘ | | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.0C

Minutes

Sekil C.8: Yaban mersini drneginin 312 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.9: Siyah {iziim 6rneginin 360 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.10: Mor erik 6rneginin 360 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.11: Kizilcik 6rneginin 360 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.12: Yaban mersini 6rneginin 360 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.13: Siyah {iziim 6rneginin 520 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.14: Mor erik 6rneginin 520 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.15: Kizilcik 6rneginin 520 nm’deki kromatogrami
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Sekil C.16: Yaban mersini 6rneginin 520 nm’deki kromatogrami
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