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OZET

_ BESINSEL LIFLERE BAGLI BiYOAKTIF MADDELERIN
ANTIOKSIDAN KAPASITESI VE REJENERASYON DAVRANISININ
QUENCHER METODUYLA BELIRLENMESI

ECEM EVRIM CELIK
Yiksek Lisans, Gida Miuhendisligi Bolumiu
Tez Danismani: Prof. Dr. VURAL GOKMEN
Haziran 2013, 61 sayfa

Bu calisma, ¢éziunmeyen gida matriksine bagli antioksidanlarin rejenerasyon
potansiyelini arastirmayi amaclamistir. Calismalar in vitro kosullarda besinsel lif
(BL) ve bagh antioksidanlarca zengin g¢esitli gida matriksleri ile gergeklestirilmistir.
Cozunur fraksiyon uzaklastirildiktan sonra, ¢ézinmeyen fraksiyonun antioksidan
kapasitesi (AK) QUENCHER proseduriyle ABTSe+ ve DPPHe radikal ¢dzeltilerinin
her ikisi de kullanilarak ol¢ulmustir. Daha sonra bu fraksiyon, lif Uzerindeki
sonumlenmis antioksidanlari rejenere etmek Uzere belirli kosullar altinda
antioksidan ¢ozeltisi veya antioksidanca zengin bir igecek ile muamele edilmisg, ve
AK'si tekrar dlgllmustir. ikinci ve Uglincli rejenerasyon basamaklari da ayrica
gerceklestiriimistir. Sonuclar, kati BL'e bagli antioksidanlarin sivi fazda bulunan
diger antioksidan bilesikler tarafindan U¢ sefere kadar 6nemli Olglide rejenere
edilebilecegini gdstermistir. ik rejenerasyon basamaginda elde edilen
rejenerasyon verimleri ¢ozinmeyen gida matriksi ve rejenerasyon ajani turine
gore 21.5% ila 154.3% araliginda bulunmustur. Kahve, c¢ay, portakal suyu ve
kirmizi sarap gibi antioksidanca zengin icecekler, rejenerasyon igleminde saf
antioksidanlar veya bunlarin karisimina gore ¢ok daha etkili olmustur. Bu sonuglar
cbzunmeyen gida materyaline bagll antioksidanlarin fizyolojik  Anemini
vurgulamistir: bu antioksidanlar gastrointestinal (Gi) kanalda sindirim siireci
sirasinda serbest radikallere kargi savasabilirler ve ayni zamanda gidalarla alinan
diger antioksidan bilesikler tarafindan rejenere edilebilirler.

Anahtar Kelimeler: Baglh antioksidanlar, ¢6zinmeyen gida matriksi, besinsel
lifler, antioksidan kapasitenin rejenerasyonu



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY AND
REGENERATION BEHAVIOUR OF BIOACTIVE MATERIALS
BOUND TO DIETARY FIBERS WITH QUENCHER PROCEDURE

ECEM EVRIM CELIK
Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. VURAL GOKMEN
June 2013, 61 pages

This study aimed to investigate the regeneration potential of antioxidants bound to
insoluble food matrix. Studies were performed in vitro with several food matrices
rich in dietary fiber (DF) and bound antioxidants. After removing soluble fraction,
antioxidant capacity (AC) of insoluble fraction was measured by the QUENCHER
procedure using both ABTSe+ and DPPHe radical solutions. Then, this fraction
was treated with either antioxidant solution or antioxidant-rich beverage under
certain conditions to regenerate depleted antioxidants on the fiber, and its AC was
measured again. Second and third regeneration steps were also performed. The
results revealed that antioxidants bound to solid DF could be significantly
regenerated up to three times by other antioxidant compounds present in the liquid
phase. Regeneration efficiencies obtained on first regeneration step were found
range between 21.5% and 154.3% depending on the type of insoluble food matrix
and on the regeneration agent. Antioxidant-rich beverages such as coffee, tea,
orange juice or red wine are much more effective on regeneration process than
pure antioxidants or mixture of them. These results highlighted the physiological
relevance of antioxidants bound to the food insoluble material: these antioxidants
can counteract the free radicals during the digestion process in gastrointestinal
(GI) tract and also they can be regenerated by other antioxidant compounds from
foods.

Keywords: Bound antioxidants, insoluble food matrix, dietary fibers, regeneration
of antioxidant capacity
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1. GIRIS
Saglik, uzun yillar insanlarin tek ortak endisesi olmustur. Saglikli gidalara olan
talebin gun gectikce artmasi nedeniyle 6zellikle son yillarda kiresel gida
sektorinin de temel gundemi haline gelmistir. Gidalarin  saglik
potansiyellerine  katkida bulunan antioksidanlar da (KHV, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, yaslanma ve vyaslanmaya bagll dejeneratif

sureglere olan egilimi azaltarak) bu baglamda énem kazanmigtir [1].

Toplam AK degeri, antioksidanca zengin gidalarin besin kalitesini gosteren
onemli bir aractir [2]. Ancak, antioksidanlarin saglik yararlarinin
belirlenmesinde anahtar role sahip olan faktor, antioksidanca zengin gidalarin
fiziksel yapisidir. Antioksidanlarin  biyolojik 6zellikleri onlarin  serbest
radikallerle reaksiyona girme yetenegine baglidir. Bu bilesiklerin biyoyararliligi
ve/ veya biyoddnusumleri, yani vicut tarafindan kullanilabilmeleri ancak
onlarin sindirim veya bagirsak fermentasyonu sirasinda gida matriksinden

salinmalari ile mimkan olmaktadir [3].

Kompleks gida matrikslerinde, antioksidanlar ¢ogunlukla gida matriksi iginde
goémula ve bir sekilde karbonhidratlar, proteinler, lipidler [4] ve 6zellikle BL'ler

gibi gesitli makromolekullerle bagli formda bulunurlar.

BL'ler, ince bagirsakta sindirime ve absorpsiyona direngli bilesenlerdir [5] ve
bu durum Iif matriksine bagli antioksidanlarin salinim oranini azaltarak
onlarin biyoyararlanimini etkilemektedir [6]. BL'lerin, karotenoidlerin yani sira
fenolik antioksidanlarin ve buyuk olaslikla o-tokoferolin absorpsiyonunu
geciktirdigi bildirilmistir [7].

Onemli miktarda besinsel antioksidan, BL’lere bagli formda herhangi bir
degisime ugramadan ince bagirsaktan gecip ve kolona ulasmaktadir. Burada,
bakteriyel mikrobiyota tarafindan lif matriksinden ayrilarak kolonda absorbe
edilebilecek biyoaktif metabolitler Uretirler [8, 9]. Tum absorbe olmayan
metabolitler ve fermente edilemeyen polifenolller kolonik [imende kalip,
serbest radikalleri sonumlemek ve besinsel pro-oksidanlarin etkileriyle
mucadele etmek suretiyle burada saglikli bir antioksidan ortam yaratirlar [10].

Bu noktada BL'ler, Gi kanalin Ust kisimlarindaki absorpsiyonu engelleyerek



antioksidan bilesikleri kolon mikroflorasina tasiyan miukemmel bir ara¢ olarak
kabul edilirler [11].

BL'lere bagli polifenoliklerin, kolonda fermente edildikten sonra yavas ve
surekli salinimi, insan vicudunun anti- inflamatuar tepki géstermesine neden
olan bazi biyoaktif metabolitlerin bazal oranlarinin artigsina sebep olabilir [12].
Bu cercevede, Gi kanalda énemli bir siire kalan bagli antioksidanlarin burada
surekli olarak Uretilen serbest radiaklleri sonumlendirerek, kolon kanseri gibi
bazi hastaliklarin 6nlenmesinde merkezi bir rol oynadiklari varsayilmaktadir
[13].

Bagirsak limeni, absorpsiyon olaylari ve makro besin indirgenme iglemlerinin
yani sira radikaller ve ¢o6zunen/ ¢ozinmeyen antioksidanlarin birbiriyle
reaksiyona girdigi ve BlL'lere bagli antioksidanlarin ¢ok énemli bir role sahip

oldugu dinamik bir sistem olarak dusunulmelidir.

Bu calismada, ¢6zinmeyen materyale, Ozellikle de Bl'lere bagh
antioksidanlarin rejenerasyon davranigininin incelenmesi amaglanmistir.
Rejenerasyon ajani olarak cesitli saf antioksidan c¢ozeltileri ve dogal
antioksidanlarca zengin sivi gidalar kullanilarak, farkli gida kaynaklarina ait
¢ozinmeyen fraksiyonlarin  AK’lerinin in vitro rejenerasyon oranlari

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Antioksidanlar

Hucreler, molekuler oksijeni suya indirgeyerek enerji Uretirler. Bu sirada,
kiguk miktarlarda “reaktif oksijen tdrleri” olarak adlandirilan, kismen
indirgenmis oksijen formlari olusur [14]. Bunlar, hicrelerin normal aerobik
solunumu sirasinda kaginilmaz olarak olusan zararli yan Uranlerdir [14, 15].
Kirlilik, kuraklik, sicaklik, asiri miktarda 1sik ve kisith beslenme gibi ¢evresel
stres faktorleri, bu zararl yan drtnlerin Uretimini arttirmaktadir [16]. Reaktif
oksijen turleri, reaktif sulfur tlrleri ve reaktif nitrojen turleri ile birlikte serbest
radikal Uretimine sebep olurlar [14, 17]

Serbest radikaller, diger molekullerle reaksiyona girmek konusunda oldukc¢a
aktif olan cifttenmemis elektrona sahip atomlar, molekuller veya iyonlardir ve
vucutta oksidatif reaksiyonlarin gergceklesmesine neden olurlar [14, 17].
Yaglarin oksidasyon zincir reaksiyonlari, bu reaktif tlrler tarafindan baslatilir.
Oksijen tlrevi serbest radikallerin doymamis yag asitlerinden bir H atomu
koparmasi, lipid serbest radikallerini olusturur [14]. Lipid serbest radikalleri de
ortamda bulunan oksijen ile kararsiz ve reaktif tlrler olan peroksitleri
olusturur. Bunlar da baska bir doymamis yad asidinden H atomu alarak
hidroperoksitlere donusur [18]. Bu sure¢ daha sonra baska bir yag asidine
sigrar ve otokatalitik olarak devam eder [19]. Bakir ve demir gibi gecis metal

iyonlari, 1s1 ve 1sIk etkisi ise oksidasyonu siddetlendirir [17, 18].

Antioksidanlar, oksidasyonu azaltan veya dnleyen kimyasal maddelerdir [20].
Antioksidan molekdllleri, serbest radikallerle direkt olarak reaksiyona girip
elektron alarak veya vererek onlari nétralize ederler; bu sirada kendileri de
s6zkonusu radikallerden daha az aktif, daha az zararli ve daha uzun émdarla
yeni serbest radikallere donusurler. Bunlar da, diger antioksidanlar veya diger
mekanizmalar tarafindan nétralize edilebilirler [17]. Antioksidanlarin,
oksidasyon reaksiyonlarini énleyen cesitli tipleri mevcuttur: () Serbest radikal
oksidasyon reaksiyonlarini inhibe eden antioksidanlar. Hidroperoksitlerin
serbest radikallere donusmesini ve lipit serbest radikallerinin olusumunu

engelleyen tdrlerdir. (Il) Otooksidasyon zincir reaksiyonlarinin ilerlemesini



durduran, zincir- kiran antioksidanlar, (lll) Singlet oksijen yakalayicilar
(karotenler, likopen), (IV) Zincir- kiran antioksidanlarin sinerijistleri (sitrik asit),
(V) Hidroperoksitleri kararl bilesenlere dénustiren indirgeyici ajanlar (tiyoller,
sulfitler), (VI) Metal pro-oksidanlarini (6zellikle demir ve bakir tlrevleri) kararli
drlnlere dénidstiren metal selatérleri (kuersetin, tanninler ve fitatlar [21] ), (VI)
Pro- oksidan enzim (6zellikle lipoksigenazlar) inhibitérleri [22]. Bazi
antioksidanlar ayrica diger antioksidanlarin biyosentezini de induklerler [23].
Bununla birlikte antioksidan 6zellik gosteren enzimlerin aktivitesini arttirarak

hlcrelerdeki serbest radikal dizeyini dusurebilirler. [24, 25].

2.1.1 Antioksidan Kaynagi Gidalar: Dogal Antioksidanlar

insan viicudu, oksidatif stresi ortadan kaldirmak igin glutatyon ve katalaz gibi
antioksidan enzimleri Urettigi ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bununla birlikte
ferritin gibi metal baglayan proteinler ve sertloplazmin gibi enzimatik olmayan
endojen antioksidanlar da reaktif tlrlerin etkilerine karsi savunmada rol
oynamaktadir [14]. Ancak, endojen antioksidan savunma sisteminin diyet
yoluyla disaridan alinan antioksidanlarla desteklenmesi gerekmektedir. insan
diyetinde yer alan en 6nemli antioksidan kaynaklari, bagil tuketim miktarlari
da g6z 6nune alindiginda, tahillar, sebze ve meyveler, bitkisel yadlar, sert
kabuklu yemigler, baklagiller, soya urunleri, ¢esitli baharat ve iceceklerdir [22,
26].

Cok sayida bitkisel kaynakta bulunan dogal antioksidanlarin basinda fenolik
maddeler gelmektedir [27]. Baglica bitki fenolikleri: fenolik asitler (gallik,
kafeik, p- kumarik, ferdlik, diferulik [28] ve klorojenik [29] asitler (KJA)), fenolik
diterpenler (karnosol, karnosik asit), flavonoidler (kuersetin, katesin,
epikatesin (EK), rutin) ve ugucu yaglardir (eugenol, karvakrol, timol, mentol
[30]) [18]. Bunlardan fenolik asitler genellikle serbest radikal yakalayici
antioksidanlar olarak; flavonoidler ise serbest radikal sonumleyici ve metal

selatorleri olarak davranirlar [31].

Diger dogal antioksidanlar arasinda baglica askorbik asit (AA), tokoferoller ve
karotenoidler sayilabilir [27, 32]. AA, toksik peroksitleri notralize etme ve

serbest radikalleri kararli hale getirme yetenegdine sahiptir; bulundugu ortam



sartlarina gore antioksidan, prooksidan, metal selatoru, indirgeyici ajan veya
oksijen tutucu olarak davranabilir [33]. Tokoferoller, peroksil radikallerini
sonumlendirerek zincir reaksiyonlarini sonlandirirlar [34, 35]. Karotenoidler ise
serbest radikal tarlerini sénimlemeyebilir ve zincir- kiran antioksidan olarak
davranabilirler [36]. Ayrica aminoasitler, proteinler, fosfolipidler, steroller,
gamlar, besinsel lifler, CoQqo, klorofil turevleri, alkaloidler, kalsiyum ve
selenyum gibi mineraller ve sulfitler ile 1sil islem sonucu olusan Maillard
reaksiyon urunleri, fermentasyon urunleri, protein hidrolizatlari ve kurleme
sonucu olusan nitrozil bilesiklerinin de antioksidan aktiviteye sahip olduklari
rapor edilmistir [27, 32, 37].

Bitkiler, fenolik maddelerin yani sira C ve E vitaminleri ile karotenoidler
acisindan zengindirler [26]. Tahillardan tam bugday unu ve kepek en yiksek
fenolik madde icerigine sahip UrUnlerdir [38]. Sebzelerden patlican, hindiba,
enginar, maydanoz, pirasa ve ispanak [39], meyvelerden ise &zellikle yaban
mersini ve bdgurtlen gibi cilekgiller familyasina ait meyveler ile siyah tGzim,
kiraz, turuncgiller, erik, kuru erik, elma, armut ve Kivi antioksidanlarca
zengindir [22]. igcecekler arasinda ise bira [40], sarap (6zellikle kirmizi sarap),
cay ve kahve 6nemli antioksidan kaynaklari olarak gd&steriimektedir. Cay
yapraklarinin yiksek miktarda katesin igerdigi bilinmektedir. Kahve ise KJA
acisindan zengindir. Ayrica, kahvenin kavrulmasi sirasinda antioksidan
aktiviteye sahip kompleks Maillard reaksiyon drlnleri (melanoidinler)
olusmaktadir [22]. Hem gida hem de igecek Uretiminde kullanilan kakao ise
cay veya sarap ile karsilastirnldiginda porsiyon basina daha fazla fenolik
madde icermektedir [41]. Meyve sulan ( portakal suyu [42], GzUm suyu ve

digerleri[43] ) da ilgili meyvelerle benzer antioksidanlara sahiptir [22].

2.1.2 Antioksidan Kapasite Olgiimii

Antioksidanlar, yukarida sayilan Oozellikleri sebebiyle gidalarin saglhk
potansiyellerine 6nemli Olgide katkida bulunmaktadirlar. Bu nedenle, bir
gidanin besleyici kalitesinin belirlenmesinde antioksidan aktivitesinin bilinmesi
oldukga onemlidir [44]. Bu amagla, ¢ok sayida AK olgim metodu

kullaniimaktadir.



2.1.2.1 Klasik Antioksidan Kapasite Olgiim Metotlar

AK 0Olcim metotlarinin ¢cogu temelde ayni prensibe dayanir: sentetik renkli bir
radikal veya redoks-aktif bir bilesik olusturulur ve biyolojik 6rnegin radikal
sonumleme veya redoks aktif bilesigi indirgeme yetenegi spektrofotometre
aracihgiyla belirlenir. Kuantifikasyon igin ise troloks veya Vitamin C gibi bir
standart kullanilarak AK degeri, TEAK veya VCEAK cinsinden belirtilir [45].
Olgim metotlari, iki ana gruba ayrilir. Elektron transferine dayanan ilk grup
metotlarda, renkli bir oksidanin indirgenmesi sirasinda renkte meydana gelen
degisim incelenir. Hidrojen atomu transferine dayanan ikinci grup metotlarda
ise antioksidan ve substratin serbest radikaller i¢in yarigsmasi izlenir [46].
ABTS, DPPH, FRAP ve CUPRAC gibi metotlar elektron transferine dayanan
metotlar arasinda sayilirken; TRAP ve ORAC gibi metotlar hidrojen atomu

transferine dayanan metotlar arasindadir [46, 47].

ABTS metodu, antioksidanlarin sulu bir faz i¢inde olusturulan mavi/yesil
ABTSe+radikalini sonumleme yetenedini dlger ve bunu Trolox standardiyla
kargilastirir. Bu nedenle metot cogu zaman TEAK olarak ifade edilir. Yontem
hizhidir ve hem sulu hem de organik ¢dzlicu sistemlerinde, genis bir pH
araliginda kullanilabilir [45, 48, 49]. DPPH metodu ise, mor renkli DPPH-
radikalinin 1,1- difenil- 2- pikril hidrazine indirgenmesi esasina dayanir [45].
Bu ydntem yaygin olarak saf fenolik bilesiklerin ve dogal bitki ekstraktlarinin
AK’sini belirlemek igin kullanilir [50, 51, 52, 53, 54, 55]. ABTS<+ ve DPPH-
radikalleri fizyolojik olmamalarina ragmen, her iki yontemin de uygulanmasi
pratik oldugundan en populer ydontemler arasinda yer alirlar [20]. FRAP
metodu, serbest radikal igcermemesi nedeniyle digerlerinden ayrilir. Burada,
ferrik demirin (Fe*®) ferrdz demire (Fe'?) indirgenmesi izlenir [45]. ORAC
metodunda ise, antioksidanlarin floresans 6zellige sahip bir molekulu serbest
radikal atagindan koruma yetenegi incelenir. Burada, floresan molekulindn bir
peroksil radikali tarafindan oksidatif hasara ugradigi sirada floresansinda
meydana gelen dusus oOl¢ulur [20]. Bahsedilen her yontemin farkli noktalarda
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Olgllen AK degerleri de kullanilan

yonteme gore farklilik gosterebilmektedir [45].



2.1.2.2 QUENCHER Metodu

Yukarida anlatilan klasik 6lcim metotlarinda AK, genellikle gidalarin kimyasal
sulu-organik ¢oézuculer (metanol, etanol, aseton, kloroform, vs.) ile elde edilen
ekstraktlarindan d&lgulmektedir. Ancak, bir gida igerisinde bulunan tim
antioksidanlari, 6zellikle de kompleks karbonhidratlar ve proteinlerle iligkili
olanlari ekstrakte edebilecek yeterlilikte bir ¢oziclt bulunmamaktadir [56].
Cozunmeyen fraksiyonun ekstrakte edilebilmesi igin, gidanin dogal yapisina
zarar veren birtakim kimyasal veya enzimatik uygulamalara gerek
duyulmaktadir ki, bu da metodun biyolojik guvenilirligini olumsuz
etkilemektedir [57]. Dolayisiyla, ekstrakte edilemeyen &énemli miktarda
antioksidan, ¢alismalarda ihmal edilmektedir. Ancak, bu antioksidanlar vicuda
alindiklarinda sindirim enzimleri ve bagirsak mikroflorasi tarafindan serbest
hale getirilerek dnemli biyolojik etkiler sergilemektedir [58]. Bu noktada, hig¢ bir
ekstraksyion ve hidroliz igslemine gerek kalmadan direkt olarak AK dlgimune
olanak veren QUENCHER metodu 6ne ¢ikmaktadir. Metot, tim ekstraksiyon
basamaklari atlanarak kati o6rnek ile radikal ¢dzeltisinin direkt temasina
dayanmaktadir. Bu yolla érnegdin ¢dzunur fraksiyonu, antioksidan aktivitesini
cOzeltide bulunan radikalleri klasik sivi-sivi  interaksiyonuna gore
sonumleyerek sergiler. Ayni zamanda, ¢6zinmeyen fraksiyon da kati-sivi
interfazinda gerceklesen ylzey reaksiyonuna bagli olarak antioksidan
aktivitesini sergiler. Burada kati fazi ¢ézinmeyen polisakkarit fraksiyonuna
bagli antioksidanlar, sivi fazi ise ¢ozeltide bulunan serbest radikaller temsil
etmektedir [59].

QUENCHER ydnteminin, cesitli tahillar igin klasik ekstraskiyon islemlerine
dayanan yontemlere gore daha ylksek veya onlara esit AK degerleri verdigi
bulunmustur. Daha guvenilir bir TEAK degeri vermesinin yani sira zaman alan
ekstraksiyon basamaklarindan kacginilmasi sayesinde diger yontemlere gore
cok daha hizli olmasi ydntemin baslica avantajidir. Ozellikle BL agisindan
zengin tahil Grtnleri gibi 6rnekler icin oldukga kullanigh bir yontemdir. Bununla
birlikte, 1si1l islem gérmls (kavurma, kizartma, pisirme) Urunler igin de diger
yontemlerle kiyaslandiginda ¢ok daha iyi sonuglar vermektedir. Bu durumun,
Maillard reaksiyonu ile olusan yeni bilesenlerin zayif ¢ézunarliklerine bagh

oldugu dusunulmektedir [2].



2.1.3 Antioksidan- Saglik iligkisi

Serbest radikal Uretimi, patofizyolojik kosullar altinda asin boyutlara
ulasmaktadir [60]. Serbest radikal UGretimi ile radikal sonUmleyici sistemler
arasindaki dengenin, serbest radikal Uretimi lehine bozulmasi ise oksidatif
strese neden olmaktadir [14]. Oksidatif stres sonucu DNA, lipitler, proteinler
ve diger biyomolekuller zarar gérmekte bu da doku hasari ile birlikte
hipertansiyon, bazi kanser turleri, diyabet, nérodejeneratif hastaliklar, KVH,
katarakt, yasa bagl kas dejenerasyonu ve romatoid artrit gibi pek c¢ok
hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir [14, 61, 62, 63, 64].

Antioksidanlarin rolu serbest radikallerin asirisini nétralize etmek, hucreleri
onlarin toksik etkilerinden korumak ve vicudun hastaliklardan korunmasina
yardimci  olmaktir [65]. Oksidatif stresin antioksidanlar tarafindan
duzenlenmesi kanserli hicre bolinmesinden sorumlu genleri baskilayarak,
¢ogalmayl ve kanserin yayillmasini engellemektedir. Antioksidanlarin lipid
peroksidasyon hizini sinirlandirmasi ise KVH Gzerinde olumlu etkiye sahiptir
[66]. Boekholdt ve ark. [67] yUksek plazma C vitamini konsantrasyonunun
dusuk koroner arter hastaligi riski ile iligkili oldugunu gdstermistir. Bununla
birlikte, Salonen ve ark. [68], Vitamin C ve «- tokoferolin akut takviyesini
takiben hiperkolesterolemik hastalarin intimamedia arter kalinliginda ciddi
miktarda azalma; Ellingsen ve ark. [69] ise, meyve tuketimi ile ateroskleroz
arasinda ters ikligki gozlemiglerdir. Ayrica, antioksdianlarin karbonhidrat
tiketiminden sonra sindirim enzimleri ile etkileserek insulin hassasiyetini
arttirabilecekleri veya kan glukoz seviyesindeki artigi dizenlenleyebilecekleri

ileri surdimektedir [70].

2.2. Besinsel Lifler

BL, AACC uzman komitesi, tarafindan “hicre duvari polisakkaritleri, lignin ve
insan sindirim enzimlerine direngli iligkili maddeler “ olarak tanimlanmigtir [71].
“lligkili maddeler” ifadesi; direncli nisasta, direncli protein, oligosakkaritler ve
sentetik polimerler gibi ¢ok sayida bileseni kapsamaktadir [10]. Nisasta disi
polisakkaritler, bazi seker-alkolleri, polifenoller, Maillard reaksiyon UrUnleri ve
diger pek c¢ok bileseni icine alan BL’ler, ince bagirsakta absorbe olmayan

kimyasal olarak heterojen maddelerdir [72, 73].



BL ¢ogunlukla meyve, sebze, baklagiller, sert kabuklu yemigler ve tam tahillar
gibi bitkisel Urunlerden saglanmaktadir. Meyve ve sebzeler ylksek su
iceriklerinden dolayr tam tahillara g6re vyapilarinda daha az Iif
bulundurmaktadir. BL’in en yogun bulundugu kaynaklar tam tahillar ve tahil
kepekleridir [74]. BL’ler kepekte yogunlastigindan kepegin ayriimasina yonelik

islemler tahillarin lif icerigini azaltmaktadir [74, 11].

2.2.1 Gozinen ve GCoziinmeyen Besinsel Lifler

BL'ler, insan sindirim sivilarindaki ¢oézundrlUklerine goére ¢oézunen BL’ler ve
cbzunmeyen BL'ler olarak ikiye ayrilirlar [10]. C6zunen BL’ler suda ¢dzinerek
viskoz jeller olustururlar [5]. Bunlar, mide bosalmasini geciktirir, glukoz
absorpsiyonunu yavaslatir, bagisiklik fonksiyonlarini arttirir ve serum
kolesterol seviyesini dusirirler [74]. ince bagirsaktan sindirime ugramadan
gecip kalin bagirsak mikroflorasi tarafindan kolayca fermente edilirler [5].
Co6zunen BL’ler, burada buylk oranda hepatik kolesterol sentezini inhibe
eden kisa zincirli yag asitlerine fermente olurlar. Meyveler, yulaf, arpa ve
baklagillerde bulunan pektinler, gamlar ve mausilajlar gibi seltlozik olmayan
polisakkaritler ¢cozinen BL sinifina girmektedir [74]. C6zunmeyen BL’ler, suda
¢ozinmediklerinden viskoz jeller olusturamazlar ve fermentasyonlari ciddi
sekilde sinirhdir [5]. Cozinmeyen BL, bagirsak transit stresini kisaltir, fekal
katleyi arttinir ve diskiyr yumusatir. Baslica bugday, ¢ogu tahil Grunleri ve
sebzelerde bulunan seluloz, lignin ve hemisellloz gibi hlicre duvari bilesenleri
¢ozinmeyen BL sinifina girmektedir. Gidalarda bulunan BL’in yaklasik 75%!'i
¢ozinmeyen fraksiyona aittir [74]. Tahillarda dis tabakalar ¢6zinmeyen BL
acisindan zenginken, endosperme yakin tabakalarda ¢6zinen BL miktari
daha fazladir [11].

2.2.2 Besinsel Lif- Saglik iligkisi

BL'ler ve tam tahillar direngli nisasta, vitaminler, mineraller, fitokimyasallar ve
antioksidanlar dahil olmak Uzere biyoaktif bilesenlerin essiz bir karisimi igerir
[5]. Bu zengin yapilarin potansiyel saglik yararlarinin bilinmesi, sagligin

giderek 6nem kazandigi gunimuiz dinyasinda oldukga buyuk bir 6énem



tasimaktadir.

BL'ler, adizdan anise tim GIi kanali etkilemektedir. Yiksek lifli gidalar
genellikle daha duslk enerji yogunluguna sahiptirler ve yenmeleri daha uzun
zaman almaktadir [75]. Mide bosalmasini geciktirme 06zelligine sahip olan
¢ozunulr lifler gida maddelerinin ince bagirsaktan yavas gecisini saglarken,
¢ozinmeyen lifler bagirsak hareketlerini hizlandirmaktadirlar [76]. Kolonda
fermente edilebilen lifler, prebiyotik olarak davranarak Lactobacilli ve
Bifidobacteria gibi sagliga faydali probiyotiklerin gelisimini desteklemekte,
faydal bakteriyel kutleyi arttirmaktadirlar [77]. BL’lerin su baglama
Ozelliklerinden dolayr digski miktarinda artisa sebep olmalari, kabizhigin

onlenmesine yardimci olmaktadir [78, 79].

Epidemiyolojik ve klinik galismalar, BL ve tam tahil tiketiminin obezite [80],
tip-2 diyabet [81], kanser [82] ve KVH [83] ile ters iligkili oldugunu gostermigtir.
FDA'ya gore, yagd tuketiminin azaltiimasiyla birlikte, meyve, sebze ve tam
tahillardan saglanan BL tuketiminin arttirimasi bazi kanser tirlerini
azaltmaktadir [84]. Son cgalismalar, BL ile kolorektal, ince bagirsak, agiz,
girtlak ve meme [82, 85, 86] dahil olmak Uzere g¢esitli kanser tlrlerinin geligimi
arasindaki bu ters iliskiyi desteklemektedir. Hayvan modelleri ve gonulll
insanlar Uzerinde yapilan c¢alismalar, ¢ozinmeyen liflerin karsinogenezise
kargi koruyucu etkisinin daha blyuk oldugunu ve bu etkinin fermentasyon
tarafindan modifiye edildigini ortaya koymaktadir [87, 88, 89]. Koruyucu etKkiyi
saglayan mekanizmalar halen net olmamakla birlikte, bu konuda c¢esitli
Oneriler bulunmaktadir. BL’lerin; ince bagirsakta sindiriimeden kalin
bagirsaga ge¢mesi ve burada anti-karsinojenik 6zellikteki kisa zincirli yag
asitlerine fermente olmasi [90], fekal hacmi ve viskoziteyi arttirarak potansiyel
karsinojenler ve mukozal hucreler arasindaki temas suresini kisaltmasi, safra
asitleri ve karsinojenler arasindaki baglanmayi arttirmasi, Onerilen
mekanizmalar arasindadir [5]. Bunlarin yanisira, BL aliminin vicut
antioksidan dizeyini arttirmasinin  da bu anlamda etkili oldugu

dusundlmektedir [5].

BL'lerin saglk yararlarini destekleyen ikinci FDA iddiasi, doymus yag ve
kolesterol igerigi dusuk, meyve, sebze ve tam tahillar agisindan zengin

diyetlerin, koroner kalp hastaligina (KKH) yakalanma riskini azalttigini ortaya
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koymaktadir [91]. Bir ¢cok galisma da, BL ve KVH arasindaki bu ters iligkiyi
desteklemektedir. Ayrica, yapilan yeni ¢alismalar diyete her 10 g lif ilavesinin,
KVH'larin mortalite riskini 17-35% oraninda azalttigini géstermektedir [83, 92].
Cozandar liflerin, safra asitlerini baglayip digki ile safra atimini arttirdigi, misel
olusumunu engelledigi ve boylece serum total ve LDL kolesterolt dusurdigu
rapor edilmigstir [93, 94]. Ayrica, basta propiyonat olmak Gzere kolonda uretilen
kisa zincirli yag asitlerinin kolesterol sentezini inhibe ettigi [95] bilinmektedir.
BL’in plak stabilitesi Uzerine etkiye sahip olabilecek interldkin-18 gibi pro-
enflamatuar sitokinleri azaltttigi [96] ve artan BL aliminin bir iflamasyon
markord ve koroner kalp hastaligi i¢in bir prediktor olan C-reaktif proteinin

kandaki miktarini azalttigi da yapilan galismalarda gdsterilmistir [97].

Obezite ve tip-2 diyabet, genel nifus iginde artan yayginliklari nedeniyle 6zel
bir 6neme sahiptir [98, 99]. BL'ler, kilo kaybini arttiran ya da saglikli vicut
agirhginda kalmayi saglayan enerji alimini diizenleme yetenekleriyle, obezite
tedavisinde kritik bir rol oynamaktadir. BL’lerin kilo kaybini arttirmasi veya kilo
alimini azaltmasinda, ¢ozundr liflerin kalin bagirsakta fermentasyonundan
sonra olusan ve tokluk hissi veren glukagon benzeri hormonlarin rol oynadigi
bilinmektedir [100]. Ayrica, BL'lerin ince bagirsakta sindirime direncli olmalari,
kalin bagirsakta ancak kismen fermente edilebilmeleri, yaglarin sindirimini
azaltmalari gibi etmenler de enerji alimini ciddi anlamda sinirlandirmaktadir.
Kilo kaybinda hem ¢ézinir hem de ¢dzinmeyen formdaki BL'lerin etkisi
bulunmaktadir. Ancak, yuksek yagh diyetlerde ¢6zinmeyen BL'ler ¢ok daha
onemli bir rol oynamaktadir. BL’lerin enerji alimini azaltmasinin yaninda
glisemik kontrolu saglamasi, tip-2 diyabet riskini azaltmaktadir [5]. Yapilan
arastirmalar, ¢ozundr liflerin mide bosalmasini geciktirmesi makro besinlerin
absorpsiyonunu azaltmasinin kan glukoz ve insulin seviyelerini digtrdigunu
ortaya koymustur [101]. Ayni sekilde ¢b6zinmeye BL'lerin de gida
maddelerinin Gl kanaldan gecis hizini arttirarak, basit karbonhidratlar gibi
besin 6gelerinin absorpsiyonunu azaltmasinin bu anlamda etkili oldugu

dusunulmektedir [5].
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2.3 Besinsel Liflere Bagh Antioksidanlar

Antioksidanlar gida mikroyapisinda gesitli formlarda bulunabilmektedirler: (l)
herhangi bir fiziksel veya kimyasal interaksiyona girmemis (serbest), (ll) gida
matriksi icerisinde fiziksel olarak tutuklanmig , (lll) diger makromolekiillere
kimyasal olarak baglanmis veya (IV) ¢dzinmeyen formda [2] (Cizelge 2.1).
Ancak, kompleks gida matrikslerinde antioksidanlar ¢gogunlukla gida matriksi
icine gdomulu ve bir sekilde karbonhidratlar, proteinler, lipidler [4] ve 6zellikle

BL'ler gibi gesitli makromolekillerle bagh formda bulunurlar.

BL ve antioksidanlarla ilgili genis literatir (son 5 yilda, sirasiyla 2600 ve
3000'in Uzerinde BL ve antioksidan dergi makalesi, MEDLINE), bu bilesenleri
kimyasal vyapilari, fizikokimyasal ve biyolojik Ozellikleri ve metabolik
yollarindaki 6nemli farkhliklar nedeniyle birbirinden bagimsiz ve iligkisiz
maddeler olarak gdstermistir. Buna ragmen, BL ve dnemli miktarda besinsel
antioksidanin Gi sistem iginde ortak ve sinerjik bir fizyolojik stireci takip ettigi
bilinmektedir. Ozellikle polifenolikler ve bazi karotenoidlerden olusan dnemli
miktarda besinsel antioksidan, ince bagirsaklardan BL ile birlikte bir butlin
olarak gecmektedir [10]. Bu antioksidanlar, bakteriyel mikrobiyota faaliyeti ile
BL matriksinden ayrilip metabolitler ve antioksidan cevre Uurettikleri kolona
ulasmaktadir [8, 9].

En sik rapor edilen besinsel antioksidanlar, ince bagirsakta ¢ozinen ve
tamamen ya da kismen absorbe olabilen ¢esitli basit molekullerdir ( C ve E
vitaminleri, karotenoidler, dusuk molekul agirlikh polifenoller ve digerleri)
[102]. Bunlar, yukarida s6zu edilen serbest formda bulunan antioksidanlardir.
Besinsel antioksidanlar Uzerine yapilan ¢ogu c¢alisma da, ince bagirsaklarda
biyoerigilebilir durumda olan bu antioksidanlari kapsamaktadir [103]. Bununla
birlikte ince bagirsakta biyoerisilebilir durumda olmayan veya BL’lere bagli
olan (polimerik polifenolikler, BL matriksine bagh veya lif yapisi iginde
tutuklanmis dusik molekdl agirhkh polifenoller, daha az miktarda
karotenoidler ve digerleri) antioksidanlar, ¢alismalarda ¢ogunlukla g6z ardi

edilmektedir.
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Cizelge 2.1. Antioksidanlarin gida mikroyapisindaki muhtemel formlar ve

lokalizasyonlari [2]

Serbest Bagh
Kimyasal Olarak Bagl Fiziksel Olarak Tutuklanmis
Makromolekdllere Gida Matriksine Gida Matriksi  Zarar Gormemis
(kovalent) (iyonik) icinde Hiicre iginde

Ancak, yapilan son g¢alismalar bu antioksidanlarin besinsel antioksidanlarin
onemli bir kismini olusturdugunu gdstermistir [8]. Son zamanlarda ortaya
cikan “BL-antioksidanlar1” konseptiyle de, BL matriksine bagli antioksidanlar
Ozel bir 6nem kazanmistir [104, 105, 106, 107]. BL-antioksidanlari, birincil BL
bilesenlerinin (polisakkarit ve lignin) ozelliklerine benzer olarak sindirim
enzimleri tarafindan pargalanamamakta, kolonda kismen fermente
edilebilmekte, digki ile lipid ve protein atimini arttirmaktadir [56]. Besinsel
antioksidanlarin dnemli bir kismini olusturan ve BL’ler i¢cin de mindr bilesen
olmayan bagli antioksidanlar, BL'lerin fizyolojik o6zelliklerini énemli olglde
etkileyebilmektedir. Daha da 6nemlisi, BL'lere bagl antioksidanlar, hem BL’ler
hem de antioksidanlar i¢in atfedilen saglik etkilerine katkida bulunmaktadir
[10].

2.3.1 Besinsel Liflere Bagh Antioksidanlarin Diyetteki Yeri
insan diyetinde en bol bulunan antioksidanlar olan polifenoliklerin kayda deger
bir kismi, bitkisel gidalarda veya igceceklerde hucre duvari (veya BL)

bilesenlerine bagli formda bulunmaktadir. Polifenolikler, htcre duvari
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yuzeyindeki polisakkaritler ve proteinlere cgesitli noktalardan baglanmalarini
saglayacak hem hidrofobik aromatik halkalara hem de hidrofilik hidroksil
gruplarina sahiptirler [108]. Bunlar, polifenolik bilesiklerin hidroksil grubu ile
polisakkaritlerin polar gruplari arasinda meydan gelen non-kovalent baglar
(hidrojen baglari, elektrostatik ve dipolar etkilesimler, Van der Waals
etkilesimleri), hidrofobik interaksiyonlar, fenolik asitler ile polisakkaritler

arasindaki ester baglar gibi kovalent baglarla baglanmaktadirlar [10, 109].

Yapilan ¢alismalar BL'lere bagli polifenoliklerin genel olarak diyette yer alan
batin bitkisel gidalar ve igeceklerde bulundugunu gostermistir [8]. Baklagiller,
sert kabuklu yemigler, tahillar, sebze ve meyveler BlL'lere bagli antioksidan
kaynagi olarak karsimiza c¢ikmaktadir [8, 110]. Yapilan bir ¢alismada, tahil
polifenoliklerinin yaklasik 85-90%’inin hlcre duvari polisakkaritlerine kovalent
olarak baglandigi tespit edilmistir [11]. Ferulik asit, kafeik asit, hesperidin,
naringin, katesin, EK, elajik asit, gallik asit tlrevleri, protokatesin ve p-
hidroksibenzoik asit diyetteki bitkisel gidalarda bulunan baslica biyoerigilebilir
olmayan polifenoliklerdir [8]. Melanoidinler ve karotenoidler de BL’lere bagli
formda kolona ulasan bilesenler arasinda yer almaktadir [9, 111]. iceceklerde
bulunan sindirime direncli polisakkaritlerin de basta flavonoidler ve fenolik
asitler olmak Uzere 6nemli miktarda polifenolik bilesigi yapisinda tasidigi

anlasiimistir [10].

2.3.2 Besinsel Liflere Bagh Antioksidanlarin Antioksidan Kapasitesi

BL matriksinde bulunan polifenoller ve diger mindr bilesenler (karotenoidler,
Maillard Urdnleri, iz mineraller ve digerleri) kimulatif sinerjistik antioksidan etki
goOstererek [10], BL'lere 6nemli miktarda antioksidan aktivite saglamaktadir.
Bu nedenle Bl'ler de diger pek c¢ok bilesenle birlikte antioksidan o6zellik
gOsteren maddeler arasinda sayllmaktadir. BL Uzerinde belirgin etkileri olan
AK degerinin belirlenmesi; lif karakterizasyonunun tamamlanmasi, potansiyel
saglik vyararlarinin belirlenmesi ve fonksiyonel ingrediyen uygulamalari

hakkinda bilgi vermesi agisindan dnem tasimaktadir [11].

BL’lere bagli antioksidanlarin AK’si, cogu 6l¢im metodunda BL ekstraktlari ve

hidrolizatlarindan olgulmekte [58]; BL’lerin suda ve organik ¢dzucullerde

14



¢Ozunurluklerinin dusuk olmasina bagli olarak genellikle oldugundan daha
dusuk degerler elde edilmektedir [11]. Ancak, hi¢ bir ekstraksiyon islemine
gerek kalmadan, ¢6zinmeyen fraksiyonda da direkt AK olgimine imkan
veren QUENCHER metodu ile daha gergek¢i sonuglar elde edilmektedir.
Co6zinmeyen fraksiyonun sahip oldugu o6nemli miktardaki AK’nin bu yolla
Olgulebilmesi, 6zellikle BL agisindan zengin gidalarin fizyolojik 6nemine yeni

bir perspektif getirmistir [11].

2.3.3 Besinsel Liflere Bagl Antioksidanlarin Gastrointestinal Sistemde
Izledigi Yol

BL’lere bagli antioksidanlarin  biyoerigilebilir ve potansiyel olarak
biyorararlanilabilir olmalari icin, oncelikle sindirim surecinde
biyoyararlanimlarini  engelleyen BL matriksinden ekstrakte edilmeleri

gerekmektedir [112].

Agizda, cignemenin mekanik etkisi ile birlikte bitkisel gida hucrelerinin
parcalanmasi, vakuollerde bulunan ve hicre duvarina zayif baglanmis
durumdaki fenolik bilesiklerin serbest birakilmasini saglamaktadir. Hucre
duvarina daha yakindan baglanmis olan polifenoller ise (bitki kabuk ve
zarlarinda), gastro-pankreatik sindirim fazi sirasinda, midenin asidik ortami ve
ince bagirsagin bazik ortaminin etkisiyle gida matriksiden ayrilmaktadir [112,
113]. Ancak, biyoerigilebilir hale gelen bu dustik molekal agirlikli polifenolik
bilesiklerin yalnizca kuguk bir bolumu (monomerler ve oligomerler) ince
bagirsak duvarindan gecgebilmektedir. Besinsel polifenollerin énemli bir
kismini olusturan BL matriksine bagh disuk molekdl agirlikli fenolik bilesikler
ve polifenoller (biyoerisilebilir olmayan kisim), insan ince bagirsaginda
absorbe olamamaktadir. Bu bilesenlerin biyoyararl olabilmeleri igin ince
bagirsakta sindiriimeleri gerekmektedir [4]. BL'lerin ince bagirsaktaki birincil
etkisi, besinlerin veya antioksidanlarin salinim hizi ve bazi durumlarda salinim
miktarini azaltmaktadir [6]. Bu durumdan sorumlu ana foktorler; (i)
antioksidanlarin sindirim sirasinda BL matriksi iginde fiziksel olarak
tutuklanmasi, (ii) enzimlerin substratlarina, safra tuzlarinin misel olusturmamis
yaglara ve ¢dzunur antioksidanlarin bagirsak duvarina ulagsmasini saglayan

peristaltik karistirma isleminin gastrik sivilarin artan viskozitesi nedeniyle
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sinirflandiriimasidir [114]. ikincil faktérler ise safra tuzlarinin (ve belki
enzimlerin) spesifik lif Dbilesenlerine baglanmasi ve difuzyonlarinin
engellenmesidir [105, 119]. Boylece fenolik bilesiklerle birlikte karotenoidlerin

de biyoyararlanimi sinirlandiriimaktadir [4].

ince bagirsakta sindirlemeyen ve absorbe olamayan polifenoller ve
karotenoidler gibi bagli antioksidanlar, sindirilemeyen karbonhidratlar,
proteinler, lif matriksi iginde tutuklanmis lipidler ve safra tuzlar ile birlikte
bakteriyel mikrofloraya fermente edilebilir substrat kaynag! olustumak tzere
kolona ulasirlar [102]. Polifenollerin kolonik fermentasyonu sonucu;
fenilasetik, fenilbutirik ve fenilpropiyonik asitler ile trolitin A ve B gibi sistemik
etkiler sergileyebilecek, absorbe edilebilen metabolitler elde edilir [116].
Absorbe edilemeyen metabolitler ve fermente olmayan fenolik bilesikler,
kolonik lumende kalilar. Burada, serbest radikalleri sonimlemek ve besinsel
prooksidanlarin etkileriyle mucedele etmek suretiyle antioksidan cevreye
katkida bulunurlar [117]. Ayni sekilde bakteriyel enzimlerin faaliyeti sonucu
polisakkaritlerin hidrolize edilmesiyle karotenoidler de serbest hale gelerek
kolonda antioksidan aktivitelerini gosterirler [4]. Diger taraftan, bazi

polifenoller digki ile atilirlar [118].

2.3.4 Besinsel Liflere Bagh Antioksidanlarin Gastrointestinal Sistemde
Yavas ve Surekli Salinimi: Saghk Etkileri

Bagirsak sivisi igindeki antioksidan konsantrasyonu, enterik absorpsiyon
yoluyla surekli azalmakta ve besinlerden salinan antioksidanlarla takviye
edilmektedir. Bu sirali salinim sudrecinin devam etmesi ise 0Ozellikle transit
suresinden (belirli bir emici ylzey veya sindirim ¢evresine maruz kalma

suresi) etkilenmektedir [109].

Lifi gida tuketiminin bagirsak transit sdresini arttirmasi, ¢ézunmeyen
materyalin Gi sistemde uzun slre kalmasina imkan vermekte bu da BL
matriksine bagl antioksidanlarin kan dolagimina yavas ve surekli salinimini

saglamaktadir [11].

Rondini ve arkadaslarinin fareler Gzerinde yaptigi bir calismada serbest ferulik

asidin alimdan 4 saat sonra plazmada tamamen yok oldugu; buna karsin
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kepek BL’ine bagh ferdlik asidin plazma konsantrasyonunun alimdan sonra 24

saat boyunca sabit kaldigi gézlenmigtir [119].

Fenolik bilesiklerin nispeten duslk bir konsantrasyonda surekli varhgi, serbest
fenolik bilesik bakimindan zengin bir gida alimindan hemen sonra plazma
antioksidan konsantrasyonunda olusan pikten daha yuksek bir potansiyel
faydaya sahiptir. Ortamda surekli olarak varlik gdsteren fenolik bilesikler,
surekli bir antioksidan gevre yaratarak pek ¢ok hastalik i¢in koruyucu bir rol

ustlenmektedir [11].

Bazi yazarlar, tahil fenolik bilesiklerinin plazma konsantrasyonunun ¢ok dusuk
oldugunu ve LDL oksidasyonunu engelleyemeyeceklerini savunmuslardir
[120, 121]. Ancak, fizyolojik kosullarda insan biyolojik sivilarindaki oksijen
konsantrasyonunun da oldukga dusik oldugu ve ortamda dusuk
konsantrasyonda, simultane hareket eden farkli antioksidanlar bulundugu
bilinmektedir. Diger yandan, bircok hastaligin 6nlemesinde besinsel
antioksidanlarin 6nemini dogrulayan epidemiyolojik veriler, in vivo etkileri elde
etmek icin gereken konsantrasyonlarin in vitro kogullar i¢in gerekenlerle ayni
olmadigini, dusuk konsantrasyonlarin in vivo kosullarda yeterli oldugunu

gOstermektedir.

Buna go6re, antioksidanlarin ¢ok yuksek kan konsantrasyon piklerine
ulasmalari (bazi durumlarda ayni zamanlarda pro-oksidan c¢evre de
yaratabilir) 6nem tasimamaktadir. istenilen saglik yararlari, ancak besinsel

antioksidanlarin ortamda surekli varligi ile elde edilebilmektedir.

Bu bakis agisiyla, tam tahillar gibi lif bakimindan zengin gidalarin duzenli
tuketiminin surekli bir antioksidan cevre yaratmasi acgisindan 6zellikle faydal
oldugu diisiiniimektedir. Bu sayede KVH, diyabet ve Gi sistem rahatsizliklar
gibi nedeni ve gelisimi dengesiz redoks durumuna bagl pek ¢ok rahatsizlik
icin sudrekli bir korunma saglanmaktadir [11]. Kolonda yaratilan surekli
antioksidan c¢evre ile, burada devamh olarak olusan radikaller
sonumlenebilmekte, oksidatif DNA hasarlari ve inflamasyonlar 6nlenebilmekte
ve polip olusumunun 6nlne gegilebilmektedir. Bdylece, kolorektal kanser igin

de kemopreventatif etki saglanmaktadir [122].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Potasyum peroksidisilfat, seliloz (toz formda), 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-silfonik asit) (ABTS), 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 6-
hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2 karboksilik asit (Troloks), (-) epikatesin,
klorojenik asit, o- kumarik asit, fertlik asit ve analitik safliktaki metanol Sigma
(Steinheim, Germany) firmasindan; etanol Colony Sugar Mills Ltd. (Pakistan)
firmasindan; askorbik asit Acros Organics (New Jersey, USA) firmasindan;
sodyum hidroksit pelletleri, hidroklorik asit (%37) ve ekstra safliktaki dietileter
Meck (Darmstadt, Almanya) firmasindan; dehidroaskorbik asit (DHAA)
Calbiochem (Canada) firmasindan ve %95 safliktaki n-heksan ile etil asetat

Labscan (Dublin, Ireland) firmasindan temin edilmistir.

Bu calismada ¢d6zinmeyen kati gida matriksi olarak kullanilan kurutulmus
meyveler (Uzim, yaban mersini, kusizimu, erik), bugday kepegi, yulaf
kepegi, cavdar ezmesi, ekmek kabugu, kavrulmus kahve c¢ekirdekleri, kakao
(toz formda), karabiber (toz formda), kirmizi pancar kabugu, Meksika
fasulyesi (konserve), yer fistigi zari ve Antep fistigi zar yerel marketlerden
temin edilmigtir. Yer fistigi zari ve Antep fistig1 zari, piyasadan temin edilen
yer fistigi ve Antep fistigindan ayiklanarak elde edilmigstir. Findik zari ise Tikta

A.S. den temin edilmistir.

Rejenerasyon ajani olarak kullanilan siyah c¢ay, yesil c¢ay, instant kahve,
kavrulmus kahve cgekirdekleri, portakal suyu ve kirmizi sarap (6kuzgdzu-

bodazkere) da yerel marketlerden temin edilmistir.

3.1.1 Antioksidan Kapasite Analizinde Kullanilan Kimyasallarin
Hazirlanmasi

ABTSe++ stok ¢ozeltisi, 2.45 mM potasyum peroksidisulfat ¢ozeltisi ile 7 mM
ABTS c¢ozeltisinin karistirlmasi ve oda sicakliginda, karanlkta, 12-16 saat
bekletiimesiyle hazirlanmistir [123]. ABTSe<+ ¢alisma c¢oOzeltisi, ABTS++ stok
¢Ozeltisinin etanol:su (50:50) karigsimi ile 734 nm’de 0.750-0.800 absorbans
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araligina kadar seyretilmesi ile hazirlanmistir. 5 ml ABTS «+ stok ¢dzeltisinden

yaklasik 400 ml ABTS «+ galisma ¢oOzeltisi elde edilmektedir.

DPPHe stok ¢ozeltisi, 40 mg DPPHe in 200 ml etanol:su (50:50) karisiminda
¢ozinmesiyle gunlik olarak hazirlanmistir. DPPHe calisma ¢ozeltisi, 200 ml
DPPH stok c¢ozeltisinin yaklasik 800 ml etanol/su (50:50) karisimi ile 525
nm’de 0.750-0.800 absorbans araligina kadar seyreltiimesi ile hazirlanmigtir
[50].

3.1.2. Rejenerasyon Ajani Olarak Kullanilan igeceklerin Hazirlanmasi

Siyah cay ve yesil ¢cay, 3 gram kuru ¢ayin 100 ml sicak su ile 15 dk. boyunca
demlenmesi ile hazirlanmigtir. Espresso igin, 6gutilen kavrulmus kahve
cekirdeklerinden 6 gram tartilarak mutfak tipi kahve makinesinden 40 ml
kahve ekstrakte edilmistir. instant kahve ise 2 gram ¢ozinir kahvenin 200 ml
suda ¢ozunmesiyle hazirlanmistir. Piyasadan “seker ilavesiz %100” etiketiyle
temin edilen portakal suyu, kullanimdan o&nce filtre edilerek kati
partiktllerinden arindiriimistir. Tim igecekler normal tiketim sicakliklarinda

kullaniimigtir.

3.1.3 Orneklerin Hazirlanmasi
Asagidaki iglemler, bu arastirmanin ilgi konusu olan ¢ézinmeyen BL’ler ve
onlara bagh antioksidanlari da igcine alan, o&rneklerin ¢dézUnmeyen

fraksiyonlarini elde etmek tUzere uygulanmigtir.

3.1.3.1 Yikama
Ornekler, c¢cézunir 6zellikteki antioksidanlar basta olmak Uzere, c¢dzunir

bilesenlerin gida matriksinden uzaklastiriimasi amaciyla yikanmistir.
Bu amagla tim 6rnekler 6gatulerek 15 ml'lik falkonlara 1’er g tartilmistir.

Standart yikama prosedurl kapsaminda ornekler sirasiyla su, etil alkol ve su
ile 3’er defa yikanarak suda ve alkolde ¢dzlnen bilesenlerinden arindiriimistir.
Yag iceren Ornekler (kahve, kakao, kuruyemis zarlari, hububat kepekleri,

cavdar ezmesi, karabiber) ilk asamada heksan ile 2 defa yikanarak
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yaglarindan arindirilmig, daha sonra standart yikama islemine baslanmistir.
Antosiyanince zengin ornekler igin ise (kahve, kakao, kurutulmus meyveler,
kuruyemis zarlari, karabiber, Meksika fasulyesi, kirmizi pancar kabugu),
standart yikama prosedurundeki etil alkol, metanol:1N HCI (viv, 85:15)

karisimi ile yer degistirmistir.

Temel olarak, 1 gram ornek icin 5 ml ¢éziict kullaniimistir. ilk yikama ¢ézeltisi
eklendikten sonra, karigim ultraturaks (Heidolph Silent Crusher M) yardimi ile
12 rpm de homojenize edilmistir. Homojenizasyon ile kuru Gzum, kuru erik gibi
ogutme islemiyle istenilen partiktl boyutuna ulasilamayan érneklerde de etkin
bir pargalanma sagdlanmistir. Daha sonra karigsim orbital dongulu ¢alkalayiciya
konularak (Edmund Buhler GmBH) 350 rpm de 10 dakika boyunca ¢dzunur
fraksiyon ekstrakte edilmigtir. 6080 g’ de 5 dakika santrifijin ardindan

supernatant uzaklastiriimigtir.

Takip eden basamaklarda; yikama c¢oOzeltileri sirasiyla eklenmis, karisim 1
dakika vortexlenmis, 10 dakika c¢alkalama ile ¢ozUnUr fraksiyon ekstrakte

edilmis, 6080 g'de 5 dakika santriflij edilmis ve sUpernatant uzaklastiriimistir.

Bdylece suda ve alkolde (ve heksanda) ¢6zunen bilesenler gida matriksinden

uzaklastirilarak, érneklerin gézunmeyen fraksiyonlari elde edilmistir.

islem sonunda yikanmis 6rnekler -80°C’de dondurulup liyofilize edilmistir.
Liyofilize edilen 6rnekler, seramik bir havan yardimiyla éguttldikten sonra
425 um por capli (40 mesh boyutlu) elekten gecirilerek homojen irilikte
partikiller elde edilmistir. Hazirlanan ornekler, analize kadar 4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.3.2 Yikama Kontroli

AK dlgimuinden 6nce, analize hazir haldeki ornekte ¢dzinur antioksidan
madde kalmadigindan emin olmak igin, yikama isleminin etkinligi test
edilmistir. Basarili bir yilkama islemi ile ¢dzinUr antioksidanlar basta olmak

Uzere tUm ¢dzunur fraksiyonun drnekten uzaklastiriimasi gerekmektedir.

Yikama sirasinda uzaklastirilamayip gida matriksinde kalan ¢ézunur
antioksidanlar, baglangic AK degerini arttiracaktir. Ancak, bu antioksidanlar

rejenerasyon basamagindan ©Once uygulanan yikama iglemi sirasinda
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ortamdan uzaklasabileceklerinden, gida matrisindeki rejenere edilebilir tirlerin
miktarinda bir azalma s6z konusu olacaktir. Bu durumda rejenerasyondan
sonra oOlgulen AK degeri ve rejenerasyon verimi oldugundan daha dusuk
gorunecektir. Bu nedenle yikama islemi kontol edilmesi sart olan kritik bir

basamaktir.

Kontol igin; analize hazir haldeki érnekten eppendorf igcine 50 mg tartilarak
Uzerine 1 ml su eklenmig, karisim 2 dk. sure ile vortekslenerek, ornekte
bulunabilecek ¢dzunur antioksidanlarin ekstraksiyonu saglanmistir. 6080 g’ de
5 dakika santriflj isleminden sonra elde edilen berrak sUpernatanatin AK’si,
deiyonize suyun AK’si ile karsilastinimigtir. Bu amagla 4 ml lik kuvarz
kivetlerde 2,9 ml ABTS radikal ¢ozeltisi ile 100 ul supernatant ve 100 pl su
ayri ayri karistirilarak absorbanslari etanol:su (v:v, 50:50) karisimina karsi

okunmustur.

Okunan iki absorbans degeri arasindaki fark, istatistiksel agidan énemli ise,
yikama islemi ek basamaklar ile desteklenerek tekrar uygulanmis ve ¢ézunur
fraksiyonun 6rnekten tamamen uzaklastiriimasi saglanmistir. Ornek tekrar

liyofilize edilerek analize hazir hale getirilmigtir.

3.2 Metot

3.2.1 Gidalarin Goziinmeyen Fraksiyonlarinda Fenolik Asit Analizi

Gida odrneklerinin ¢ozunmeyen fraksiyonlarina bagh fenolik asitlerin analizi
Moore ve ark. [124] tarafindan anlatilan prosedire goére yapilmistir. Bagl
formlar, ekstraksiyondan dnce oda sicakhginda 4 saat suren alkali hidrolizi ( 4
N NaOH) ile serbest hale getirilmistir. pH 2.0'ye ayarlandiktan sonra ( 6 N HCI
ile), hidrolizatlar etil asetat dietil eter (1:1, v/v) karisimi ile 4 seferde ekstrakte
edilmistir. Bir araya getirilen ekstraktlar, 30°C'de N, akigl altinda kuruyana
kadar buharlastiriimistir. Son kalinti, 1.5 ml metanolde ¢6zlldikten sonra
0.45 pm naylon filtreden gegirilerek kromatografik analize hazir hale

getirilmigtir.

Kromatografik analizler fotodiyot dizi dedektort, dortli pompa, otomatik

ornekleyici ve kolon firinindan olusan bir Agilent 1200 HPLC sistemi ile
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gerceklestiriimistir. Fenolik asitler; bir Waters Atlantis C18 kolonunda (250
mm x 4.6 mm, 5 ym), ¢ozicu A (formik asit/su, 1:99, v/v) ve ¢oziclu B (saf
methanol) ihtiva eden bir mobil faz ile, 0.8 ml/dak. akis hizinda bir lineer
gradyen elusyon programi kullanilarak ayiriimigtir. C6zicu gradyani, Zilic ve
ark. [125] tarafindan anlatildigr gibi programlanmistir. Fenolik asitlerin
belirlenmesi, piklerin alikonma ve spektral verilerinin standart bilesiklerin
verileriyle  karsilagtinimasi  yoluyla gerceklestiriimigtir.  Kuantifikasyon,
orneklerde belirlenen her bir bilegik icin olugturulan kalibrasyon egrilerine

dayanmaktadir.

3.2.2 Besinsel Liflere Bagh Biyoaktif Maddelerin Antioksidan Kapasite
Olciimu

AK odlgumu, direkt kati-sivi ylzey etkilesimi esasina dayanan QUENCHER
yontemiyle [126], ABTS ve DPPH radikal c¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestiriimigstir.

Yikama kontrolt yapilmis érnekten 15ml’lik falkona 10 mg tartilmis, ardindan
10 ml ABTSe+ veya DPPH- calisma c¢Ozeltisinin eklenmesiyle reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyon karisimi  orbital donguli  bir c¢alkalayiciya
yerlestirilerek 350 rpm’de karanlikta ve oda sicakhiginda 27 dk boyunca
calkalanmigtir. Hemen ardindan 6080 g’de 2 dakika boyunca santrifuj edilmis
ve elde edilen berrak supernatant spektrofotometrik kivete aktarilarak 30
dk’lik reaksiyon suresinin bitiminde 734 nm’de (ABTS metodu igin) veya 525
nm’de (DPPH metodu igin) absorbans oOlgimu gergeklestiriimistir. Her bir

ornek iki defa analiz edilmis ve ortalama degerler kullaniimistir.

Sonuglar, troloks ile elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, troloks
cinsinden AK olarak verilmigtir (mmol troloks/kg ¢6zinmez BL). Troloks
standartlari 0-600 pyg/ml araliginda metanolde hazirlanmistir. 100 yl standart
¢ozeltisi 10 ml ABTSe++ veya DPPH- calisma ¢dzeltisi ile falkonda karistirilarak
reaksiyon baglatiimistir. Karanlikta ve oda sicakliginda bekletilen karisim 30
dakikalik reaksiyon suresi sonunda spektrofotmetrik kiivete aktarilarak 734
nm de (ABTS metodu igin) veya 525 nm de (DPPH metodu igin) absorbans

OlcimU gergeklestiriimistir.

Absorbans degerlerinin Olgllebilecek aralik digina dustigld durumlarda,
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ornekler ABTS (ve DPPH) radikal ¢ozeltisine karsi inert bir materyal olan
selllozla seyreltiimigtir. Bu amagla liyofilize edildikten sonra 6gutulip elekten
gecirilen yuksek AK’ye sahip 6rnekler (kurutulmus meyveler, kuruyemis zarlari,
kahve, kakao, Meksika fasulyesi, karabiber, kirmizi pancar kabugu), toz
haldeki selllozla agirlikga 1:10 oraninda karistiriimistir. Selllozla seyreltme
islemi, yapilarindaki pektin iceriginin fazla olmasindan dolayi liyofilizasyondan
sonra yapiskan teksturel 6zellik gosteren 6rnekler (kurutulmus meyveler) igin
de ayrica onerilmektedir [2]. Bu 6rneklerde 6gutme asamasinda yapilan
seyreltme, ornek partikullerinin birbirine yapigsmasini engelleyerek 6gutme

isleminin etkinligini arttirmaktadir.

3.2.3 Besinsel Liflere Bagh Biyoaktif Maddelerin Rejenerasyonu

AK odlgumu gergeklestirilen 6rnek, ABTS<+ veya DPPHe+ radikal ¢ozeltisinin
fazlasinin ortamdan uzaklastiriimasi amaciyla 10 ml su ile yukarida anlatildig:
sekilde 3 defa yikanmistir. Daha sonra ¢éziunmeyen fraksiyon, BL Uzerinde
bulunan sénumlenmis antioksidanlarin rejenere edilmesi amaciyla uygun
derisimde hazirlanan 10 ml saf antioksidan c¢ozeltisi veya antioksidanca
zengin bir icecekle karigtinimistir. Karisim, orbital donguli c¢alkalayiciya
yerlestirilerek 350 rpm’de oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat boyunca
calkalanmigtir. Hemen ardindan 6080 g'de 5 dk santrifuj edilerek
rejenerasyon ajani ortamdan uzaklastiriimistir. Ornek, rejenerasyon ajaninin
fazlasinin ortamdan uzaklastiriimasi amaciyla yukarida anlatildigi sekilde 10

ml su ile 3 defa yikanmistir.

Son yikama suyunun antioksidan madde icerigi yukarida anlatildigi sekilde
test edilerek, yikkama kontrolu yapilmigtir. Absorbans degerlerinin istatistiksel
acidan 6nemli derecede farkli oldugu; yani rejenerasyon ajaninin ortamda
kalintt biraktigi durumlarda, ilave basamaklarla yikama islemine devam
edilerek rejenerasyon ajaninin  ortamdan tamamen uzaklastiriimasi
saglanmistir. Rejenerasyon ve ylkama islemlerinin ardindan, ¢ézinmeyen
fraksiyon Uzerine 10 ml ABTSe+ veya DPPHe+ calisma c¢ozeltisi eklenerek

yukarida anlatildigi sekilde AK 6l¢imuU gergeklestiriimistir.
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Rejenerasyon ajani olarak; antioksidan aktivite gosterdigi bilinen AA, EK ve
KJA’ in saf ¢ozeltileri ile bunlarin karisimi ve portakal suyu, kirmizi sarap,
siyah cay, yesil gay, espresso, instant kahve gibi antioksidanca zengin

icecekler kullaniimigtir.

Rejenerasyon galismalari, yukarida anlatilan rejenerasyon isleminin ardisik t¢
basamak halinde uygulanmasi ile, Ug¢-basamakli olarak yuratGimustir. Her
basamak sonunda AK 6lciimii tekrarlanmistir. Olglilen AK degerlerine gore,
her rejenerasyon basamaginda baslangic AK degerine gdére Rejenerasyon

(%) degeri asagida gosterildigi gibi hesaplanmistir:
Rejenerasyon (%) = (AKn_Rejenerasyon*100 )/ (AKBa§|ang|Q)
AKG, rejenerasyon = N. basamak rejenerasyon igleminden sonra oOlgulen AK degeri

AKGgasiangic = Baglangig AK degeri

Deneysel calismalar iki asamada yapilmistir. ilk asamada, ¢dziinmeyen gida
matriksinin, rejenerasyon davranisi Uzerine etkisi incelenmigtir. Bu amacla,
farkli gdzunmeyen gida matriksleriyle rejenerasyon denemeleri yapilmigtir. AA
¢Ozeltisinin sabit rejenerasyon ajani olarak secildigi deneylerde AK olgimu
hem ABTSe+ hem de DPPH?- radikal ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Boylece, iki dlgim metodunun korelasyonu da incelenmistir. ikinci asamada
ise rejenerasyon ajaninin rejenerasyon davranigi Uzerine etkisi incelenmigtir.
Bu amagla gesitli antioksidan ¢ozeltileri ve antioksidanca zengin i¢ceceklerle tg¢
basamakli rejenerasyon c¢alismalari yapilmistir. Bugday kepeginin sabit
¢ozinmeyen gida matriksi olarak secildigi deneylerde tim antioksidan
¢ozeltileri 100 ppm sabit derisimde hazirlanarak kullaniimigtir. AK dlgumleri
ABTSe+ radikal c¢oOzeltisi kullanilarak gergeklestiriimisti. Bu asamada
antioksidan c¢ozeltilerindeki serbest antioksidanlar ile kompleks sivi gida
matrikslerinin icerisinde bulununan serbest veya bagl formdaki antioksidan

karisimlarinin rejenerasyon verimlerinin karsilastirmasi yapiimigtir.
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3.2.31 Rejenerasyon Calismalarinda Kullanilacak  Orneklerin
Belirlenmesi

Rejenerasyon calismalarinda kullanilacak orneklerin belirlenmesi amaciyla,
yukarida belirtildigi sekilde analize hazirlanan tim o&rneklerin AK degerleri,
QUENCHER metoduyla ABTSe+ radikal ¢ozeltisi kullanilarak olgulmustar.
Orneklerin ¢éziinmeyen fraksiyonlarina ait AK’lerinin yani sira rejenerasyonda
esas rolu oynayan BL icerikleri de dikkate alinarak deneysel calismalarda

kullanilacak ¢ézinmeyen gida matriksleri belirlenmistir.

3.2.3.2 Rejenerasyon Ajani Olarak Kullanilacak Antioksidan Cozeltilerin
Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak antioksidan ¢ozeltileri icin uygun konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlardaki AA c¢ozeltileri ile tek
basamakli rejenerasyon denemeleri yapilmistir. Bugday kepeginden elde
edilen ¢ézinmeyen fraksiyon; 10, 100 ve 1000 ppm konsantrasyonlarda
hazirlanan AA c¢ozeltileri ile ayri ayri muamele edilmistir. Rejenerasyondan
once ve sonra Olculen AK degerlerine goére her bir konsantrasyon igin

Rejenerasyon (%) degeri asagdida gosterildigi gibi hesaplanmistir:
Rejenerasyon (%) = (AKson X 100)/(AKik)
AKson: Rejenerasyondan sonra dlgulen AK degeri

AKik: Rejenerasyondan 6nce olg¢llen AK degeri (Baslangi¢c AK degeri)

3.2.4 Askorbik Asit ve Dehidroaskorbik Asit Analizi

AA ve DHAA, bugday kepeginin rejenerasyonundan once ve sonra bir LC-
MS/MS sistemi ile analiz edilmistir. AA ve DHAA analizinde Agilent 6460 triple
quadruple kutle spektrometresine bagli, elektrospray iyonizasyon kaynagina
sahip bir Agilent 1200 serisi HPLC sistemi, negatif modda kullaniimistir.
Kromatografik seperasyonlar HIBAR Purespher-STAR RP-18e (150mm x
4,6mm id., 5um) kolonunda gergeklestiriimistir. Mobil faz olarak suda %0.1
formik asit ile metanolde %0.1 formik asit karisimi (95:5), 0.5 ml/dk akig
hizinda kullaniimigtir. Kolon, 30°C’de dengelenmistir. Elektrosprey kaynagi
takip eden ayarlara sahiptir: 4 kV kapiler voltaj; 80 V fragmentor voltaj; 300°C
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source sicakligi; 10 L/dk source gaz akis hizi; 350 °C sheath gazi sicakligi;
11 L/dk sheath gazi (Nitrojen) akis hizi. AA ve DHAA, iki fragment iyon
gecisinin  ¢oklu reaksiyon izleme (MRM, multiple reaction monitoring)
yontemiyle belirlenmistir. AA igin; ana iyon olan [M+H]" 175 pargalanmis ve
fragment iyonlar 115 ve 87 (8 V ve 16 V carpisma enerjili) takip edilmigtir.
DHAA icin ise ana iyon olan [M+H]" 173 pargalanmis ve fragment iyonlar 113
ve 71 (4 V ve 10 V carpisma enerjili) takip edilmistir. AA ve DHAA’in
quantifikasyonu icin product iyonlardan sirasiyla 115 ve 113 kullaniimistir. AA
ve DHAA konsantrasyonlari 1.0 ve 100 ng/ml (1, 2, 10, 50 ve 100 ng/ml)
konsantrasyon araliginda olusturulan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak

hesaplanmistir.

3.2.5 istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS-17.0 programindan yararlanilarak
yapilmistir. Birbirinden bagimsiz iki paralel halinde yapilan &l¢gimlerin
ortalamalari arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkin olup olmadigi tek
yonli varyans analizi (One-Way ANOVA) ile incelenmistir. Grup iftleri
arasindaki istatiksel anlaml farklihdi arastirmak i¢cin Duncan HSD Post-Hoc
testi uygulanmistir. Bu test ile p<0.05 igin sonuglar istatistiki olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Besinsel Liflere Bagh Biyoaktif Maddelerin Antioksidan Kapasite
Olgiimii: Rejenerasyon GCalismalarinda Kullanilacak  Orneklerin
Belirlenmesi

BL'lere bagli biyoaktif maddeler, besinsel antioksidanlarin dnemli bir kismini
olusturmakta ve BL’lere 6zel bir antioksidan aktivite kazandirmaktadir [10]. Bu
antioksidan aktivitenin bilinmesi, lif matriksine baglh antioksidan iceren
gidalarin saglik yararlarinin, biyolojik ve teknolojik degerlerinin belirlenmesi,
urine iglenmesi ve hatta proses sirasinda ortaya ¢ikan yan Uran ve artiklarin

degerlendiriimesi agisindan buyuk 6nem tasimaktadir.

Bu ¢calisma kapsaminda BL icerigi ve / veya antioksidan aktivitesinin yuksek
oldugu bilinen; bugday kepegi, yulaf kepegi, cavdar ezmesi, ekmek kabugu,
kuruyemis zarlari (findik, Antep fistigi, yer fistigi), kurutulmus meyveler
(UzUm, erik, yaban mersini, kusizimu), kahve, kakao, karabiber, Meksika
fasulyesi (konserve) ve kirmizi pancar kabugundan olusan 16 O&rnek
kullaniimigtir.  AK  6lgimU;  drneklerin  ¢ozinmeyen  fraksiyonlarinda
QUENCHER metodu ile ABTSe+ radikal c¢ozeltisi  kullanilarak
gerceklestiriimistir. Her bir drnek igin ¢ézinmeyen BL fraksiyonuna bagli
biyoaktif maddelerin AK degeri mmol troloks/ kg c¢6zinmeyen fraksiyon

cinsiden Sekil 4.1’de gosterilmistir.

Yapilan olgumler sonucu, farkli gidalarin ¢ézinmeyen fraksiyonlarinin AK
degerleri arasinda 6nemli farkhliklar gérulmastir: AK degerleri 10.8 — 227.5
mmol troloks/ kg c¢O6zunmeyen fraksiyon arahidinda genis bir dagilim
gOstermigtir. Bu aralikta en yluksek AK degeri kuru Gzim ve Antep fistigi

zarina, en dusugu ise ekmek kabuguna aittir.

Sekil 4.1°den de goruldugu gibi tahil drunlerinin AK’leri digerlerine gore daha
dugtk bulunmustur. Karabiber ve Meksika fasulyesine ait ¢éziunmeyen
fraksiyonlarda da benzer AK degerleri elde edilmigtir. Bununla birlikte kuru
meyveler, kuruyemis zarlari, kahve, kakao ve kirmizi pancar kabugu

orneklerinin AK’leri nispeten daha ylksek bulunmustur.

27



Rejenerasyon galismalarinda kullanilacak orneklerin se¢iminde 6rneklerin AK
degerleri kadar BL igerikleri ve diyetteki tiketim oranlari da dikkate alinmistir.
AK degerinin yuksek olmasi, gidanin rejenere edilebilecek daha fazla
antioksidana sahip oldugunu gdstermektedir. Ote yandan BL, rejenerasyonda
esas rolli oynayan; antioksidanlarin Gi sistemde uzun siire kalmasina olanak
saglayan bilesendir. Tuketim miktar ise gidanin diyetteki 6nemini
belirttiginden olduk¢a 6nemli bir parametredir. Tuketim miktarina bakilarak
rejenerasyondan saglanacak fayda ile ilgili degerlendirmeler yapmak mumkin

olmaktadir.
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Sekil 4.1. Cesitli gida drneklerinin ¢ozinmeyen fraksiyonlarinin AK degerleri

Tahil Urdnleri BL bakimindan en zengin kaynaklardan biri olarak
gOsterilmektedir [74]. Bunun yani sira kolay ulasilabilir ve c¢ok tuketilen
arunlerdir. AK’leri diguk olmasina ragmen insan diyetinde dnemli bir yere
sahip olmalari, tahil Grlnlerini rejenerasyon calismalari igin ilgi ¢ekici hale
getirmigtir. Kirmizi pancar kabugu, karabiber ve Meksika fasulyesi de yine BL
bakimindan zengin gidalardir. Ancak, tuketim miktarlari g6z 6nune
alindiginda deneysel c¢alismalar igin c¢ekiciliklerini kaybetmektedirler.
Kurutulmus meyvelerin de gunluk tiketimleri sinirlidir. Ancak, BL bakimindan
zengin gidalar olmalarinin yani sira AK'leri de diger orneklere kiyasla ¢ok

daha vyuksektir. Bu o6zellikleri onlari rejenerasyon c¢alismalari igin cazip
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ornekler haline getirmistir. Kahve ve kakao da BL ve antioksidan bakimindan
zengin gidalardir. Bunun yani sira sik tuketilen populer Grunlerdir. Ancak

diyette aldiklari pay yine de tahil Grtnleri kadar ylksek degildir.

Kuru yemis zarlari, yiksek AK’lerinin yani sira BL bakimindan zengin ve ucuz
‘endustiyel artiklar’ dir. Temel olarak, kuru yemislerdeki fenoliklerin dnemli bir
kismi zarlarinda toplanmaktadir [127]. Yer fistigi endustrisinin yan urlinu
olarak ortaya g¢ikan yer fistigi zari, yuksek verimlerle elde edilmekte ve fazla
miktarda proantosiyanidin icermektedir. Ancak yer fistigi zarindan yeteri kadar
yararlanilamamakta, buyuk bir kismi yem veya yakit olarak kullaniimaktadir
[128]. Genellikle bir yan Grun olarak goérilen findik zari da polifenolik bilesikler
bakimindan en zengin kaynaklardan biridir. Spesifik olarak tanimlanan
polifenolik bilesenler hayvanlar ve insanlar i¢cin pek cok saglk etkileriyle
iliskilendirilmis ve findik zarinin sasirtici AK’si onu gunlik antioksidan alimini
dogal ingrediyenlerle arttirmak konusunda ilgi ¢ekici ve inovatif bir malzeme
haline getirmistir [127]. Benzer sekilde Antep fistigi endustrisinin dnemli bir
yan Urand olan Antep fistigl zari da, fenoliklerin buylk bir kismini tohumdan
ziyade kendi yapisinda toplamaktadir ve mikemmel bir antioksidan aktiviteye
sahiptir [129]. Bu c¢ergevede daha efektif degerlendiriimeleri sart olan

kuruyemis zarlari, deneysel ¢alismalar i¢in oldukga uygun matrikslerdir.

Bu bilgiler dogrultusunda; bugday kepegi, yulaf kepegdi, cavdar ezmesi, Antep
fistigi zan, findik zar, yer fistigi zan ve kuru Uzimden olugsan 7 Ornek

rejenerasyon g¢alismalarinda kullaniimak Uzere segilmigtir.

4.2 Segilen Orneklerin Coéziinmeyen Fraksiyonlarinin Fenolik Asit
Igerikleri

Secilen orneklerin ¢ézunmeyen fraksiyonlarinda, bagh fenolik asitlerin iki
baskin formu olan ferulik ve o-kumarik asitler, alkali hidrolizi sonrasi analiz
edilmis ve sonuglar Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Orneklerin ferilik asit ve o-
kumarik asit igerikleri genis bir skalada dagihm gostermis; ferulik asit icerigi en
yuksek olan érnek bugday kepedi, o- kumarik asit igerigi en ylksek olan érnek
ise kuru uzim olarak belirlenmistir. Miktarlari degismekle birlikte, analiz edilen
tim oOrneklerde ¢ézunmeyen fraksiyona bagl fenolik asit bulundugu tespit

edilmistir.
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BL matriksine bagli antioksidanlarin, BL yapisi ve 6zelliklerini etkiledigi daha
once yapilan galismalardan bilinmektedir [11]. Tahillardaki en dnemli polifenol
olarak bilinen fertlik asit, 6zellikle bugday kepeginin biyoyararlanimi Gzerinde

onemli etkilere sahiptir [102].

Cizelge 4.1. Cesitli gida 6rneklerinin ¢ozunmeyen fraksiyonlarinda tespit
edilen bagl ferulik ve o- kumarik asit konsantrasyonlari

Ferulik asit, mg/kg o-Kumarik asit, mg/kg
Bugday Kepegi 2178.7£55.76 58.5+4.47
Yulaf Kepegi 272.3+21.43 23.1+£1.48
Cavdar Ezmesi 134.4+3.68 21.6+1.34
Findik Zari 21.5£3.11 36.6+£3.11
Yerfistigi Zari 231.3£25.95 18.31£3.32
Antep Fistigi Zari 240.1£12.37 38.4+1.84
Kuru Uzim 108.1+48.86 739.946.29

Ferllik asit, danelerin hicre duvarlarinda, arabinoksilan Uniteleri ile
esterlesmis durumda bulunur [102] (Sekil 4.2- A). iki arabinoksilan Unitesine
bagh ferulik asit birimi, peroksidaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla
¢apraz baglandiginda ise diferulik asit olusur [130, 131] (Sekil 4.2- B). Capraz
baglanma ile birlikte, glukanlar ve arabinoksilanlar tarafindan sellloz
miyofibrilleri arasina inga edilen hucre duvarli ag yapisi daha da saglamlasir
[131] (Sekil 4.2-C). Bununla birlikte, BL’in ¢ézunurligu de azalir [132].

Fenolikler aracihgiyla ¢apraz baglanan glukuronoarabinoksilanlarin, insan
fekal bakterileri tarafindan pargalanmaya direngli oldugu rapor edilmigstir [133].
Ayrica fareler Uzerinde yapilan bir ¢alismada bu baglanmanin ferdlik asit
absorpsiyonunu azalttig1 bildirilmistir [134, 135]. BL’in ¢6zundrlGglinin

azalmasi, onun kolondaki fermentasyonunu da sinirlandirmaktadir.

30



A B

—Xyi—Xy!—XyI—Xyl—th—X)d—Xyl—Xyi—Xyl 3 ° OCH,
g’a Ara Ara 3 ]-o—c—cn:cn @ oH
o=C__H ]

| i
% HO @ CH=CH—C—0—
o)

OH

Ferdlik Asit c

arabinoksilan

Seliiloz
Mikrofibrilleri

..

Arabinoksilan

Glukan

Diferllik Asit

Sekil 4.2. (A) Arabinoksilan ile esterlesmis fertilik asit [136], (B) iki
arabinoksilan Unitesine bagl fertlik asidin ¢apraz baglanmasi: diferdlik asit
olusumu [137], (C) Hucre duvari ag yapisi [ 131].

Hayvan modelleri ve gonulli insanlar Uzerinde vyapilan c¢aligsmalarda,
¢ozinmeyen BL’lerin karsinogenezise kargi koruyucu etkisinin daha fazla
oldugu ve koruyucu etkinin fermentasyonla modifiye edildigi gorulmustar [87,
88, 89]. Buradan da anlasildigi gibi, ¢6zunurligin ve fermentasyonun
azalmasiyla birlikte antikarsinojenik etki artmaktadir [132]. Deneysel
¢alismalarda kullanilan ¢6zinmeyen gida matrikslerindeki bagli fenolik asitler
de ayni sekilde onlarin ¢dzinurligini azaltarak Gi kanaldaki faydali etkilerini

arttiracaktir.

4.3 Rejenerasyon Ajani Olarak Kullanilacak Antioksidan Cozeltilerinin
Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneysel calismalarda rejenerasyon ajani olarak kullanilacak antioksidan
gOzeltileri igin uygun konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla, bugdday
kepegine ait ¢ozinmeyen fraksiyon Ug¢ farkli konsantrasyonda (10, 100 ve

1000 ppm) hazirlanan AA ¢ozeltisi ile rejenere edilmistir.
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Yapilan tek basamakli rejenerasyon iglemleri sonucunda bugday kepeginin
Rejenerasyon (%) degerleri 10, 100 ve 1000 ppm AA konsantrasyonlari igin
sirasiyla 34.9, 39.8 ve 41.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.3). AA
konsantrasyonunun 10 ppm oldugu durumda elde edilen Rejenerasyon (%)
degeri diger konsantrasyonlarda elde edilenlere gore daha dusuktur (p<0.05).
100 ppm ve 1000 ppm konsantrasyonlarda elde edilen Rejenerasyon (%)

degerleri arasinda ise istatiksel olarak anlamli bir fark olugsmamistir (p>005).

Rejenerasyon (%)

10 100 1000
AA (ppm)

Sekil 4.3. Bugday kepeginin ¢ézinmeyen fraksiyonunun 10, 100 ve 1000 ppm
AA ile tek basamakli rejenerasyonu sonucu elde edilen Rejenerasyon (%)
degerleri

Buradan 100 ppm’lik bir konsantrasyonun rejenerasyon igin yeterli oldugu
anlasilmigtir. AA icin ortaya konan bu sonug diger rejenerasyon ajanlari igin
de oOngorllerek rejenerasyon calismalarinin 100 ppm konsantrasyonda

hazirlanan ¢ozeltilerle yurutilmesine karar verilmigtir.

4.4 Rejenerasyon

4.41 Goéziinmeyen Gida Matriksinin Rejenerasyon Davranigi Uzerine
Etkisi

C6zinmeyen gida matriksinin rejenerasyon davranigi Uzerine etkisini
incelemek amaciyla; segilen 7 6rnekten elde edilen ¢6zinmeyen fraksiyonlar,
sabit rejenerasyon ajani olarak belirlenen AA c¢ozeltisi ile 3 basamakli

rejenerasyon iglemine tabi tutulmustur. AK Olcimu, hem ABTSe+ hem de
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DPPH-e radikal ¢dzeltileri kullanilarak gerceklestiriimistir. Orneklerin ilk AK'leri
ve her rejenerasyon basamag@i sonunda olgulen AK degerleri mmol troloks /
kg c¢ozinmeyen fraksiyon cinsinden ABTSe+ (A) ve DPPHe (B) radikal

cozeltileri igin Sekil 4.4’te gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. Farkh c¢ozunmeyen gida matrikslerinin AA ile U¢ basamakli
rejenerasyonu boyunca ABTSe+ (A) ve DPPHe (B) radikal c¢ozeltileri ile
Olgulen AK degerleri
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Sekilden de goruldigu gibi, ABTSe+ ve DPPHe radikal ¢ozeltileri ile yapilan
Olcimlerde birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmigti. ABTSe+ yerine
DPPHe radikal ¢dzeltisi kullanildiginda, érneklerin rejenerasyon verimlerinde
ancak ¢ok kucuk farklar olusmustur. Bu durum, DPPHe radikalinin polaritesi
daha az olan ¢o6zliculerde daha iyi ¢6zinmesinden ve hidrofobik

antioksidanlara kars1 daha reaktif olmasindan kaynaklanmaktadir [138].

Uc rejenerasyon basamagi boyunca her iki ydéntemle de olgllen AK
degerlerine goére, rejenerasyon davraniginin ¢ézinmeyen gida matriksine
bagh olarak degistigi gorulmuastir. ABTSe+ radikal c¢oOzeltisi ile yapilan
Olcimlerde; 1. Rejenerasyon basamaginda baslangi¢ AK degerlerine gore
rejenerasyon verimi, 21.46% (Antepfistigi Zarn) — 50.52% (Yerfistigi Zan)
araliginda degismistir (Cizelge 4.2). 2. Rejenerasyon basamaginda bu aralik
6.37% (Antepfistigi Zan) — 31.22% (Yerfistig1 Zari); 3. Rejenerasyon
basamaginda 6.54 % (Kuru Uzim) - 30.47 % (Yerfistigi Zari) olmustur.
DPPHe radikali ile yapilan dlgumlerde de yine bunlara paralel, ancak daha

yuksek rejenerasyon verimleri elde edilmistir.

Genel olarak, tim g¢o6zinmeyen gida matriksleri igin ilk rejenerasyon
basamagindaki rejenerasyon verimi en yuksek olmustur. Takip eden
basamaklarda ise verim azalarak rejenerasyon devam etmistir. Her iki
yontemde de baslangi¢c AK deg@eri ve takip eden basamaklarda dlgulen AK
degerleri arasindaki farklar bazi 6rnekler hari¢ diger tum o&rnekler igin
istatistiksel agidan anlamli olmustur (p < 0.05). Ancak ilerleyen basamaklarda,
kuru Uzum, findik zari ve Antep fistigi zarina ait ¢ézinmeyen fraksiyonlarin
rejenerasyon verimi ¢ok daha hizh bir disus egilimi gostermistir. Baglangig
AK’leri diger ¢ozinmeyen gida matrikslerine gore dusuk olmasina ragmen,
tahil Granlerinin rejenerasyon verimi 3 basamakl rejenerasyon islemi boyunca
daha yuksek olmustur. Yer fistig1 zarina ait gézinmeyen fraksiyon da benzer
sekilde oldukca yliksek bir rejenerasyon etkinligi sergilemistir. incelenen her

bir érnek icin farkli bir rejenerasyon profili elde edilmistir.

Rejenerasyon davranisindaki bu  degisikliklerin, ¢6zinmeyen gida
matrikslerinin farkh lif yapilarina ve bagh antioksidanlarinin niteligine bagl

olabilecegi dusunulmektedir.
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Cizelge 4.2. ABTSe+ ve DPPHe radikal ¢ozeltileri ile yapilan olgimlerde
cesitli cézunmeyen gida matriksleri i¢in her bir rejenerasyon basamaginda
elde edilen ortalama rejenerasyon (%) degerleri.

1. Rejenerasyon 2. Rejenerasyon 3. Rejenerasyon

ABTSe+ DPPHe ABTSe+ DPPHe ABTSe+ DPPH-

Bugday
36.53 73.47 29.52 34.20 19.44 27.17
Kepegi
Yulaf
36.41 44.15 23.63 17.18 19.45 13.38
Kepegi
Cavdar
35.15 62.68 24 .17 29.20 14.85 24.07
Ezmesi
Findik
27.53 44.58 19.35 39.99 16.91 36.59
Zari
Yerfistigi
50.52 59.62 31.22 62.60 30.47 73.48
Zari
Antep
21.46 20.29 6.37 8.65 6.67 9.87
Fistigr Zari
Kuru
N 23.35 36.63 9.93 19.53 6.54 13.46
Uzim

Kurutulmus meyvelerden elde edilen BL’ler gogunlukla pektik maddelerden
olusmaktadir. Buna karsin tahil Grlnlerinin BL yapisini selllozik maddeler
olusturmaktadir. Pektin, kolon mikroflorasi tarafindan kolayca pargalanabilen
bir bilesendir [5]. Boylece, antioksidanlarin lif matrikisinden ayrilmasina ve
dolayisiyla rejenerasyon veriminin digsmesine sebep olabilmektedir. Sellloz
ise cok daha yavas fermente olmaktadir [139]. Bdylece yapisinda daha fazla
antioksidan barindirabilmekte ve rejenerasyon verimini daha Ust seviyelerde
tutabilmektedir. Bu noktada, lif yapisinin direncinin onun Gi sistemdeki
rejenerasyon davranisini buyudk oranda etkiledigi dusundlmektedir. Kuru
UzUmun rejenerasyon veriminin tahil Grtnlerine kiyasla daha disuk olmasi da
bu sekilde agiklanabilir. Bunun diginda lif yapisina bagh antioksidanlarin
kimyasal yapilari, fiziksel dzellikleri ve lif matriksi icindeki pozisyonlarinin da

rejenerasyon davranisini etkileyebilecegi dustunulmektedir.
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Deneysel calismalarin bu kisminda analiz edilen ¢ézinmeyen gida matriksleri
arasindan bugday kepegine ait ¢ézinmeyen fraksiyon, ileri ¢alismalarda

kullaniimak Uzere asagida belirtilen sebeplerden dolayi segilmistir.;

i) bugday kepegdi rejenerasyon konsepti i¢cin temel materyal olan BL
acisindan zengindir,

ii) Gl kanalda antioksidan tagima yetenegi oldukga iyi bilinir

iii) hem polifenol hem de karbonhidrat kismi iyi karakterize edilmigtir,

iv) yaygin olarak tuketilir.

4.4.2 Rejenerasyon Ajaninin Rejenerasyon Davranigi Uzerine Etkisi

Rejenerasyon ajaninin rejenerasyon davranigl Uzerine etkisini incelemek
amaciyla; AA, EK ve KJA c¢odzeltileri, bunlarin Gglu karisimi ve antioksidanca
zengin cesitli icecekler ile bugday kepedinden elde edilen ¢ézinmeyen
fraksiyon Uzerinde U¢ basamakli rejenerasyon cgalismalari yapilmistir. AK
Olcimu, ABTSe+ radikal g¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilmis, antioksidan
cOzeltileri ve antioksidanca zengin igecekler i¢in sonuglar, mmol troloks / kg

¢ozinmeyen fraksiyon cinsinden sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmigtir.
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Sekil 4.5. Bugday kepeginin ¢ozunmeyen fraksiyonunun AA, EK, KJA ve AA-
EK-KJA Ggli karigimi ile U¢ basamakl rejenerasyonu boyunca ABTSe+
radikal ¢ozeltisi ile dlgulen AK degerleri.
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Ayni konsantrasyondaki (100 ppm) saf antioksidan cozeltileri ile yapilan
rejenerasyon c¢alismalarinda; her bir antioksidan ¢ozeltisi igin bugdday
kepeginden elde edilen ¢ézinmeyen fraksiyonun baslangi¢c AK’si ve takip
eden rejenerasyon basamaklari sonunda dlgulen AK degerleri incelendiginde,
rejenerasyon davraniginin kullanilan antioksidan c¢ozeltisinin tlrine gore

istatiksel agidan anlamli bir degisiklik sergilemedigi gorulmustir (p < 0.05).

Kullanilan tim antioksidan ¢ozeltileri igin U¢ rejenerasyon basamagi boyunca
baslangic AK degerine gore hesaplanan Rejenerasyon (%) degerleri Cizelge
3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. ABTSe+ radikal c¢ozeltisi ile yapilan olgumlere gore cesitli

antioksidan c¢Ozeltileri igin her bir rejenerasyon basamaginda elde edilen
ortalama Rejenerasyon (%) degerleri.

1. Rejenerasyon 2. Rejenerasyon 3. Rejenerasyon

AA 36.53 29.52 19.44
EK 41.05 25.40 13.60
KJA 37.87 25.79 21.77
AA-EK-KJA karisimi 43.12 27.15 15.82

Her bir rejenerasyon basamaginda elde edilen Rejenerasyon (%) degerleri
incelendiginde, rejenerasyon davranisinin degismedigi buradan da acikca
gorulmektedir. AA, EK ve KJA ¢dzeltilerinin tek bagslarina kullanildigi durumlar
ile bu U¢ antioksidanin karigsim halinde kullanildigi durumda ortaya ¢ikan
rejenerasyon davraniglari arasinda énemli bir fark olmamasi, kullanilan Uglu
antioksidan karisimindaki antioksidanlar arasinda herhangi bir sinerjist

interaksiyon olmadigini da ayrica géstermektedir.

Bununla birlike, tim antioksidan c¢ozeltileri igin rejenerasyon veriminin takip
eden rejenerasyon basamaklari boyunca azaldigi goérulmuastir. Sekil 4.5’ten
de goruldugu gibi, baslangic AK degeri ile takip eden iki rejenerasyon
basamag@i sonunda Olgllen AK degerleri arasindaki farklar tum antioksidan
¢Ozeltileri igin; ikinci ve Uguncu rejenerasyon basamaklari sonunda olgilen AK
degerleri arasindaki farklar ise AA ile AA- EK- KJA Ugli karigimi igin

istatistiksel agidan anlamli olmustur (p>0.05).
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Deneysel calismalar, antioksidanca zengin igeceklerle tekrarlandidinda ise
bugday kepeginin rejenerasyon davranisinin 6nemli dl¢clide degistigi

goralmustar.
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Sekil 4.6. Bugday kepeginin ¢ozinmeyen fraksiyonunun antioksidanca zengin
cesitli icecekler ile U¢ basamakli rejenerasyonu boyunca ABTSe+ radikal
¢Ozeltisi ile dlgulen AK degerleri

Genel olarak kullanilan tum iceceklerin rejenerasyon verimleri saf antioksidan
¢Ozeltilerininkinden ¢ok daha yuksek olmustur. Portakal suyu ve espresso
haric diger tim igecekler igin, bugday kepeginin ilk rejenerasyon
basamagindan sonra dlgilen AK degerinde baslangic AK degerine gore
onemli oranda bir artis kaydedilmigtir (p< 0.05) (Sekil 4.6). Cizelge 4.4’'ten de
goruldugu gibi, ilk rejenerasyon basamaginda c¢ogu igecek igin %100°Un
Uzerinde bir rejenerasyon verimi elde edilmistir. Takip eden rejenerasyon
basamaklarinda elde edilen verimlerde bir azalma s6z konusu olsa da,
Rejenerasyon (%) degerleri antioksidan c¢oOzeltilerine goére daha yuksek

degerlerde seyretmistir.

Antioksidanca zengin igeceklerin rejenerasyon yetenedinin saf antioksidan
cOzeltilerine gore ciddi oranda yuksek olmasi ve o6zellikle rejenerasyondan

100% ‘Un Uzerinde verim alinabilmesi, iceceklerle yapilan rejenerasyon
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calismalarini ilgi ¢ekici hale getirmistir. Bu noktada, igeceklerin mevcut AK'yi
rejenere etmekle kalmayip ¢6zinmeyen gida matriksine ilave AK
kazandirdiklari disunulmektedir. Rejenerasyon ajani igeceklerin, saf
antioksidan c¢ozeltilerine gore, geri kazanillan AK degerinde meydana

getirdikleri bu olagandigi artis 2 farkli yaklasim ile agiklanabilir.

Cizelge 4.4. ABTSe+ radikal ¢ozeltisi ile yapilan dlgimlere gore antioksidanca
zengin cgesitli icecekler icin her bir rejenerasyon basamaginda elde edilen
ortalama Rejenerasyon (%) degerleri.

1. Rejenerasyon 2. Rejenerasyon 3. Rejenerasyon

Portakal Suyu 91,36 88,79 80,58
Kirmizi Sarap 134,30 74,82 50,48
instant Kahve 154,28 104,82 67,28
Espresso 82,81 91,21 110,75
Siyah Cay 138,22 111,86 92,81
Yesil Cay 130,20 143,12 131,81

ilk olarak, iceceklerde bulunan antioksidanlar arasinda bir takim sinerjist
interaksiyonlarin olabilecegi Uzerinde durulmaktadir. Rejenerasyon veriminin,
antioksidanlarin sinerjisine bagli olarak arttigi dusunulmektedir. Her ne kadar
antioksidan c¢ozeltileri ile yapilan calismalarda AA, EK ve KJA (Sekil 4.5)
arasinda aglk bir sinerjizm gorulmese de, farkl pek ¢ok antioksidan arasinda

sinerjist etkilesimlerin meydana geldigi bilinmektedir.

AA ve sitrik asit gibi asidik bilegiklerin fenolik antioksidanlarla birlikte
kullanildiklarinda ortaya cikan sinerjist etki buna 6rnek gosterilebilir. Burada
asidik bilesikler metallerle selat olusturur. Ayrica sinerjist asitler, antioksidan
radikali- sinerjist kompleksi olusturarak hem antioksidan radikalinin hem de
sinerjist radikalinin oksidasyon reaksiyonlarini katalizlemesini engeller. Bu
kimyasal birliktelik, antioksidan radikalinin lipit peroksitlerini yikma yetenegini
baskilar [140]. Bunun disinda Pinelo ve ark. [141] UzUm c¢ekirdeginden
turetilmis katesin, resveratrol ve/veya kuersetin karigiminda, tim c¢ozelti
kombinasyonlari i¢in antioksidan aktivitede 6nce bir artis, ardindan bir disus

gOzlediklerini rapor etmigtir. Ayrica, kuersetin, rutin ve resveratrol arasinda
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muhtemel bir sinerjiden bahsetmiglerdir. Bununla birlikte, antosiyaninlerin de
AA’i bakir gibi metal iyonlarinin sebep olabilecegi oksidasyonlardan korudugu
bilinmektedir [142].

Cesitli antioksidanlari farkli oranlarda igeren sivi gida sistemleri i¢in de bdyle
interaksiyonlarin gergeklesmesi mimkiin olabilir. iceceklerde ¢ok sayida ve
cesitli ozelliklerde antioksidanin bir arada bulunmasi, birbiriyle sinerjist
intereaksiyona girebilecek antioksidan sayisini ve etkilesim olasihgini arttirir.
Gergeklesen interaksiyonlar, iceceklerin rejenerasyon yetenegini arttirarak,
saf antioksidan c¢ozeltilerine gobre rejenerasyondan ¢ok daha fazla verim

alinmasina imkan verebilir.

ikinci yaklagim, BL matriksi ile rejenerasyon ajani olarak kullanilan
materyallerin antioksidanlari arasinda gergekelesen hidrofobik — hidrofilik
etkilesimlere odaklanmaktadir. Rejenerasyon ajani antioksidanlarin, aktivite
gOsterebilmeleri igin 6ncelikle lif matriksine difize olmalari, daha sonra da
orada bulunan ve etkinligini kaybetmis vaziyetteki antioksidanlari (bagli
polifenolik radikaller) rejenere etmeleri gerekmektedir. Deneysel ¢alismalarda
kullanilan saf antioksidan ¢ozeltilerinin tamami hidrofilik karakterlidir. Buna
karsin, iceceklerde hem hidrofilik hem de hidrofobik karakterde cesitli
antioksidan yapilari bir arada bulunmaktadir. Rejenere edilecek ¢cbzinmeyen
gida matriksleri de kompleks yapilarindan dolay! hidrofobik ve hidrofilik
karakterli pek c¢ok bilesene sahipti. Bu noktada igeceklerin ylksek
rejenerasyon etkinligi sergilemelerinde, igeriklerindeki hidrofobik karakterli
antioksidanlarin rolG olabilecegi disunulmektedir: hidrofobik antioksidanlarin,
lif yapisindaki hidrofobik bolgelere daha kolay difize oldugu ve orada bagli
bulunan antioksidanlari rejenere etmek konusunda hidrofilik antioksidanlara
gore daha istekli davrandiklari Uzerinde durulmaktadir. Boylece lif matriksi
Uzerindeki hidrofobik bolgelere de ulasilabilmekte ve oralarda da etkinlik
gOsterilerek rejenererasyon verimi arttirilabilmektedir. Tamami hidrofilik
karakterli olan AA, EK ve KJA ¢odzeltileri ile bunlarin G¢li karigiminin ise, ayni
sebeplerden dolaylr ¢ok daha dusuk rejenerasyon etkinligi sergiledikleri

dusunutlmektedir.

Ayrica, iceceklerle yapilan rejenerasyon iglemlerinden %100’Gn Uzerinde

verim alinmasinin, yine igeceklerin yapisinda bulunan cgesitli hidrofobik
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karakterli antioksidanlarin lif matriksini kontamine etmesinden kaynaklandigi
disunulmektedir. Rejenerasyon sirasinda lif matriksine diflzlenen
antioksidanlar, rejenerasyondan sonra uygulanan ylkama iglemi ile buradan
uzaklastirilamayabilirler. Bu yolla lif matriksine ilave antioksidan saglanarak
AK arttirilabilir.

Antioksidan ¢dzeltilerinin aksine icecekler, rejenerasyon etkinlikleri agisindan
da kendi aralarinda 6nemli farkliliklar gdéstermislerdir. Ik rejenerasyon
basamagindan sonra kirmizi garap ve instant kahvenin rejenerasyon
verimlerinde keskin bir dusus goérulirken; portakal suyu ve siyah cay ile
yapilan rejenerasyonlarda ikinci ve Ugunclu basamaklarda oldukga hafif bir
dusus gorulmustar. Buna karsin, espresso ve yesil ¢cay ornekleri ile yapilan
calismalarda rejenerasyon basamaklari ilerledikce elde edilen verimlerde
siradig! bir artis meydana gelmistir. Yapilan ¢alisma ile farkh igecek turlerinin
farkh rejenerasyon profilleri ortaya koydugu acgikga gorulmustir. Bugday
kepeginin U¢ rejenerasyon basamagl boyunca olgulen AK degerleri dikkate
alindiginda igeceklerin rejenerasyon yetenekleri; yesil cay > espresso > siyah

¢ay > instant kahve > portakal suyu > kirmizi sarap siralamasini takip etmigtir.

Cesitli icecek tlrlerinin rejenerasyon yetenekleri arasinda goérilen bu
farkhligin, bu iceceklerde bulunan ¢ok sayida antioksidanin redoks potansiyeli
ile ilgili olabilecegi dusunulmektedir. Redoks potansiyeli, indirgeyici ajanlarin
disuk veya yuksek antioksidan aktivite sergilemesi ve antioksidanlardan
reaktif oksijen turlerine elektron transferi Gzerinde rol oynayan 6nemli bir
parametredir [143]. Kompleks sivi gida sistemlerinde, farkli redoks
potansiyeline sahip c¢esitli antioksidanlarin bir arada bulunmasi, ayni
¢ozinmeyen gida matriksi Uzerinde ¢ok farkl rejenerasyon davranislarinin

gorulmesine sebep olmaktadir.

Ote yandan rejenerasyon ajani olarak kullanilan antioksidanca zengin
icecekler ve saf antioksidan c¢ozeltilerinin AK’lerinin de bu tdrlerin
rejenerasyon yeteneklerini etkileyebilecegdi dusunilmus ve bu konuda yapilan

arastirma sonucunda ortaya oldukga ilgi ¢ekici bir tablo gikmigtir.
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Sekil 4.7. Rejenerasyon ajani olarak kullanilan antioksidanca zengin
iceceklerin ABTSe+ radikal ¢ozeltisi ile dlgllen AK degerleri

Sekil 4.7°ye gore rejenerasyon ajani olarak kullanilan iceceklerin AK'leri; yesil
gay > espresso > portakal suyu > siyah g¢ay > instant kahve > kirmizi sarap
siralamasini takip etmektedir. Ayni i¢ceceklerin rejenerasyon yetenekleri ise
yesil cay > espresso > siyah ¢ay > instant kahve > portakal suyu > kirmizi
sarap siralamasini takip etmekteydi. Buradan, yuksek AK’'ye sahip yesil cay
ve espresso gibi iceceklerin rejenerasyon yeteneklerinin de ylksek oldugu;
ayni sekilde digerlerine gbére en dusuk AK'ye sahip kirmizi garabin
rejenerasyon yeteneginin de en diusuk oldugu acik¢a gorilmektedir. Portakal
suyu, siyah cay ve instant kahve oOrnekleri igin ayni baglanti direkt olarak
gorulemese de, genel olarak iceceklerde AK dederi arttikca rejenerasyon

yeteneginin de artacagi soylenebilir.

Ancak ayni iligki, saf antioksidan g¢ozeltilerinde gorilememistir. Sekil 4.8’den
ayni konsatrasyondaki (100 ppm ) saf antioksidan ¢ozeltilerinin AK’lerinin AA-
EK-KJA > EK > AA > KJA siralamasini takip ettigi gorulmektedir. Buna kargin,
rejenerasyon davraniginin kullanilan antioksidan c¢o6zeltisinin tlrine gore

degismedigi daha Once vyapilan c¢alismalarda gorulmustd. Buradan, saf
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antioksidan ¢ozeltilerinin AK’leri ile rejenerasyon yetenekleri arasinda
herhangi bir baglanti bulunmadigi, AK artisinin rejenerasyon yetenegini

etkilemedigi sdylenebilir.
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Sekil 4.8. Rejenerasyon ajani olarak kullanilan ayni konsantrasyondaki (100
ppm) saf antioksidan ¢ozeltilerinin ABTSe+ radikal ¢ozeltisi ile olgllen AK
degerleri

icecekler igin genel anlamda AK ile rejenerasyon yetenegi arasinda bir iligki
gorulurken; antioksidan g¢ozeltileri igin bu iki parametre arasinda herhangi bir
korelasyon saptanamamigtir. Yapilan ¢alisma ile, saf antioksidan ¢odzeltilerinin
AK’sine katkida bulunan tirlerin rejenerasyon yeteneklerinin ayni oldugu
anlasiimistir. Diger yandan, iceceklerin AK’sine katkida bulunan tirlerin
rejenerasyon yeteneklerinin birbirinden farkl oldugu; genel olarak AK arttikca
rejenerasyon yeteneginin de arttigi gordimustir. Bu noktada, ylksek
antioksidan aktivite sergileyen iceceklerde bulunan tirlerin ayni zamanda
rejenerasyon yeteneklerini arttiracak bir takim o6zelliklere sahip olduklari
sOylenebilir. Bunun anlagilabilmesi icin, iceceklerde bulunan antioksidanlari

saf antioksidanlardan ayiran 6zellikler Gzerinde durulmalidir.

Oncelikle, iceceklerde ayni 6zellige sahip tek tip antioksidanlarin aksine farkli
Ozelliklere sahip cesitli antioksidanlar bir arada bulunmaktadir. Daha 6nce

bahsedildigi gibi, bu antioksidanlar arasinda meydana gelebilecek sinerijist
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interaksiyonlar igeceklerin rejenerasyon yetenegini arttirabilmektedir. Bununla
birlikte iceceklerin yapilarindaki hidrofobik antioksidanlar da lif matriksindeki
hidrofobik  bdlgelere ulasarak bu bdlgelerde rejenerasyon etkinligi
gOsterebilirler. Ayrica ylksek antioksidan aktivite sergileyen tirlerin redoks
potansiyelleri daha duslk olacagindan bunlarin rejenerasyon verimleri de

daha yuksek olacaktir.

4.5 Rejenerasyon Mekanizmasi

Buraya kadar yapilan galismalarda elde edilen sonuglar, ¢ézinmeyen gida
matrikslerinin  baslangi¢c AK’lerinin antioksidan o6zellik gosteren diger
materyaller, Ozellikle sivi gidalar tarafindan 6nemli oranda rejenere
edilebildigini ortaya koymustur. Co6zUnmeyen gida matriksine bagli
antioksidanlarin rejenerasyonu igin Onerilen mekanizma ise Sekil 4.9'da

gOsterilmigtir.

AK o6lcim basamagi

AH A’
VQ‘/,_/ + R — V/,_/ + RH AH
4,3, . ‘?\g\/,_/ Céziinmeyen materyal ve
baglh antioksidan gruplari (AH)
Yy
Rejenerasyon basamagi
A AH R  Radikaller (ABTS, DPPH, vs.)
v + AH — Y\‘z\ + A’ AH  Rejenerasyon ajani
4. iy

Sekil 4.9. Gidalarin ¢6zunmeyen fraksiyonlarina bagl antioksidanlarin
rejenerasyonu igin onerilen mekanizma

Co6zinmeyen materyale bagli bir antioksidan, ABTSe+ veya DPPHe gibi bir
radikal atagina maruz kaldiginda, o radikali sonimlemek igin bir H atomu
veya elektronunu vererek kendisi radikal forma doénisur. Onerilen

mekanizmaya gore; bu c¢evrede sinerjist antioksidan bilegikler serbest halde
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bulunurlarsa bunlar, ¢ézinmeyen materyal tGzerinde olusan radikallerle temas
edip bir H atomu veya elektronlarini vererek onlari hizla rejenere ederler ve

kendileri radikal forma dénuagurler.

Deneysel galismalarda; ¢dzinmeyen gida matriksine bagli antioksidanlarin,
AK odlgimu igcin ortama eklenen ABTSe+ veya DPPHe radikallerini
sonumleyerek radikal forma donustigu ve daha sonra deney ortamina
eklenen rejenerasyon ajanlari (saf antioksidan c¢ozeltileri veya antioksidanca
zengin igecekler) ile rejenere edildigi, rejenerasyondan 6nce ve sonra

gerceklestirilen AK dlgumleri ile goraimustar.
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Sekil 4.10. Rejenerasyon islemi sirasinda AA’'in DHAA’e doénusUmunu
gosteren kromatogram

Bu mekanizmanin in vitro kosullarda teyit edilmesi igin, bugday kepeginden
elde edilen ¢gdozunmeyen fraksiyonun AA ile rejenerasyonu sirasinda AA'in,
kendisinin okside formu olan DHAA'e olasi donusimu analiz edilmistir. Bu
amagla, bir LC- MS/MS sistemi ile, rejenerasyon ajani olarak ortama eklenen
AA c¢ozeltisinde ve rejenerasyon isleminin ardindan ortamdan uzaklastirilan
¢cozeltide AA ve DHAA analizi yapilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil
4.10’da verilmistir. Kromatogramdan goéruldugu gibi, baglangicta reaksiyon
sisteminde mevcut bulunan AA’in buyuk bir kismi, rejenerasyon islemi
sirasinda harcanmis ve islem sonunda DHAA olusmustur. Bu durum,

reaksiyon ortamina eklenen AA'in, lif matriksine bagli antioksidan radikallerine
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bir H atomunu vererek onlari rejenere ettigini gdstermektedir. Yapilan
hesaplamalarda, deney ortamina eklenen AA’in 70%’den fazlasinin DHAA’e
donustugu saptanmigtir. Boylece, Sekil 4.9'da gosterilen mekanizma deneysel

olarak dogrulanmistir.

Elde edilen sonuclar, bu calismada 6nerilen ve Gi sisteme de rahatlikla
uyarlanabilecek olan in vitro rejenerasyon konseptini agik¢a kanitlanmistir.
BL'lere bagl antioksidanlarin bagka bir antioksidan madde tarafindan énemli
oranda rejenere edilebildigi gérilmustir. Ozellikle tahil Grinleri igin,
rejenerasyon ajani olarak antioksidanca zengin igecekler kullanildiginda,
oldukga yuksek rejenerasyon verimleri elde edilmigstir. Kullanilan ¢ézinmeyen
gida matriksi ve rejenerasyon ajani turine gore elde edilen rejenerasyon
verimleri farkhlik gostermis; ancak hesaplanan en duguk rejenerasyon verimi

bile olduk¢a anlamli bulunmustur.

4.6 In Vivo Yaklagim

Bu sonuglar, insan Gi kanalindaki sindirim prosesi boyunca BL'lere bagli
antioksidanlarin in vivo davranisi igin anlaml olarak nitelendirilmistir. Cesitli
¢cbzunmeyen gida maddeleri ve antioksidanca zengin sivi gidalar arasinda
meydana gelen rejenerasyon isleminin insan GI kanalinda da
gerceklesebilecegi dusunulmektedir. Gidalarin ¢ézinmeyen fraksiyonlarinin
(BL gibi) GI kanalda uzun siire kaldi§i (yaklasik 24 saat) bir gergektir. BL
fraksiyonuna bagl biyoaktif maddeler de burada kaldiklari sire zarfinda
antioksidan savunma sistemine katkida bulunmaktadirlar. Bu noktada,
antioksidanca zengin iceceklerin duzenli tiketimi ile BL bakimindan zengin
gidalarin Gi kanalda sagladigi faydanin rejenere edilebilecegi varsayiimistir.
Lif matriksine bagh sonUmlenmis antioksidatif fonksiyonel uglarin, bu
iceceklerde bulunan antioksidanlar tarafindan rejenere edilebilecedi ve bu
yolla aktive edilen fonksiyonel uclarin, antioksidan aktivitelerini tekrar tekrar

sergileyebilecekleri dusunilmektedir.
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Sekil 4.11. Cozlnur antioksidanlar ile serbest radikallerin dengesine bagl
olarak: (A) saghkl Gl kanal ortami ve (B) sagliksiz Gl kanal ortami

Bu gorusten hareketle saglhkli (A) ve sagliksiz (B) Gi kanal ortamlari Sekil
4.11'de sematize edilmistir. Buna goére; Gi kanalda ¢éziinir antioksidanlarin
miktari ¢dzUnUr radikallerden fazla oldugunda (A), ortamdaki serbest
radikallerin sonumlenmesi ve c¢ozunmeyen BL’lere bagl antioksidanlarin
rejenere edilmesi mumkuin olacaktir. Boylece serbest radikallerin vicutta
meydana getirebilecedi hasarin 6éniine gecilecek ve daha da énemlisi Gi
kanalda uzun slre kalan bagh antioksidanlarin tekrar tekrar aktivite
gOstermesi saglanacaktir. BL'lere bagli antioksidanlarin faydal etkileri, onlarin
insan Gi kanalindaki uzun yasam siireleri boyunca devam edecek; dolayisiyla
surekli - saglikli bir GI kanal ortami yaratilacaktir. Olusturulan surekli

antioksidan c¢evre, buradaki oksidatif stresin dizenlenmesini saglayacak ve
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basta cesitli kanser tiirleri olmak lzere pek cok Gi sistem rahatsizligi igin

faydali olacaktir.

Diger yandan GI kanaldaki serbest radikallerin miktari, ¢ozinur
antioksidanlardan fazla oldugunda (B), ortamdaki tum serbest radikallerin
sobnumlemesi ve baglh antioksidanlarin rejenere edilmesi mumkun
olmayacaktir. Bu durumda, serbest radikallerin asirisi vicutta oksidatif strese
neden olacak, bagh antioksidanlar ise vucutta kaldiklari uzun sure boyunca
yalnizca bir defa aktivite gosterecek ve daha sonra onlar da radikal forma
donuseceklerdir. Bu radikal turler de serbest radikallerle birlikte pek ¢ok

hastaligin patogenezine katkida bulunacaklardir.

Ozet olarak, sindirim sirasinda ve bakteriyel metabolizma tarafindan Uretilen
oksidatif radikal turler ile hem c¢6zinen hem de c¢O6zunmeyen besinsel
antioksidanlar arasindaki dogru denge, pek ¢ok Gi sistem rahatsizhgini
onleyebilecek saglikli bir antioksidan ortam olugsmasini mimkun kilmaktadir.
Gl kanalda BL’lere bagli biyoaktif maddelerin AK’sini rejenere edebilecek
yetenege sahip antioksidan tiirlerin bulunmasi, bagli antioksidanlarin Gi
kanaldaki antioksidatif etki suresini uzatarak bu saglkli ortamin surekliligini
saglayabilir. Bu yoniyle rejenerasyon konsepti, Gi sistem saghgi icin umut

verici bir gelisme olarak nitelendiriimektedir.

Bu calisma ile in vitro ortamda gergeklestigi kanitlanan rejenerasyon islemi,
coziinmeyen fraksiyonun Gl kanalda gecirdigi uzun siireden fayda
saglanmasina imkan verecek fonksiyonel bir beslenme rejimi tasarlanmasi
icin yol gosterici olacaktir. “Simbiyoz antioksidan beslenme” olarak
tanimlanabilecek bu beslenme rejimi ile tiiketilen BL ve antioksidanlarin Gi
kanalda sagladigi faydanin maksimize edilmesi hedeflenir. Ortak beslenme
olarak da tanimlanan simbiyoz beslenme, iki canlinin tek bir organizma gibi
birbirleriyle yardimlasarak yasamalari anlamina gelmektedir. Ayni sekilde
BL’ler ve antioksidanlarin da birbiriyle yardimlasmasi; daha somut bir ifadeyle
birbirlerinin sagladigi faydayi desteklemesi simbiyotik beslenme rejiminin
temelini olusturur. Tahil Urlnleri basta olmak Uzere meyve ve sebzeler,
baklagiller ve sert kabuklu yemisler gibi BL agisindan zengin gidalarin yer
aldigi bir diyet, antioksidanca zengin ve sik tuketilen ¢cay, kahve ve portakal

suyu gibi igeceklerle diizenli olarak desteklendiginde Gi kanalda yaratilan
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saghkh ortam surdurulUebilir olacaktir. Bununla birlikte, bu c¢alismada
¢ozinmeyen gida matriksi olarak kullanilip rejenerasyon davranislari test
edilen ve yan Urln olarak ortaya ¢ikan kuruyemis zarlarinin, ézellikle ylksek
verimlerle rejenere edilen yerfistidi zarinin, yem ve yakit olmaktan ote
fonksiyonel gida uretiminde kullaniimasi adina endustriyel anlamda da faydall

olacaktir.
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