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OZET

BETA VULGARIS L. (KIRMIZI PANCAR) VE TURSULARINDA
PH DEGISIMLERI, ANTIOKSIDAN VE SITOTOKSIK AKTIVITELER] iLE
FENOLIK BILESENLERININ iINCELENMESi

Giilcan OK DUKER
Farmakognozi Ana Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2017
Danisman : Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Bu caligmada, Chenopodiaceae familyasina ait su ve etanol ile hazilarlanan Beta
vulgaris L. (kirmizi pancar) ekstreleri ile farkh NaCl ve asetik asit oranlar ile
hazirlanan tursu drneklerinin spektrofotometrik olarak toplam fenolik madde ve betalain
miktarlar, kromatografik olarak fenolik asit ve betalain tayinleri yapilmis, ayrica 5
farkli ybntemle antioksidan kapasite ve MTT yéntemi ile CaCo-2 kolon kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif etkileri incelenmistir. % 0.05 Asetik asitli su ile hazirlanan
P1 ekstresinin (255,62 mg GAE/g ckstre), diger ekstre P2 ve tursu drneklerinden daha
fazla toplam fenolik madde (TMF) igerdigi tespit edilmistir. %5 tuz, %20 AA iceren
(T9) tursu suyunun betalain miktarlariin diger tursu Srneklerine gore daha yliksek
oldugu goriilmiistiir (1.114 + 0.08 mg/g ekstre). Kromatografik analizlerde ise ekstreler
ve tursularda gallik, p-hidroksi benzoik, klorojenik, sirinjik, p-kumarik ferulik ve kafeik
asitlere rastlanmistir. Yiiksek TFM tasiyan P1 ekstresinin DPPH serbest radikal
stiptiriicii aktivite tayininde % inhibisyon degeri ( % 70.72) sentetik antioksidan BHT ve
diger orneklerden daha yiiksek bulunurken, tursu orneklerinde belirgin bir aktivite
gozlenmemistir. S-karoten-linoleik asit sisteminde T9 tursu suyu % 52,51, T6 (% 3 tuz,
% 20 asetik asit) tursu drnegi ise % 43.52 oraninda inhibisyon gostermistir. Rediikleyici
gli¢ Slelimii ile tespit edilen ECsg degerleri P1 igin 0.46 mg/ml bulunurken, tursularda
8.47-29.41 arasinda degismektedir. Kirmizi pancar ve tursu suyu ekstrelerinin TEAK
sonucunda bulunan toplam antioksidan aktivite degerleri %26.85-99.57 arasinda
belirlenmistir. CaCo-2 kolon kanseri hiicrelerinde MTT yontemi ile &lgiilen
antiproliferatif etkileri incelendiginde antioksidan aktivite yoniinden zengin Pl
ekstresinin diger ekstre ve tursu sularindan daha aktif oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : Bera vulgaris L., tursu, probiyotik, antioksidan etki, sitotoksisite.

iii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHENOLIC CONTENTS PH CHANGES, ANTIOXIDANT
AND CYTOTOXIC ACTIVITIES of BETA VULGARIS L. (RED BEET) AND
PICKLES

Giilcan OK DUKER

Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May, 2017

Supervisor : Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

In this study, belonging to Chenopodiaceae family, extracts of Beta vulgaris L.
(red beet) prepared with water and etanol and pickles prepared of red beet. with
different NaCl and acetic acid ratios, spectrometrically total phenolic compounds and
total betalain quantities, chromatographically phenolic acid and betalain determinations,
was done. In addition, antioxidant capacity in 5 different ways and antiproliferative
effects on human colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2 were investigated by MTT
assay. Red Beet P1 extract % 0.05 acetic acid (AA) containing water was found to
contain more total phenolic content (TMC) than from pickle sample. Pickled Jjuice
containing %35 NaCl and % 20 acetic acid, T9 betalain amounts were found to be higher
than other pickle samples (1.114 + 0.08 mg/g extract). Also in chromatographic
analysis, in extracts and pickle juices was measured gallic, p- hydroxy benzoic,
chlorogenic, syringic, p-coumaric, ferulic ve caffeic acids.
The P1 extract with higher than average TPC, is the most active extract in the DPPH
assay, was more effective than BHT and other extracts in radical scavenging ability, but
the significant activity wasn’t observed in pickle samples. In S-caroten-linoleic acid
system, inhibition percentages of the T9 and T6 pickle juices were measure 52.51-43.52
%, respectively. While ECs value determined by reducing power of P1 extract is 0.46
mg/ml, ECs, values of the pickle samples measurement vary among 8.47-29.41 mg/ml.
Total antioxidant activity values determined by TEAC of red beet and its pickle juice
extracts was found among 26.85-99.57 %. The extracts and pickled juices were found
to inhibit the growth of colon cancer cells in a dose-dependent manner as detected by
the MTT assay.

Keywords : Beta vulgaris L, pickle, probiotic, antioxidant activity, cytotoxicity.
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirhk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
igin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi’yla
tarandigimi ve higbir gekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya gikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara raz1 oldugumu bildiririm.

Giilcan OK DU
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda yeme aliskanliklarinin  degismis olmasi, besin {iretim ve
tiketimindeki yeni egilimler, yiiksek enerjili islenmis gida tiiketiminin artmasi, posal
gida almmin (sebze ve meyve gibi) azalmasi gibi faktorler saglik igin risk
olusturmaktadir. Ozellikle batili iilkelerde dengesiz diyetle beslenerek yasayan
popiilasyon, modern ¢agin hastaliklari olan kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite,
osteoporoz, kanser, diyabet, alerji, astim ve dis problemleri ile yiiz yiize gelmektedir

(Cencic ve Chingwaru, 2010, s. 611).

Bu hastaliklarin yanhs beslenmeden kaynaklandigmm farkina varilmasi,
insanlarda saglikli beslenme bilincinin gelismesi, bireylerin gidalardan besleyici
ozelligin yam sira farkh yararlar saglamay: beklemesi farmakognozi alaninda ve gida
biliminde yasanan gelismelerle, gida iirtinlerine viicudumuz igin yararli bazi dogal
maddelerin katilmasiyla fonksiyonel gida iiretimi ve tilketimi artrmstir (Meral ve
Dogan, 2009, s. 194).

Hipokratin dedigi gibi “yedikleriniz ilacimz, ilaciniz yedikleriniz olsun’ mantigi
gelistikge, insanlar gidalarin tedavi edici 6zelliklerini bulmaya ¢alismis ve dolayistyla
bilim adamlarinin ilgi alanlari, dogal tedavi yontemleriyle yasam kalitesini gelistirmeye
yonelmis, homeopati, alternatif tip ve fonksiyonel gidalari arastirmaya baslamislardir.
Bu yonde de fonksiyonel gida terimi ortaya ¢ikmigtir (Medic-Saric vd., 2009, s. 8).

Fonksiyonel gidalar, normal diyetin bir par¢asi olan geleneksel gidalar gibi
goriinselerde geleneksel gidalar ve fonksiyonel gidalari aywran nokta, basit besin
fonksiyonlarinin 6tesinde fonksiyonel gidalarin fizyolojik faydalar1 ve kronik hastalik
riskini azaltabilmeleri, bagirsak sagligini koruyabilmeleridir (http-1).

Fonksiyonel gida olarak kullamlan iiriinler, genel olarak diyet lifleri,
prebiyotikler, probiyotikler, ¢oklu doymamis yag asitleri, antioksidanlar olarak
siniflandirilir (Das vd., 2012, s. 175). Ayrica bir besini, zararl bilesiklerini icinden
¢ikararak veya biyoyararlihgim arttirmak i¢in yapisinda degisiklik yaparak fonksiyonel
gida haline getirebiliriz (Sagdig vd., 2004, s. 221; Dayisoylu, Gezging ve Cingoz, 2014,
s. 58).

Fonksiyonel gidalar, 6nemli diizeyde 6zel besin maddelerini igermeli, bu
maddelerin yapis1 ve viicuttaki fonksiyonu bilinmeli, besin 6gelerinin yani sira sagliga

yararli oldugu ispatlanmali, FDA tarafindan kabul edilen hastalik-diyet iliskisi



konusunda iddiasini kanitlamis bilimsel ¢alismalara sahip olmahdir. (Giiven ve Giilmez,
2006, s. 91).

Fonksiyonel gidalarin &zellikle gastrointestinal sistemde saglik problemlerini
hafifletici etkileri tartisiimaktadir. Probiyotikler ve gesitli bitkilerde fonksiyonel bir
besin bileseni olan prebiyotiklerden iniilin ve oligofruktozun fonksiyonel gida katkist
olarak, gastrointestinal fizyolojide ve immiin fonksiyonlarda olumlu etkileri
calismalarda gosterilmistir (Cencic ve Chingwaru, 2010, s. 613; Roberfroid, 2002, s.
107):

Antioksidanlar, fonksiyonel gida olarak en ¢ok kullanilan gruptur. Ozellikle
antioksidan  etkili fenolik bilesikler, iriinlere katilarak fonksiyonel —gidalar
geligtirilmektedir. Fenolik asitler, flavonoidler ve betalainleri yitksek oranda iceren
kirmizi pancar ekstrelerinin  diger sebzelerle karsilagtinldiginda daha giigli bir
antioksidan aktivite gosterdigi birgok calismada gosterilmistir (Clifford vd., 2015, s.
2803; Kujala vd., 2002, s. 508).

Kurutma iglemiyle toz haline getirilen kirmizi pancar, Avrupa Birligi tarafindan
gida renklendiricisi olarak kullanimmna izin verilmis ve E162 olarak etiketlenen ekstre,
betalain iceriginden dolayr dogal boya kaynagi olarak kabul edilmektedir. Betalain
pigment karigimlari, kirmizi pancar tozu, konsantre kirmizi pancar suyu gibi formlarda
gida, ilag ve kozmetik iiriinler igin dogal katki maddesi olarak da kullaniimaktadir
(Dérnenburg ve Knorr, 1996, s. 142).

Antosiyaninler en yaygin ve en ¢ok kullamilan kirmizi, mor renk araligim
kapsayan dogal pigmentler olmasmna ragmen, betalainler pH ve sicaklik
degisikliklerinde daha fazla dayanikli kalabilmektedirler. Betalainler, antosiyaninlerle
renklendirilmesi imkansiz diisiikk asitli gidalar igin uygun genis pH dayaniklilig
gosterirler. Suda ¢oziinebilen ve azot igeren betalainler, ayni zamanda antimikrobiyal
ve antiviral etkiye sahiptir ve insan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu da 6nlerler
(Strack, Vogt ve Schliemann, 2003, s. 247-249).

Betalamik asitin, aminler ve amino asitler ile kondensasyonundan olusan,
kirmizi pancarda bulunan pigmentlerden betaksantinler, suda kolay ¢oziindiigii igin sari
turuncu gida renklendirmesi uygulamalarinda, ¢oziiniirliigii zayif olan, sar1 turuncu renk
arali1 i¢in kullanilan karotenoidlerin yerine kullanilabilir (Cai vd., 2001, s. 4429).

[niilin igerigi nedeniyle prebiyotik olarak tanimlanan kirmizi pancar ve tursusu,

laktik asit fermentasyonu sonucunda olusan probiyotik etkileri ve fenolik



bilesiklerinden dolay: saglik igin olumlu etkileri olan, dzellikle son yillarda dikkat
¢ekmeye baglayan fonksiyonel bir gidadir. Ayrica kapsiillenmis kirmizi pancar
betalainleri gidalarda renk degisikligini korumak ya da gidalari zenginlestirmek igin
katki maddesi olarak gelecek vaat ctmektedir (Ravichandran vd., 2014, s. 2220). Yeni
caliymalar sayesinde Beta vulgaris ve alt tiirlerinin kimyasal igeriginin 6nemli dlgiide
anlagilmasinin, nutrasétiklerin ve fonksiyonel gidalarin gelisimine katki saglayacagi
diistiniilmektedir (Cai, Sun ve Corke, 2005, s. 454).

Bu ¢alismada, itilkemizde halk arasinda sikca tiiketilen ve farkli oranlarda tuz ve
asit konsantrasyonlarinda hazirlanan kirmizi pancar tursu sular lizerinde bazi
fitokimyasal ve biyoaktivite calismalari gergeklestirilmis, sonuglar kirmizi pancar

ckstreleri ile karsilastinlmistir.

1.1. Fermentasyon

Diinyada yemek kiiltiiriinde gelencksel tiitsiileme, kurutma, tuzlama ve
fermantasyon gibi islemler gidalari korumak ve uzun siireli tiiketimini saglayabilmek
icin eski insanlar tarafindan gelistirilmis yéntemlerdir. Fermente gidalar ve igecekler,
diinyadaki her toplumun beslenme kiiltiiriiniin vazgegilmez unsurlar1 olarak sadece
besin kaynagi olarak kullaniimamakta, aym zamanda saglig1 koruyarak hastaliklan
onlemede de biiyikk potansiyele sahiplerdir. Fermente sebzeler, soya ve diger
baklagiller, tahil trtinleri, siit {iriinleri, baliklar ve et iirtinleri yeryiiziinde genel olarak
tiiketilen fermente triinleri olusturmaktadir (Tamang ve Kailasapathy, 2010, s. 12;
Kabak ve Dobson, 2011, s. 248)

Fermente {irinler, maya ve ozellikle laktik asit bakterileri gibi  farkh
mikroorganizmalari barmndirmalari  sebebiyle probiyotik gidalardir. Bu sebeple
antimikrobiyal ve antioksidan etkili, kolesterol diisiiriicii olmalari ve insan sagligina
faydal biyolojik islevi olan bilesikleri icermeleri nedeniyle fonksiyonel besin olduklar:
kabul edilmektedirler (Karagil ve Acar-Tek, 2013, s. 163). Ayrica yapilan ¢ahismalar
gelecekte fermente bazi iiriinlerin koruyucu olarak et iiriinlerinde kullanilabilecegini de
gostermistir. Besinleri bozulmadan koruyabilmeleri ve saglip koruyucu ve gelistirici
faydalari nedeniyle fermente yiyecek ve igeceklere olan ilgi son yillarda oldukca

artmigtir (Chavhan vd., 2015, s. 1226).



Geleneksel ve bilinen en eski yontem olan dogal fermantasyonla iiretilen tursu,
meyve ve sebzelerin bozulmadan saklanabilmesi, ayni zamanda yumurta ve et gibi
hayvansal iiriinleri saklayabilmek igin de uygulanan bir metoddur. Ozellikle essiz lezzet
ve probiyotik ozellikleri ile bu benzersiz yontem yararli mikroorganizmalari korur
(Kabak ve Dobson, 2011, s. 249; Chavhan vd., 2015, s. 1223).

Tursular, sirkeli bir asit soliisyonu igerisinde, laktik asit bakterilerinin
fermentasyonu ve tuz ile hazirlanir (Ahmad, 2012, s. 1). Dolayisiyla asidik dzelliklere
sahiptir ve 6nemli miktarda askorbik asit, Cu ve Fe gibi mineralleri igerirler. Sebze ve
meyveler kullanilarak yapildig: i¢in de yiiksek antioksidan aktivite gosterirler (Kharat
vd., 2016, s. 125). Bir calismada, tursu olusumundaki laktik asit fermentasyonu
sirasinda toplam fenolik, antosiyanin, flavonoid ve diger antioksidan miktarlar
degerlendirilmig, bu degerlerin fermentasyonun 5. ve 9. giinleri arasinda en yiiksek
miktarlara ulasdifi gériilmils, daha uzun veya kisa fermentasyon siirelerinde bu

miktarlarin azaldig belirtilmistir (Jing vd., 2014, s. 9688).

1.1.1. Fermentasyonda kullanilan yardimer maddeler

1.1.1.1. Tuz

Tuz organizmada osmotik basinci yiikselterek, hiicre gegirgenligini arttirip
mikroorganizmalarin  etkinligini azaltir ve Onler. NaCl suda ¢oziiniip iyonlarina
ayrildiginda her bir iyon ortamdan bir molekiil su geker ve biylece iyon hidratasyonu
gergeklesir. Dolayisiyla fermentasyon isleminde ortama ilave edilen tuz, serbest suyu
kendine ¢ektigi i¢in ortamdaki nem mikroorganizmalar i¢in gogalma ve gelismeye
clverissiz hale gelmektedir. Diisiik tuz konsantrasyonlarinda (% 5-8) fermentasyon daha
hizli seyrederken, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (% 10 ve iizeri) daha yavastir veya
hi¢ gerceklesmez (Aktan vd., 1999, s. 13).

Sodyum Kkloriir orani yliksek olan gidalarin hipertansiyonla iliskisi oldugu
bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada vurgulanmistir. Bu sebeple kan basincini
yiikselten yiiksek tuz oranma sahip diger gidalar gibi tursularin da titketimi giiniimiizde
azalmistir. Fakat tursunun hem probiyotik hem fonksiyonel bir gida olmasindan
kaynakli saglik faydalarinin bulunmasi, akademik camiay: yeni nesil diisiik tuz oranh
tursularla ilgili arastirmalar yapmaya sevketmistir. Yapilan bir ¢alismada, yiiksek

miktarda GABA igeren piring kepegi kullanilarak, ACE-inhibitér peptit ilave edilip,
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%2.5 NaCl ile geleneksel yontemlerle iiretilen tursularin antihipertansif etkileri
arastirilmistir. Calisma sonuglari, tursunun hipertansif ratlarda kan basmcini azalttigini
kesin olarak gdstermistir (Oda vd., 2014, s. 888). Ayrica 2015 te yapilan bir ¢alismada
tursu Giretiminde sodyum kloriir yerine kalsiyum kloriir kullanilabilecegi vurgulanmistir
(Perez-Diaz vd., 2015, s. 2835). Asetik asit, propiyonik asit veya laktik asitler ile
birlikte % 3 tuz ilave edilen tursularda Gram (-) bakterilerde biiyiik bir azalma oldugu
gozlemlenmistir (Bae ve Lee, 20135, s. 455). Diisiik tuz konsantrasyonlariyla yapilan (%
3-4), pastorize edildikten sonra depolanan (70 °C, 15 dakika) tursularin salamuralarinda
herhangi bir mikroorganizma gelismesi  goriilmemistir. Bu  durum pastdrizasyon
uygulamas: sayesinde diisiik tuz konsantrasyonlu tursularda bile iiriinde mikrobiyal

stabilitenin saglanabilecegini gostermektedir (Ozgelik ve Ig, 2000, s. 1 18).

1.1.1.2. Su

Su, tursu (retiminde sebze veya meyveleri temizlemek ve salamura
hazirlanmasinda kullanilan temel sividir. Ayrica ana iirtinle birlikte fermentasyonun
sonuna kadar kaldig1 ve tiiketildigi i¢in tursunun bir hammaddesi olarak goriilmektedir.
Bu yiizden tursu iiretiminde kullanilan suyun Ozellikleri fermentasyonun sorunsuz
olusmasi i¢in énemlidir. Sularin sert olmast fermantasyonda asit olusturarak ¢ékelme
olusmasma ve tursu yiizeyinde bu ¢ékelti maddelerinin birikerek hos olmayan gériiniis
ve degisimler kazanmasma yol acar. Ayni zamanda sularin dezenfeksiyonu i¢in
kullanilan klor ve benzeri maddelerin suda fazla olmasi, mikroorganizmalara toksik
etkili oldugu i¢in fermantasyonu onleyebilir. Bu sebeplerden fermentasyonda kullanilan
sular sert olmamali, agir metal iyonlart ve alkali 6zellikteki tuzlar icermemelidir (Aktan

vd., 1999, s. 20).

1.1.1.3. Aromatik bitki droglar: ve tohumlar:

Tursu iiretiminde aroma verici bitkilerin kullanilmasinim nedeni, aromatik hos
koku saglamak, tursudaki asit ve ham meyve tatlarini 6rtmektir. Kullanilan aroma verici
bitkiler, sarimsak ve sogan, kisnis, hardal, hashas, karabiber, estragon (tarhun),

merzengiis gibi bitki tohumlaridir (Aktan vd., 1999, s. 40-41).



1.1.1.4. Asetik asit (E 260)

Asetik asit ¢ozeltisi tursu suyu olarak popiilerlik kazanmistir (Dale vd., 2003, s.
57). Turgularda bir koruyucu olarak kullamlan asetik asit, iyonlasmamis asetik asit
molekiilii nedeniyle bakteriostatik etki gostermektedir. Sirke % 4-6 asetik asit
igerdiginden, asetik asit sirkenin temel bileseni durumundadir. Asetik asidin, maya ve
bakteriyel gelismeyi durdurma agisindan kiiflerden daha etkili oldugu bilinmektedir.
Glutamik asit de, asit direncini arttirarak asetik asidin bilinen etkilerinden E. coli

suslarini koruyan, tursu salamuralarimin bir bilesenidir (Breidt vd., 2004, s. 12},

L.1.1.5. Sitrik asit (Antioksidan E330)

Sitrik asit, narenciyelerde biiyilk miktarlarda bulunan zayif bir organik asittir,
Insan biinyesinde sentez edilebilen sitrik asidin biyolojik orjinli olmast sebebiyle toksik
etki gdstermedigi ve bu nedenle fermentasyonda tercihen kullanildig1 bilinmektedir. En
¢ok bilinen sitrik asit kaynaklarindan biri limon suyudur ve % 6-8 sitrik asit igerir. Sitrik
asit, bir antioksidan olmamakla birlikte, antioksidanlarla kullamldig1 takdirde sinerjik
etki yaptig1 calismalarda vurgulanmistir.  Sistemik inflamasyonu olan farelerde, sitrik
asit (1-2 g / kg) alminin, beyin lipid peroksidasyonu ve inflamasyonu, karaciger hasari,
ve DNA par¢alanmasinda azalma yaptigi gosterilmistir (Aktan vd., 1999, s. 24-25;
Abdel-Salam vd., 2014, s. 597).

Benzoik asit ve tuzlar (Koruyucu E 210), sorbik asit ve tuzlari (Koruyucu E 200),
kiikiirtdioksit (Koruyucu E 220) ve kalsiyum kloriir (Sertlestirici 509) diger koruyucular
olarak sayilabilir.

Fumarik asit ve alil izotiyosiyanatin, 1s1l islem yapilmadan tursularin
saklanabilmesi i¢in sodyum benzoat veya sodyum metabisiilfit yerine koruyucu olarak
kullanilabilecegi yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Perez-Diaz ve McFeeters, 2010, s.

208).

1.2. Probiyotik ve Prebiyotikler



Insanlar, dogal ve islenmemis iiriinlerin tilketildigi donemlerde daha fazla posa,
mineral ve probiyotik igeren besinlerle beslenirken, giiniimiizde ¢ok daha fazla miktarda
yag, tuz ve seker igeren enerji igerigi yiiksek, rafine iiriinlerle beslenmeye baslamistir.
Bitkisel kaynaklardan alinan posa ve antioksidan tiiketiminin azalmastyla birlikte kronik
hastaliklarin artmaya basladigi goriilmektedir. Yagh ve rafine gidalarin fazlaca
tiketilmesi, yiyeceklerdeki agir metaller ve hormon igeren etler, gidalardaki
renklendirici ve tatlandirict gibi kimyasallarla birlikte beslenme tarzinda gériilen
degisikliklerin, insanlarin bagirsak florasim degistirerek otoimmiin hastaliklara yol
actign diistinilmektedir. Gelismis tlkelerin diyet tarzindaki gidalarin ¢ogu, vitamin,
mineral igerifi ¢ok yetersiz olan rafine karbonhidratlarca zengin oldugu igin
bagirsaklarimizin {ist kisminda emilerek, gastrointestinal floramizin gelismesinde ve
devamhhigimn saglanmasinda faydalarinin olmadigi bilinmektedir. Son yillarda,
bagirsak mikroflorasi, insan saghg iizerinde oynadigi dnemli etkiyle bilim adamlarinin
dikkatini gekmeye baslamus, florayr diizenleyen probiyotik ve prebiyotiklerin Snemi
anlasilmaya baglanmustir. Bu sebeple probiyotik bakterileri igeren besinlerin veya
probiyotiklerin yasamasini saglayan prebiyotik besinlerin tiiketiminin artmasi son
yillarda giderek daha ¢ok onem kazanmistir (Alkan-Yilmaz, 2015, s. 16-17; De Jesus
Raposo vd., 2016, s. 1-2; Campbell, 2014, s.1-3; Bengmark, 2013, s. 162). Gidalarla
birlikte veya disaridan almabilen, yeterli sayida ve gesitte oldugunda bagisiklik
sistemini diizenleyen, bagirsak sagligini zararli mikroorganizmalarin yerine gegerek
koruyan, dolayisiyla da konakgiya faydast olan hem canli hemde yararli
mikroorganizmalara "probiyotik" denir. Probiyotik kavrami "pro" ve "biota" olmak
tizere iki kisimdan olusur. ik defa 1960 larda probiyotik igin sdylenen 'yasam igin'
terimi zellikle son dénemlerde probiyotiklerin saglik iizerine olan etkileriyle oldukca
kuvvetlenmistir (FAO/WHO, 2002, s. 2-7; Senok vd., 2005, s. 958-960).

Probiyotik bakterilerin, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde, antimikrobiyal,
antimutajenik, antikanserojenik etkileri yaninda, ishallerin 6nlemesinde, laktoz
metabolizmasmin  gelismesinde, Helicobacter pilori enfeksiyonlari, enflamatuar
bagirsak hastaliklari, Krohn ve huzursuz bagirsak sendromu gibi sindirim sistemi ile
ilgili saglik problemlerinde, kolesterol deZerinin diisiiriilmesi, alerjilerin 6nlenmesi ve
genitoliriner sistem enfeksiyonlarinda kullamildigi bilinmektedir (Senok vd., 2005,

5.960; Sagdig vd., 2004, s. 221-222).



Saglikli bir yetiskinin bagirsak florasinda yaklasik 10'* kadar probiyotik bakteri
bulundugu, bagirsak flora genomlarmin, insan genomlarindan, 50 ila 100 kat daha fazla
oldugu tahmin edilmektedir. Bagirsak mikroflorasinin  metabolik aktivitesinin,
karacigerinkine esit oldugu diisiiniilmektedir (Gill ve Guarner, 2004, s. 516).

Saghga faydalari oldukea fazla olan probiyotikler dogal olarak; siit, yogurt, peynir
ve kefir gibi fermente siit tirlinlerinde, tursu, bira mayasi, sarap ve sirkede bol miktarda
bulunmaktadirlar (Alkan-Yilmaz, 2015, s. 16; Heller, 2001, s. 374).

Prebiyotikler ise viicudumuza yararli olan mikroorganizma cesitlerinin
cogalmasini  saglayan, probiyotikler tarafindan secilerek metabolize edilen
sindirilmeyen besin bilesenleridir. Viicudumuz igin saglik faydalari olan probiyotik
bakterilerin beslenebilmesi i¢in gereklidirler. Beslenme diizeniyle alinan bir prebiyotik
olan kisa zincirli frukto-oligosakkaritlerin titketiminin yiiksek oldugu toplumlarda
yasam siiresinin uzun oldufunun farkedilmesi ile prebiyotiklerin 6nemi anlasilmaya
baglanmistir (Coskun 2007, s. 82-83).

Prebiyotikler sindirim sisteminde herhangi bir degisiklige ugramadan bagirsaklara
ulasmakta ve burada bifidobakteriler tarafindan hidrolize edilmektedirler. Bu islemin
sonunda gesitli saglik faydalari olan kisa zincirli yag asitleri agipa ¢ikmakta ve
bunlardan propiyonik asit, karacigerdeki yag asidi sentezini durdurarak kandaki LDL
diizeylerini, asetat ise bagsak pH’sini digiirmektedir. Béyle ortamlarda patojen
mikroorganizmalar g¢ogalamayip, faydali mikroorganizmalar arttigindan bagigiklik
olumlu etkilenmektedir (Tokunaga, 2004, s. 90).

Prebiyotiklerden zengin beslenme diizeni, bagirsak florasinin saghig icin yararli
oldugu kanitlanan probiyotiklerden bifidobakteriler ve laktobasillerin aktivitesini
arttirip, sayilari ¢ogaltmaya yardimer olmaktadir (Manning ve Gibson, 2004, s. 287).

Fermentasyon diriinlerinden olan tursu, yogurt, peynir, sirke, tuzlama yiyeceklerin
de bagirsak florasinda bulunan bifidobakteriler ve laktobasillerin sayisint arttirdig;
bilinmektedir (Nazlikul 2012, s. 90).

Prebiyotiklerden zengin beslenmenin istah kontroliinii olumlu yénde etkiledigine
dair 5nemli calismalar vardir. Randomize, ¢ift korlii olarak yapilan calismada, 5 erkek
ve 5 kadin olmak tizere saghkl 10 kisi rastgele iki gruba ayrilmistir. Bir gruba 2 hafta
sire ile 16 g prebiyotik, digerine de 16 gr dekstrin maltoz verilerek sonuclar
karsilagtirldiginda prebiyotik alanlarda, yemek sonrasinda plazma glukoz cevabim

azaltan Glukagon Like Peptit (GLP) ve Pankreatik Peptit YY (PYY)



konsantrasyonunun arttigi tespit edilmis ve  prebiyotiklerin bagirsak florasim
tyilestirerek aglik ve enerji alimini azaltug, tokluk sagladig vurgulanmigtir (Cani vd.,
2009, s. 1243).

Ratlarla yapilan bir ¢alismada, prebiyotik 1if kaynaklari intlin ve oligofruktozun
tokluk tizerinde doza bagl etkileri arastirilmig, obez farelere sirasi ile % 0, % 10, % 20
lif verilerek, prebiyotiklerin tokluk hormonlari, enerji harcamasi, gastrik bosalma ve
bagirsak mikrobiyotasma etkileri incelenmistir. Doza bagli olarak, tokluk hormonu olan
PYY artmasiyla farelerde kilo kaybi, enerji aliminda azalma ve glukoz toleransinda
artma gozlenmistir. Sonug olarak prebiyotiklerin bu mekanizmalardaki etkilerinin doza
bagh oldugu ve obezitede prebiyotiklerin kombine etkilerinin tedavi edici olabilecegi
disiintilmiisttr (Parnell ve Reimer, 2012, s. 601-613).

Farelerle yapilan baska bir calismada, obez farelerin bagirsak florasinda normal
farelere gore % 50 daha ¢ok Firmucutes bakterisine rastlanmistir.  Farelerin
bagirsaklarinda  Bacteroidetes-Firmicutes oraninin  azalmasinin obeziteye zemin
hazirladigini gosteren bilimsel sonuglar bulunmaktadir. Bu durumun da sindirilemeyen
polisakkaritlerden ~ kaynaklandigi  vurgulanmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasinin
gli¢lendirilmesinin  obezite ve ona bagh hastaliklarin patogenezinde potansiyel etkili
oldugu vurgulanmaktadir (Kallus ve Brandt, 2012, s. 23-24; Hansen vd., 2015, s. 1). Bu
sonuglar bize probiyotik ve prebiyotik gidalardan zengin beslenmenin bagirsak
florasinda yaptigi degisiklikle kilo kontroliindeki 6nemini gostermektedir.

Probiyotikler ve prebiyotikler birgok farkli mekanizmalarla intestinal
mikrobiyatanin  bilesimini etkilerler ve mikrobiyomun metabolik &zelliklerini
degistirirerek  antienflamatuar etki gosterirler. Probiyotikler, farkl bagisiklik
hiicrelerinin salgilanmas: ve antienflamatuar sitokinlerin indiiksiyonu iizerindeki etkileri
ile hidrojen peroksit, hidrojen siilfit, laktik asit, ve spesifik bakteriyosinler gibi
antibakteriyel maddeleri tiretip, epitel hiicre yiizeyi ya da bagirsak mukoza
arayliziindeki zararli mikroorganizmalar1 ¢ikararak antienflamatuar &zelliklerini
sergilerler.  Prebiyotikler ise kisa zincirli yag asitlerinin {iretimini arttirip, kolon
ortammnin  pH’'m1  disiirerek potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalarin
biiylimesini engellerler. Biitiratlar ise bir besin olarak islev goriir ve zarar gbérmiis
bagirsak epitelinin  onarimini  arttirirlar.  Probiyotik ve prebiyotik  kullanimmin

enflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisinde ve bazi prebiyotiklerin iilseratif kolit



hastalarinda fayda saglayabildigi ¢ahsmalarda vurgulanmaktadir (Orel ve Trop, 2014, s.
11505).

Cocuklarda alerjik hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde probiyotik ek gidalar
kullamimaktadir. ~ Cesitli ~ epidemiyolojik veriler alerjik cocuklarn  bagirsak
mikroflorasinin saghkli ¢ocuklarinkinden farkli oldugunu gostermektedir. Bu floranin
bakteri cesitliligi de bagisiklik sistemini etkilemektedir. Alerjik ¢ocuklarm bagirsak
florasinin, bir probiyotik olan bifidobakterileri sagliklilara gére diisiik kolonizasyonda
icerdigi bilinmektedir. Cogu literatiir verisi, probiyotiklerin bagirsak mikroflora
kompozisyonunu  ayarlayabilecegini ve imminomodiilatér etkisi olabilecegini
gostermektedir. Dengesiz mikroflora alerjik hastaliklarin gelisimine yardim ettigi icin,
probiyotiklerin; bagirsak mikroekolojisini dengeleme, normal bagirsak gecirgenligini
onarma, immiinolojik bagirsak bariyeri fonksiyonunu gelistirme, proenflamatuar
sitokinlerin firetimini diizenleme kapasitesi nedeniyle alerjik hastaliklara kars: faydali
olabilecegi goriilmektedir (Meneghin vd., 2012, s. 727-729).

Metabolik hastaliklarda bakteriyel dengesizlik durumunda, viicut agirlig, insiilin
hassasiyeti, glikoz metabolizmasi ve diger kardiyo-metabolik risk faktorlerinin ortaya
¢ikmasinda bagirsak mikrobiyatasinin rol oynadii goriilmektedir (Hansen vd., 2015, s.
2).

Hipertansiyonun, kardiyovaskiiler hastaliklar igin en énemli risk faktérii oldugu,
fermente gidalarin tiretiminde yaygm olarak kullanilan ve insan sagligim destekleyici
etkileri nedeniyle probiyotikler olarak kabul edilen laktik asit bakterilerinin oral
uygulamasinin, sistolik kan basincini, uygulama siiresince dnemli olgiide diisiirdiigi

goriilmiistiir (Yang vd., 2015, s. 9).

1.3. Antioksidanlar

Besin kalitesi bozulmasinin baslica nedeni olan lipid oksidasyon, besinlerin
kalitesi, rengi, tadi ve 6zelliklerini olumsuz etkileyen bazi degisimleri baslatmaktadir
(Wettasinghe ve Shahidi, 1999, s. 401). Antioksidanlar, lipidlerin oksidatif bozulmasini
onleyerek ya da geciktirerek besin kalitesini koruyan veya oksidasyon boyunca besin
maddesinin bozulmasini, kiiflenmesini ve renginin solmasmi énleyen maddelerdir (Wu,

Cao ve Prior, 2002, s. 1865).
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Gida maddelerine antioksidan ilavesi ¢esitli  ydnetmelikler tarafindan
simrlandirilmistir. Ornegin; ABD'de yiiriirlikte olan FDA yodnetmeligi, besinlerde
antioksidan varliginin triinlerin etiketlerinde bildirilmesini ve ne amagla kullanildigmin
agiklamasini istemektedir (Shahidi ve Naczk, 1995, s. 32). Gida iriinlerinde kullanima
uygun sentetik antioksidanlar:  biitillenmis hidroksitoluol (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), gallatlar (propil gallat (PG), dodesil gallat (DG)) ve fer-
biitilhidrokinon (TBHQ) dur (Wettasinghe ve Shahidi, 1999, s. 401, Pinho vd., 2000, s.
353). Uzun zamandir gida maddelerine antioksidan olarak ilave edilen sentetik
koruyucularin toksisitesinin anlagilmasi, tiiketicileri dogal antioksidan bilesiklere ve
gidalarda baz1 bozulmay: 6nleyici hazirlama tekniklerine yoneltmis, bu asamada da halk
arasinda ylizyillardir kullanilagelen yontemler 6n plana gikmistir (http-2).

Tuzlu su ve sirke agirhikli karigim igine domates, salatalik, lahana, patlican,
kavun, armut, ayva, erik, biber, mantar, sogan, sarimsak, patlican, karnabahar, kirmizi
pancar gibi fenolik bilesik iceren sebze ve meyvelerin konulup, bekletilmesiyle elde
edilen tursular da iyi bir antioksidan kaynagi olarak goriilmektedirler. Ciinkii sebze ya
da olgunlasmamis meyveler tursular: hazirlanarak pisirilmeksizin taze saklandiklari i¢in
igeriklerindeki antioksidan bilesikler korunur. Bu antioksidan bilesikler sayesinde
serbest radikallerin ataklarma karsi viicut korunmakta, hatta kanser, diyabet,
arterioskleroz, enflamasyon, kalp hastaliklari gibi kronik hastaliklarin  seyri

yavaglamaktadir (http-3).

1.4. Kirmuzi Pancar (Beta vulgaris L.)

Beta vulgaris L. (kirmizi pancar) taksonomik smiflandirmada Angiospermae
bélimii, Dicotyledonae siifi, Chenopodiaceae familyasia dahildir. Yapilan kaynak
taramalarinda Beta vulgaris L. seker pancari olarak adlandirilmasina ragmen iilkemizde
yazilan bazi bilimsel kaynaklarda Beta vulgaris L. var. rapa forma rubra (Tanker,
Koyuncu ve Coskun 2007, s.73) ya da Beta vulgaris ssp. vulgaris var. conditiva (http-
4) olarak adlandirilirken, yurt disinda yapilan birgok ¢alismada Beta vulgaris L. (Bator
vd., 2016, s. 979; Cardoso-Ugarte vd., 2014, s. 276; Wruss vd., 2015, s. 46), Beta
vulgaris L. ssp. vulgaris (Canadanovic-Brunet vd. 2011, s. 575), bazilarinda ise B.

vulgaris rubra (Ninfali ve Angelino, 2013, s. 188) olarak verilmistir. Bu ¢alismada
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kirmizi pancarin Latince adi The Plant List (http-5) de verildigi gibi Beta vulgaris L.

olarak kullanilmstir.

¥
\
Y

Géorsel 1.1. Beta vulgaris L. (Kirmizi Pancar)

Beta vulgaris L. iliman serin iklimlerin bitkisidir. Avrupa'min kuzeyi ve giineyi
kirmizi pancarin ana vatanidir. Isveg'in giineyinden, giiney Ingiltere'ye hatta Akdeniz’e
kadar uzanir. Ulkemizde gogunlukla kuzey Ege ve Marmara bolgelerinde yetistirilir.
Tlkbaharda ekilip yazin yetistirilirse de, serin mevsimde yetistirilenleri renk ve nitelik
yoniinden daha kalitelidir (Tanker, 2003, s. 73).

Seker pancarindan daha kiigiik kirmizi renkli depo koklere sahip kirmizi pancar,
ince kokli, iki yillik, otsu bitkidir. i1k yil bitkinin toprakalti depo kokleri ile toprak iistii
yesil kisimlari, ikinci yil ise ¢igek ve tohumlari gelisir. Kirmizi pancarin yenen kisimlari
olan depo kokleri yuvarlak, alt ve iistiinden hafif basiktir. Depo koklerin kabuk ve eti
koyu siklamen rengindedir (Aellen, 1967, s. 300)

1.4.1. Kimyasal yapisi
1.4.1.1. Fenolik maddeler
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Bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunan fenolik maddeler sebze, meyve,
kurubakliyat gibi kaynaklarla viicudumuza girebilmekte ve insan saghgi iizerinde
koruyucu olarak ¢ok sayida fizyolojik etkileri oldugu birgok ¢aligmada goriilmektedir.
Fenolik maddeler son 20 yildir gesitli kronik hastalilara kars: koruyucu bir antioksidan
olarak bilinmektedir (Tomas-Barberan vd., 2016, s. 471-472).

Kirmiz1 pancarin igerigindeki fenolik maddeler baslica betalain, flavonoid, fenolik
asit, fenolik amidler gibi farkli molekiil yapilar igerirler (Ninfali ve Angelino, 2013,
s5.189).

1.4.1.1.1. Betalainler

Bitki ve meyve ile beslenen hayvanlar meyve veya sebzenin olgunlagma
derecesini tahmin etmek ve yenilebilecek kisimlar1 tanimak icin bitkilerin rengine
giivenirler. Pigmentler, herhangi bir bitkinin taninmasia yardimei olacak temel ipuglan
verirler. Bitkide dnce 6zellesmis plastitlerde olusur, sonra vakuollerde depolanirlar. En
¢ok bilinen pigmentler karotenoidler, klorofiller, antosiyaninler ve betalainlerdir.
Antosiyaninler neredeyse tiim Angiospermae iiyelerinin renklerinden sorumlu iken,
betalainler sadece Caryophyllales sinifi Chenopodiniae alt takiminda bulunmaktadir.
llging olan antosiyaninler ile betalainler hi¢bir zaman ayni bitkide bulunmazlar. Yapisal
farkliliklari, farkli biyokimyasal yolaklara dayanmaktadir; tirozin betalainlerin,
fenilalanin ise antosiyaninlerin prekiirsérii olarak bilinir (Stintzing ve Carle, 2004, s. 19-
21).

Bitki dokularindaki renk ¢esitliligi sadece antosiyaninlerin ya da betalainlerin
yapisal farkliliklar ile anlagilmaz. Morfolojik farkliliklarda bitkinin goriiniisiine katkida
bulunur. Bu &zellikler nadiren gida boyasi olarak kullanimlarda dikkat cekmektedir.
Ayrica antosiyaninler ve betalainlerin yikici oksidatif hasara karsi bitkilerin
korunmasindaki fizyolojik rolleri yogun olarak ¢alisiimaktadir. Benzer pozitif etkiler bu
pigmentleri sindiren insanlarda da gériilmektedir (Nowacki vd., 2015, 5.192).

Bitkiler agirlikli olarak fotosentez yapabilmek icin klorofile ihtiyag duyarlar.
Klorofil bitkilerde yesil renkden sorumludur. Hayvanlarin dikkatini cekerek hem
tozlasma hem de tohumlarin dagitilmasini saglamak amaciyla pigmentasyonda yesil
digindaki zit renklere de ihtiya¢ vardir. Bunun yaninda, bitkilerde pigment sentezinin

nedenlerinin dig etkenler, yaslanma ve degisen gevreye uyum saglama oldugu
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kanitlanmistir. Bu anlamda, klorofiller, karotenoitler ve flavonoidler ilgili dokularda
fizyolojik durumu dengede tutmak igin iiretilirler (Stintzing ve Carle, 2004, s. 20).

Caryophyllales takiminin 13 familyasinda antosiyaninlerin yerini alan betalainler
de, benzer fonksiyonlar gosterirler. Polen transferi i¢in hayvanlarin ilgisini ¢ekmesi ve
meyve yiyen hayvanlarin hazmettikleri tohumlarin dagilmasi, bitkilerin iiremesini
kolaylastirmak i¢in esastir. Buz ¢igeginde (Mesembryanthemum crystallinum L.)
betasiyanin birikmesi UV radyasyonun bitki dokusuna verecegi hasari énler (Ibdah vd.,
2002, s. 1145). Fakat yer altinda yetisen meyvenin renklenmesi konusunda ¢ok fazla
bilgi yoktur. Kirmizi pancarin viriislerden korunmay: gelistirmek (Nemzer vd., 2011, s.
42), patojenlere kars1 direncini arttirabilmek (Stafford, 1994, s. 92) i¢in renklendigi
diistiniilmektedir. Bu varsayimlar, en yiiksek betasiyanin konsantrasyonunun kirmizi
pancar sap1 ve etinde degil, derisinde tespit edilen bir ¢alisma ile desteklenmektedir
(Kujala vd., 2000, s. 5342).

Bir ¢aligmada betasiyaninlerin vakuollerde kristal olarak depolandigi (Iwashina
vd., 1988, s. 178), baska bir ¢aligmada betalainlerin bis-anyonlar olarak hiicre
dzsuyunda ¢6ziinmiis olarak bulundugu (Wyler, 1969, s. 146) belirtilmektedir.

COOH
(D
Ry R R*
2 .H H ‘
. e
+/ ~~CooH \N>/"H
RO
6 l I
| |
ol L]
Hooc™ "N” “COOH Hooc"" ” COOH
1
& (ITD)

Sekil 1.1. Betalamik asit (1), Betasiyanin (Il) ve Betaksantin (I1])
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Fakat, Bougainvillea, Celosia, Gomphrena, Portulaca ve Mirabilis cinslerine ait
tiirlerin gicekleri ile baz1 kaktiis ¢igek ve meyvelerinin yapilarinda sart, kirmizi ve mor
tonlar1 agiklayan ¢ok daha biiyiik bir ¢esitlilik vardir (Stintzing ve Carle, 2004, s. 20).
Soézkonusu yapisal farklar betalainin iki alt grubunun bulundugunu gostermektedir;
Betasiyaninler ve betaksantinler (Pavlov, Georgiev ve Ilieva, 2005, s. 1532).

Yapisal olarak, betasiyaninler C-5 ya da C-6’de degisen agilleme ve glikolizasyon
modelleri ile substitiie olmus siklo-Dopa yapisi ile karakterize iken, betaksantinler
betalamik asit ve ¢esitli amino gruplarinin kondensasyon iiriinleridir. Betasiyaninlerin
en yaygin temsilcisi kirmizi pancardan (B. vulgaris ssp.) elde edilen betanidin 5-O-

glucoside (betanin)’dir (Kujala, Loponen ve Pihlaja, 2001, s. 344).

G'C'O 5 \H GL'O H
l I DY
+
HO ¢ N COOH j©\/|\>\COOH
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Sekil 1.2. Betanin (1) ve Neobetanin (11 )

Betasiyaninler iki dalga boyunda maksimum absorbans verirler; ilki siklo-Dopa
yapisindan dolayr UV alanda 270-280 nm arasinda, ikincisi ise ¢oziicii sisteminden
dolay goriiniir alan 535-538 nm arasindadir (Kujala vd., 2002, s. 507).

Neobetanin (14,15-dehidrobetanin) kirmiz pancardan elde edilen ilk bilesik olup
betasiyanine benzer yapi gosterirken, betaksantinler gibi 465 nm de maksimum
absorbans verir (Alard vd., 1985, s. 2383).

Betaksantinler, betasiyaninlerin aksine sari renklidir, karigimlart  bitkisel
dokularda farkl: tonlarin olusmasin saglar. Betalamik asitin aminler ve amino asitler ile
kondensasyonundan olusan betaksantinlerde yapilan modifikasyonlar, hipo ve
batokromik kaymalara neden olur. Amin gruplar ile kondensasyon sonucu daima daha

diisiik maksimum sogurma, aminoasitlerle kondensasyon sonucu ise daha yiiksek
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maksimum sogurma gériilmektedir. Ortamin ¢oziiciisii ve pH 1 maksimum absorbans

degerlerini degistirebilir (Ibdah vd., 2002, s. | 147).
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Sekil 1.3. Vulgaksantin (1), Vulgaksantin (I1) ve Indikaksantin (111)

B. vulgaris kabuklarinin fenolik igeriginin arastinildig bir calismada bulunan

betaksantinler, betanin ile birlikte bulunan vulgaksantin I, vulgaksantin I ve
indikaksantin olarak tespit edilmistir (Kujala vd., 2001, s. 345).
1.4.1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, benzo-piron yapisina sahip fenolik bilesiklerin biiyiik bir grubunu

olusturlar. Ce-C3-Cs yapisina uyan, aromatik A halkasina birlesmis heterosiklik C

halkasindan ve buna da ikinci aromatik B halkasinin birlesmesinden olusmaktadir
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Giiniimiizde 4000 den fazla flavonoid yapisinda bilesik oldugu bilinmektedir.
Flavonoidlerin biyoyararlanimi, metabolizmasi ve biyolojik aktivitesi niikleer yapidaki
hidroksil gruplarin sayisina, konfigiirasyonuna ve fonksiyonel gruplarin baglandigi

yerlere gore degismektedir (Kumar ve Pandey, 2013, s. 162750).

Sekil 1.4. Flavonoid yapist

Flavonoidler bitkide mezofil hiicrelerin ¢ekirdeginde biiyiime faktérlerini
diizenleyici olarak bulunurlar. Bitkide mikrobiyal enfeksiyonlara karsi koruyucu olarak
sentezlenir. Potansiyel antiviral aktivite gosterirler. Oksidatif stres ile miicadele ederek
ve serbest radikal stipiiriicli kapasitesiyle antioksidan aktivite gosterirler (Kumar ve
Pandey, 2013, s. 2).

Kirmizi pancarda, flavonoidlerden rutin basta olmak iizere katesin hidrat,
epikatesin (Georgiev vd., 2010, s. 105), ayrica koklerin asetonitril fraksiyonundan
betagarin, betavulgarin, kokliofilin A ve dihidrosorhamnetin izole edilmistir.
Betavulgarinin mantar ve abiyotik tedavilerde kullanilmakta oldugu bilinmektedir
(Kujala vd., 2002, s. 509).

Besinlerdeki flavonoidler oksidatif strese karst ¢nemli ekzojen savunma
mekanizmalaridir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz’1 inhibe etmektedirler. Bu enzimler
platelet agregasyonu ile makrofaj, prostoglandin ve lokotrien olusumunda anahtar rol
oynamaktadirlar. Epidemiyolojik ¢alismalarda flavonoidler, aterosklerozis, trombozis
ve karsinojeneziste onemli etkisi oldugu disiinilen LDL peroksidasyonunu da
onlemekte, ayrica koroner kalp hastaliklarini énleyici ve antikanser ozellikler de
gostermektedirler (Chen, Lapsley ve Blumberg, 2006, s. 2245; Coskun vd., 2005, s.
117).
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Sekil 1.5. Rutin (1) Betavulgarin (II) , Kokliofilin A (Ill) , Betagarin (IV), Isoramnetin
(V)

1.4.1.1.3. Fenolik asitler

Fenolik asitler, bitkilerde genis olarak bulunan genellikle suda ¢oziinen fenolik
bilesiklerdir (Miller vd., 2000, s. 312). Benzoik ve sinnamik asitlerden tiireyen

hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak iki grupta incelenmektedirler.
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Bununla birlikte fenolik asitler ¢ogu zaman serbest olarak bulunmazlar, kombinasyon
seklinde ya vakuollerde ¢oziinmiis ya da hiicre duvari bilesenlerine baglanmis
durumdadirlar (Macheix ve Fleuriet, 1998, s. 36).

Hidroksibenzoik asit tiirevleri genellikle Cq-C; yapisina sahip gallik asit, -
hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik ve sirinjik asitleri icermektedirler
(Balasundram vd., 2006, s. 191-203). Bunlardan dordii (p-hidroksibenzoik asit,
protokatesik asit, vanilik ve sirinjik asitler) angiospermlerde yaygin olarak bulunur,
digerleri ise (6rn., gallik asit ve salisilik asit) daha ¢ok seker molekiilleri ya da organik
asitlerle kompleks yapilar veya basit tiirevler seklindedirler (Macheix ve Fleuriet, 1998,
s. 36-37).

R, R> R; Ry

H H OH H p-hidroksibenzoik
R2 /F\"I asit
R3 COOH H OH OH H protokatesik asit
H OCH; OH H vanilik asit
R4 H OH OH OH gallik asit
H OCH; OH  OCH; sirinjik asit

Hidroksisinnamik asit tiirevleri ise ise {i¢ karbonlu yan zinciri iceren aromatik
halkali yapilardir; 6rn., kafeik, p-kumarik, ferulik ve sinapik asitler gibi (Balasundram
vd., 2006, s. 191-203). Sinnamik asitten tiiremis ve genellikle kumarik, kafeik, ferulik
ve sinapik asitlerin kombinasyonlari seklindedirler (Macheix ve Fleuriet, 1998, s. 37).
Cogunlukla organik asit veya glikozit esterleri seklinde ya da proteinlere veya diger

hiicre duvari polimerlerine bagh olarak bulunurlar (Chen ve Ho, 1997, s. 2374).

R, R;
H H p-kumarik asit
R1 COOH OH H kafeik asit
.
OCH; H ferulik asit
OH H OH  gallik asit

RE OCH; OCH; sinapik asit
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Fenolik asit ve esterlerinin antioksidan aktivitesi molekiildeki hidroksil gruplar:
sayisiyla orantilt olarak artmaktadir (Balasundram, Sundram ve Samman, 2006, s. 1923,
Antioksidan aktiviteyi, hidrojen atomlarimi vererek hidroksil, singlet oksijen, peroksil,
peroksinitrit radikallerini siipiirerek veya gegis metalleriyle selat olusturarak
gerceklestirmektedirler (Halliwell, 2002, s. 968). Yapilan cesitli antioksidan aktivite
¢aligmalarinda, hidroksisinnamik asit tiirevlerinin hidroksibenzoik asit tiirevlerine gore
daha etkili oldugu gosterilmistir (Chen ve Ho, 1997, s. 2375).

Fenolik asitlerin lipid peroksidasyonunu énledigi de saptanmistir. Dogrudan LDL
oksidasyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedirler. Ayrica arteriyel duvarda
birikerek arteriyal makrofajlarda NADPH oksidazin aktivasyonunu inhibe edip
makrofaj lipid peroksidasyonunun da dniine gegmektedirler (Halliwell, 2002, s. 969).

Kirmizi pancarda farkl oranlarda 4- hidroksibenzoik, gallik asit, sirinjik asit,
kafeik asit, klorojenik asit gibi fenolik asitlerin bulundugu bildirilmistir (Wruss vd.,
2015, s. 51; Georgiev vd., 2010, s. 107). Yapilan ¢aligsmalarda gallik, ferulik, sirinjik ve
kafeik asitlerin, kirmiz1 pancardaki toplam fenolik bilesiklerin % 3' iinii olusturdugu
belirtilmistir (Wruss vd., 2015, s. 51). Ayrica, kirmizi pancarin icinde bulundugu
Chenopodiaceae ailesi feruloglikoz gibi hidroksisinamik asit glikozitleri ve esterlerini
de igermektedir (Kujala vd., 2002, s. 508).

Kafeik ve gallik asitin antikarsinojen etkili oldugunu (isleroglu vd. 2003, 23),
ayrica gallik ve p-hidroksibenzoik asitlerin ayn1 zamanda antimikrobiyal etki gosterdigi
ve gidalarda dogal koruyucu olarak kullanildiginmi gosteren calismalar da mevcuttur

(Coskun, 2006, s. 28).

1.4.1.1.4. Fenolik amidler

Fenolik asitlerin karboksil gruplari karbohidratlar, glikozitler, aminoasitler veya
proteinlerle reaksiyona girebilirler. Reaksiyon sonucu alkoller ile fenol esterlerini,
amino bilesikleri ile de fenolik amidleri olustururlar (http-6). Kirmizi pancar
kabuklarmin  asetonitril  fraksiyonundan  N-trans ferulotramin ve N-trans
ferulohomovanilamin isimli fenolik amidler izole edilmistir (Kujala vd., 2002, s. 509).
Bu bilegikler, radikal siiptiriici ve renk koruyucu etkileri nedeniyle antioksidan ve

antikanser olarak kullanilmaktadir (Ninfali ve Angelino, 2013, s. 191).

20



Sekil 1.6. N-trans-feruloiltramin

1.4.1.2. Triterpenik saponinler

Diinya ¢apinda geleneksel tipta kullanilan birgok bitki, terapotik zelliklerinden
sorumlu oldugu diisiiniilen saponin yapisinda bilesikler igermektedir (Bator vd., 2016, s.
979). Saponinlerin  antienflamatuar, immiinomodiilatér, sitotoksik, antitimor,
antimutajenik, antihepatotoksik, antidiyabetik, hemolitik, antiviral, antibakteriyal ve
antiparaziter etkilerinin oldugu bilinmektedir (Mroczek vd., 2012, s. 12397).

Kirmizi pancarda 44 gesit triterpenik saponin oldugu gosterilmistir. Bu bilesikler
oleanolik asit, hederagenin, akebonoik asit ve gipsogenin olmak iizere dort farklr
aglikon icermektedirler. Yapilan ¢alismalarda 44 saponinde 10 farkli izomer grubu

bulunmustur; betavulgarosid I-X (Bator vd., 2016, s. 989) (Sekil 1.7).

1.4.1.3. Diger Bilesikler

Kirmizi pancar, ayrica karbonhidrat ve lif agisindan da zengin bir bitkidir. Toplam
seker miktant % 77.5 olmakla birlikte bunun % 94.8 i siikroz, % 3.3 ii glikoz, % 1.9'u
fruktoz oldugu bilinmektedir (Wruss vd., 2015, s. 52). Kalsiyum, sodyum, potasyum,
fosfor, nitrat gibi minerallerce de zengindir (Ninfali ve Angelino, 2013, s. 192). Ayrica,
onemli oranda C vitamini (16 mg/100 gr) igermektedir. Tiamin, riboflavin, niasin, B6
ve BI2 ayrica yagda ¢oziinen A, E ve K vitaminlerini tasimaktadir. Trans yag asidi ve
kolesterol icermeyen kirmizi pancarm igindeki doymamus yag asidi miktari, doymus yag
asidine gore daha yliksektir (http-7).

Bu bilesiklerin disinda kirmizi pancar kabuklarinda 5,5°,6,6’-tetrahidroksi-3,3 bisindol
alkaloidi oldugu da rapor edilmistir (Kujala vd, 2002, s. 508).
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1.4.2. Kirmizi pancarin gida olarak kullanimi

Renkler, gidalarin tiiketiciler tarafindan ilgi gormesine neden olan énemli kalite
belirleyicileridir. Tiiketiciler, gida iiriinlerinde sentetik renklendiricilerden kagindikga,
gida sanayilerinde dogal pigmentlerin kullanimi artmaya baslamistir. Gida ve ilag
endistrisinde yapay renklendiriciler yerine dogal renklendiricilerin kullanilmasinin 1yi
bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir (Ravichandran vd., 2014, s. 2221).

Dogal kirmizt pigmentler iceren miirver, kirnzi lahana, ebegiimeci, kirmizi
pancar, kirmuz bocegi boyast ve kaktiis meyveleri kirmizi gida boyast olarak
kullanilmaktadir (Fernandez-Lopez vd., 2013, s. 16). Kirmizi pancar betalain
igeriginden dolayr dogal boya kaynag: olarak kabul edilir. Ozellikle son dénemlerde
kirmuzi pancarin islenmis iriinlerde antioksidan ve dogal boya olarak kullanilabilmesi
i¢in betalainleri ve fenolik bilesenleri ekstre etme ve analiz etme yontemleri iizerinde
¢aligmalar yapilmaktadir (Jin vd., 2014, s. 480).

Kapsiillenmis kirmizi pancar betalainleri gidanin renk degisikligini korumak
veya gidalan zenginlestirmek ig¢in gida katkisi olarak gelecek vaat etmektedir
(Ravichandran vd., 2014, s. 2221). Avrupa Birligi tarafindan betalainlerin gida
renklendirici olarak kullanimina izin verilmis ve betalainler E162 olarak etiketlenmistir,
Betalainlerin ¢zellikle boyanmis gida iirtinlerinde kullanimi uygundur (Cai vd., 2001, s.

4429; Roy vd., 2004, 1087).
1.4.3. Halk arasinda kullanim

Kirmizi pancar, Romalilar zamanindan beri dogal tedavi amagl kullanilmustir,
Avrupa iilkelerinde kirmiz1 pancar iiretiminin ve titketiminin iilkemize gore daha erken
bagladii (16. yiizyil baslari ve ortalari) ve onemli miktarda iiretim ve tiiketim
yapildigina iligskin bilgiler vardir (Page, 1999, s. 183). Giiniimiizde de bir¢ok {iilkede
yetistirilip, beslenme diizeninin bir pargasi olarak kullamimaya devam etmektedir.
Avrupa’da yemegi yapilan, salata ve tursularda ¢ig olarak tiiketilen bir sebze olan
kirmizi pancarin, tilkemizde genellikle tursu olarak tiiketimi yaygindir (Swain vd.,

2014, s. 250424).
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Anadolu’da sa¢ dokiilmeleri, sedef, egzama, iirtiker, kurdesen, cilt giizellestirici,
viicut kagmntilart ve karaciger hastahiklari icin dahilen, basurda ise haricen kullanildig
bilinmektedir (http-8).

Diinyanin bazi yerlerinde depo koklerin antitiimér, karminatif, emenagog ve
hemostatik olarak kullamldigi bilinse de, bu iddialari kanitlamak icin yeterli klinik
¢alisma bulunmamaktadir (http-9). Kirmizi pancar dogal renklendiriciler arasinda
degerlendirilmekte olup dogal triinleri kullanmanin giderek daha ¢ok tercih edilmesi,

kirmizi pancarin da énemini artirmaktadir (F einandez-Lopez vd., 2013, s. 13).
1.4.4. Farmakolojik ¢calismalar

Fenolik asitler, flavonoidler ve betalainleri yiiksek oranda igeren kirmizi pancarin
zengin bir antioksidan kaynagi oldugu kanitlanmstir (Clifford vd., 2015, s. 2801;
Kujala vd., 2002, s. 505). Kirmiz1 pancardaki betalainler; betanin, izo-betanin,
dekarboksibetanin ve neobetanindir (Sporna-Kucab vd., 2015, s. 29). Arastirmalarda
betalainlerin yiiksek antioksidan ve antienflamatuvar kapasiteleri in vitro ve in vivo
ortamdaki ¢alismalarla gosterilmis (Georgiev vd., 2010, s. 105), ayrica stres faktérlerini
azalttif1, hiicreleri oksidatif hasardan korudugu ve bilissel aktiviteyi arttirdigi da
vurgulanmustir (Clifford vd., 2015, s. 2821; Wootton-Beard vd.,, 2014, s. 9). Betaninin
lipid peroksidasyonunu onlemede en etkili betalain oldugu belirtilmigtir (Clifford vd.,
2015, s. 2822).

2015" te yapilan bir ¢ahsmada, ozellikle MCF-7 kanser hiicrelerine
betanin/izobetanin uygulanmig, apoptoza giden hiicrelerin arttigl, bu hiicrelerde
otofagazom vezikiiller olustufu gozlenmis, otofajik hiicre 8liimii goriilmistiir. Bu
durumda betanin ve steroizomeri izo betaninin kanser hiicresi ¢ogalmasm ve
yasamasini azalttigi sonucuna varilmistir (Nowacki vd., 2015, s. 1973).

Bireylerde hiperglisemi ve hiperinsiilineminin tekrarlanmasi insiilin direncine
neden olmaktadir. insiilin direnci, Tip 2 diyabetin gelismesinde temel nokta olup
metabolik sendromun bir ayagidir. Kiiresel toplumlarda insan saglig: icin risk olusturan
bu hastaliklarin ekonomik yiikleri de fazla oldugu i¢in, azaltilmasi veya Onlenmesi son
derece 6nemlidir. Diinyadaki Tip 2 diyabetli insan sayisinin 2040 yillarinda 642
milyonu bulacag: tahmin edildiginde, bitkilerin antihiperglisemik etkilerini aragtirmak

daha da Onemli hale gelmektedir. Yapilan bir calismada, kirmizi pancar suyunun
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postprandiyal glikoz fizerine etkisi incelenmis, bireylere 225 mL kirmizi pancar suyu,
kontrol olarak da toplam 50 g’lik sukroz, fruktoz, glikoz i¢eren karbonhidrat kaynag:
sivi verilmistir. Karsilastirma yapildiginda kirmizi pancar alan grupta, ilk 30 dakikadaki
glikoz cevabi ve ilk 60 dakikadaki yemek sonrasi insiilin cevabinin disiik ¢iktig
gortilmiistiir. Kirmizi pancar suyunda bulunan betalain, polifenol ve diyet nitratinin
hem yemek sonrasi hiperglisemiyi diisiirerek hem de glikozun sindirim, emilim ve
transferini azaltarak reaktif hiperinsiilinemiyi dengeledigi belirtilmistir (Wootton-Beard
vd., 2014, s. 8).

Kirmizi pancar suyunun, domates, havug gibi sebze sulari ile portakal ve ananas
gibi meyve sularinin antioksidan kapasitesinin karsilastinldig1 bir calismada, kirmizi
pancar suyunun, nar suyu hari¢ digerlerinden daha aktif oldugu goriilmiistiir. Ayn
calismada, kirmizi pancar suyunun DNA oksidatif hasarina karsi koruyucu oldugu
vurgulanmustir (Clifford vd., 2015, s. 2822).

Cesitli hayvan modellerinde kirmizi pancar suyunun, tiimér olusumlarin azalttig
gozlenmistir. Kapadia ve arkadaslari, diisiik dozda uzun siire kirmizi pancar ekstresi
kullammuinin, insanlarda kanseri Onleyici olarak giivenli ve yeterli olabilecegini
belirtmislerdir. Farkli konsantrasyonlardaki kirmizi pancar ekstrelerinin, kanser ilaci
olan doksorubisinin, insan pankreas, meme ve prostat kanseri hiicrelerindeki sitotoksik
etkileri incelenmis, 72 saatlik uygulamada kirmizi pancar ekstrelerinin doksorubisin
kombinasyonuyla birlikte insan kanser hiicrelerini tedavi ettigi goriilmiistiir (Kapadia
vd., 2013, s. 10).

Lee ve arkadaslarinin yaptig1 bir sitotoksisite ¢alismasinda ise betanin ve betain
sirastyla 0-400 pg/ml ve 0-800 pg/ml konsantrasyonlarda 48 saat boyunca HepG2
hiicreleriyle  maruz  birakilmis, betanin, HepG2 ¢ogalmasini 200 ug/ml
konsantrasyonunda % 49 azaltirken, betain 800 ug/ml konsantrasyonunda % 25 azalttig1
gorlilmiistiir. Betaninin, betaine gére ¢ok daha yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu ¢alismada, kirmizi pancarin olumlu saghk etkilerinden sorumlu
betalain ve betain iceriklerinin yetistirme kosullari degistirilerek arttirilabilecegi
vurgulanmistir (Lee vd., 2014, s. 1330-1331).

2014 yilinda yapilan bir ¢alismada, laboratuar ortaminda gii¢lii bir karsinojen ve
immiinosupresif olan 7,12 dimetilbenz[a]anthrasen (DMBA) ile meme bezinde, DNA
hasar1 olusturulmustur. Kirmizi pancar suyu ile tedaviden sonra meme bezinde, DMBA

detoksifikasyonunda aktif bir enzim olan glutatyon-S-transferaz enzim seviyesinin
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arttifl gozlenmistir. Bu etki, ckstre icerisindeki betalaine baglanmistir (Szaefer vd.,
2014, s. 55,61).

Laktik asit bakterileri ile fermente edilmis kirmizi pancar suyu ile ratlar iizerinde
yapilan bir calismada, fermente olmus pancar suyunun kansere karsi koruma
saglayabilecegi ve digkidaki sitotoksik ve genotoksik etkileri azaltacagi ve
organizmanin oksidatif durumunu gelistirebilecegi belirtilmistir (Klewicka vd., 2012, s.
904).

Ratlar iizerinde kirmizi pancar suyunun karaciger hasarmi onledigi (Krajka-
Kuzniak vd., 2012, s. 2027-2033) ve radyasyondan koruyucu etkisi oldugu gosterilmis,
ama bunun altinda yatan mekanizma tam olarak aciklanamamistir. Betalainlerin
antioksidan etkisi ve bagisiklik sisteminde olugturduklart olumlu etkilerinden dolayi
oldugu diistintilmistiir (Lu vd., 2009, s. 227).

Fareler tizerinde yapilan diger bir calismada, iki gruba ayrilan farelere % 20 yagli
ve % 1 kolesterollii diyet verilmis, sadece bir grubun diyetine % 8 oraninda kurutulmus
kirmizi pancar yapraklar ilave edilmistir. Dort hafta boyunca bu sekilde beslenen
farelerde, kirmizi pancar yaprag ilave edilen gruptaki diyetin, lipid peroksidasyonunu
onledigi, plazma ve dokulardaki antioksidan sistemini gelistirdigi goriilmiistiir. Ayrica
farelerde kirmizi pancarh diyetin viicut yag dokusunda ciddi azalma gostererek beden

agirhginda hafiflemeye neden oldugu gosterilmistir (Lee vd., 2009, s. 115,121).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Yumru gévde metamorfozu olan Beta vulgaris 1. (kirmizi pancar) depo kokleri
Eskigehir semt pazarindan 2014 yili Nisan ayinda alinmustir. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimii’nden Do¢ Dr. Onur Koyuncu

tarafindan teshis edilmistir.

2.2. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi-Ektraksiyon Yontemleri

2.2.1. Ekstraksiyon 1

10 g taze kirmizi pancar depo kokleri kesildikten sonra rondoda pargalanmis,
100 ml su (% 0,05 asetik asit igeren) ile 3 saat ¢alkalanarak ckstre edilmistir. Islem 3
kez tekrarlanmus, siire sonunda siiziilerek birlestirilen ekstreler dondurularak liyofilize
edilmigtir (P1). Daha sonra % ekstre verimi hesaplanmistir (Ravichandran vd., 2013,

5. 672).

2.2.2. Ekstraksiyon 2

100 g taze kirmizi pancar yumrular kesildikten sonra rondoda pargalanmis 500
ml % 2 sitrik asit igeren etanol ile 24 saat galkalanarak ekstre edilmistir. islem 3 kez
tekrarlanmis, siire sonunda stiziilen ckstreler 40 °C de algak basing altinda rotavaporda
yogunlagtirilarak etanolden kurtarilmis ve bakiye liyofilize edilmistir (P2). Daha sonra
% ekstre verimleri hesaplanmigtir (Alard vd., 1985, s. 2384)

2.2.3. Fermentasyon

Yaklagik 200 g kirmiz1 pancar yumrusu yikanip, halkalar halinde dograndiktan
sonra 500 mI’lik cam kavanozlara yerlestirilmis, iizerlerine ii¢ farkli NaCl orani (% 1,
% 3 ve % 5 ) ve iki farkh asetik asit orani (% 10 ve % 20 ) ile hazirlanmis 400 ml su

ilave edilmistir. Bu asamada gelencksel tursu hazirlamada kullanilan klorsuz su
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kullanilmistir. Hazirlanan tursular oda sicakh@inda karanhk ortamda sekiz hafta
saklanmis, daha sonra sulart ve kati maddeleri ayrilarak derin dondurucuda
dondurularak, liyofilize edilmistir (T1-T9). Aktivite ve miktar tayinlerinde liyofilize

tirtinler kullanilmistir.

Tablo 2.1. Kirmizi Pancar Tursulart i¢in Kullanilan NaCl ve Asetik Asit Oranlart

Cig Su NaCl Asetik Asit
pancar
miktari
T1 (s)' 216 gr 400 mL % 1 % 10
T2 (k)*T3(s) 203gr 400 mL % 1 % 20
T4 (s) 202gr 400 mL % 3 % 10
T5(k)-T6 (s) 194gr 400 mL % 3 % 20
T7 (s) 200gr 400 mL %5 % 10
T8 (k)-T9(s) 212gr 400 mL %5 % 20

's:s1vi “kekatt

2.3. pH Olciimii

Bir maddenin pH degeri hidrojen iyonu [H+] ile hidroksil iyonunun [OH-]
derigimlerinin oranina baghdir (Ozgelik ve I¢, 2000, s. 115). Liyofilize kirmizi pancar
ekstre ve tursularinin pH degerleri INOLAB pH720 marka cam elektrotlu dijital pH

metre ile Glgiilmiistiir.

2.4. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Ekstreler i¢indeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu Metodu kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edilmistir (Singleton vd., 1999, s. 153). Biitiin 6rnekler ve
standart olarak kullamlan gallik asit % 50°‘lik metanolde ¢oziilmiistiir. 0.5 ml 6rnek,
2.5 ml Folin-Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat
¢ozeltisi (% 20’lik, a/h, suda) deney tiiptinde karigtirilarak 2 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm'de spektrofotometrede
okunmus, ayni islem gallik asitin 5 farkli konsatrasyonu i¢in yapilarak, gallik asit

kalibrasyon grafigi cizilmis, elde edilen kalibrasyon esitligi (r2=0.997) kullanilarak,
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toplam fenol miktar gram ekstrede mg gallik asite esdeger (mg GAE/g ekstre) olacak
sekilde hesaplanmistir.

2.5. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini

Toplam Monomerik Antosiyanin miktari pH diferansiyel metodu kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Lee, Drust ve Wrolstad, 2005, 5.1270). Bu
metodun prensibi, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0'da renkli oksonyum formunun,
pH 4.5'de ise renksiz hemiketal formuna sahip olmasina dayanmaktadir. Buna gore,
ortam pH'1 1.0 ve 4.5 oldugu zaman olgiilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan
antosiyanin konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir.

Islem, 1 em kalinhgindaki tek kullammlik kiivetlerde UV-Visible
Spektrofotometre (Shimadzu 160A)’de yapilmis, ancak ekstrelerin spektrofotometrede

700 nm’de absorbans vermedikleri goriilmiistiir.

2.6. Toplam Betasiyanin ve Betaksantin Miktar Tayini

Betaksantin ve betasiyanin miktart UV/vis spektrofotometre ile belirlenmistir.
Hazirlanan ekstrelerin 476 ve 535 nm dalga boyundaki absorbanslari okunarak
asagidaki formiille betaksantin ve betasiyanin miktarlari mg/g olarak hesaplanmustir

(Castellanos-Santiago ve Yahia, 2008, s. 5760).

A. (DF).(MA) .Vd
Betasiyanin/Betaksantin Miktar1 = x 100

E.L.
(mg/100 g) Wd

A: 535 ve 476 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri
DF: seyreltme faktorii
MA: molekiil agirhigi (550 g/mol)

Vd: ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicii miktar (mL)
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€: Molar ekstinksiyon katsayis1 (betasiyanin i¢in 60,000 L/mol ¢m; betaksantin icin

48,000 L/mol cm)
L: kuvetin boyu (1 cm)
Wd: 6rnek miktar (g)

2.7. Toplam Betalain Miktar Tayini

Toplam betalain miktari; toplam betasiyanin ve toplam betaksantin miktarlarinin

toplanmasi ile hesaplanmistir.

2.8. YBSK-DAD ile Fenolik Asitlerin Tayini

Kirmizi pancar ve tursularina ait ekstrelerin icerdigi fenolik asitlerin miktar
tayinleri ters-faz Cj3 kolon ve gradient eliisyon ¢bziicii sistemiyle daha 6nce
gergeklestirdifimiz galismaya uygun olarak Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi—
Diode Array Dedektor (YBSK_DAD) sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Oztiirk
vd., 2007, s. 589).

Ters faz analitik kolonda ayrilan fenolik bilesiklerin YBSK-DAD sisteminde,
UV spektrumlari kontrol edilerek ekstreler igindeki fenolik bilesiklerin teshisleri
gergeklestirilmis ve miktar tayini ¢aligmalarina gegilmistir (Rodriguez-Delgado vd.,
2001, s. 249, Sakakibara, vd., 2003, s. 572 , Oztiirk vd., 2007, s. 590).

Analiz Kosullan

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-Cys kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3 mm partikiil ¢api) (GL
Sciences Inc.)

Degazer: DGU-20As(Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Akis hizi: 1 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 10 puL

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan) 280 nm

Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
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Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)
Gradient program: 0’dan 15 dakikada % 15 B’ye, 6 dakika % 15 B’de devam etmis,
% 15°den % 50 B’ye 10 dakikada, % 50°den % 100 B’ye 5 dakikada arttirilmis ve 6
dakikada baglangig konsantrasyonuna doniilmiistiir (enjeksiyon siiresi 42 dakika)
(Oztiirk vd., 2007, s. 588).

Sonuglarin  degerlendirilmesinde, ayirimin  tekrarlanabilirligini  saglamak
amactyla I¢ Standart (Internal Standart) (IS) yontemi kullanilmis, sunulan analiz
kosullarinda ilgili fenolik asitlerle birlikte sisteme IS olarak propil paraben eklenmis

ve [S'nin karigikliga neden olmayan bir yerde belirdigi gozlenmistir.

2.9. YBSK ile Betalain ve Betaksantin Tayini

Kirmizi pancar ve tursularina ait ekstrelerin icerdigi betalain ve betaksantin
tayinleri ters-faz Cig kolon, gradient eliisyon ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi—
Diode Array Dedektor (YBSK-DAD) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir
Analiz Kosullar:

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-Cis kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3 mm partikiil ¢cap1) (GL
Sciences Inc.)

Degazer: DGU-20A5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Akis hizi: 1 ml/dak

Enjeksiyon haemi: 10 uL

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan) (538 nm ve 476 nm )
Hareketli Faz A: 0.2 % (v/v) formik asit (suda)

Hareketli Faz B: asctonitril

Gradient program: 0-25 min, 10-55 % B (Cai, vd., 2005, s. 455).
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2.10. Biyolojik Aktivite Calismalan

2.10.1. DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivite tayini

Kararli bir radikal olan 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali bir elektron
veya hidrojen kabul eder. Antioksidanlarin, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme
yetenekleri tizerinden siipiiriicii etki gosterdikleri diisiiniilmektedir. Bu yontem ile
antioksidanlarin stabil DPPH radikalini, indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna
getirme yetenekleri degerlendirilir. Diger yontemlerle karsilagtinldiginda kisa zamanda
sonug veren bir yontemdir (Molyneux, 2004, s. 213).

Test edilen ekstrelerden hazirlanan ¢dzeltilerin DPPH iizerindeki serbest radikal
stiptirticii etkileri Sanchez-Moreno vd. (1998, s. 272) tarafindan modifiye edilmis
yontem kullanilarak tayin edilmistir.

Metanol igerisinde hazirlanmis 9.6x107-3.6x10~ mg/ml konsantrasyonlardaki
ornek ¢ozeltilerinden 0.1, 0.2 ve 0.4 ml alinarak, iizerlerine metanolde hazirlanmis 3
mL DPPH (2:{10'2 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 sn karistirilmis ve
karanlikta, oda sicakhiginda 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm'de absorbans
degerleri kaydedilmis, serbest radikal siipiiriici etki (% Inhibisyon) asagidaki esitlige
gore hesaplanmistir:

% Inhibisyon = [ (A -B)/A ] x 100

A: kontrol absorbansi
B: 6rnegin absorbansi

Radikal siipiiriicti etki (% inhibisyon) konsantrasyona karsi korele edilmistir.
Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis, referans madde olarak butil hidroksi

toluen (BHT) kullanilmistir,

2.10.2. g-Karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Bu yontem, f-Karoten ve linoleik asit sulu emiilsiyon sisteminde 1s1 yardimiyla
oksidasyonun indiiklenmesi esasina dayanmaktadir (Koleva vd., 2002, s. 13).
Kuru bir kaba tartilan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile f-karoten

¢Ozeltisinin tamami (3 mg/mL kloroformda) vorteksde iyice karistirilmis, kloroform
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algak basing altinda 40°Cde rotavaporda ortamdan uzaklastirlmistir. Bakiye su ile
emiilsifiye edilerek 100 mL’ye tamamlanmistir. Portakal renkli bu stok ¢ozelti deneyler
sirasinda karanhkta saklanmistir. 3 mL g-Karoten c¢ozeltisi igerisine 0.2 mL numune
¢ozeltisi (0.6 mg/mL konsantrasyonda) ilave edilerek vorteksde iyice karistirilmus,
herbir numune ¢ozeltisi (0.2 mL) mikroplaklara yerlestirilerek islem sirasmda 40°C de
etlivde tutulmus ve 15 dakika araliklarla 180 dk. siiresince 490 nm’de ELISA mikroplak
okuyucuda absorbanslart Sl¢tilmiistiir. Her bir deney 3 kez tekrarlanmus, sonuglar
zamana (dakika) karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek ve ayrica
antioksidan aktivite fenolik asit ilave edilmeksizin kontrole kargi oksidasyonun
inhibisyon ytizdesi olarak asagidaki esitlik kullamilarak hesaplanmis ve sentetik
antioksidan BHT nin sonuglari ile kargilagtinlarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak

metanol kullanilmistir.

% Antioksidan aktivite = 100 x [1-( A-A,"*" ) / ( AL-A*)]

A" = 6rnegin baslangigtaki absorbansi (490 nm)

A ornegin 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
A’ = kontrolun baslangigtaki absorbansi (490 nm)

A"** = kontrolun 180 dakika sonraki absorbans (490 nm)

2.10.3. Metal selatlama kapasitesi

Kirmizi pancar ve tursularindan elde dilen ekstrelerin demir iyonlarni selatlama
kapasitesi Orhan ve arkadaslarinin ¢aligmasi modifiye edilerek  tayin edilmigtir
(Orhan ve Ustiin, 2011, s. 386-388; Dinis vd., 1994, s. 161).

Cesitli konsantrasyonlarda 400 uL 6rnek (10 mg/ml) iizerine 40 pL FeCl, (2mM)
ve 80 pL Ferrozin (SmM) eklenmistir, metanolle 2 ml’ye tamamlanmistir. 10 dk
bekletildikten sonra 562 nm’de absorbanslari okunmus, pozitif kontrol olarak etildiamin
tetraasetik asit (EDTA) (0.5 mg/ml) kullantlmistir (n=3).

Metal selatlatlama kapasitesi (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmstir;

% Metal selatlama kapasitesi =[ (Akontrol-Aérnek )]/Akontrol x 100
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2.10.4. ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemi

Reaktif ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 10 ml 7mM 2, 2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit (ABTS) ¢ozeltisi ile 176 uL 140 mM K,S,0s karistirilarak 12-16 saat
karanhkta bekletilmistir. ABTS’in potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucunda
ABTS radikal katyonu olugmaktadir. Her ¢alisma oncesi taze hazirlanmasi gereken bu
reaktif, 753 nm de absorbansi 0,700 (+ 0.02) olacak sekilde etanol ile seyreltilerek
antioksidan aktivite tayininde kullanilmistir (Re vd., 1999, s. 1233).

Reaksiyon igin, 10 pL 6rnek ¢ozeltisi (0.1-10 mg/ml konsantrasyonda) iizerine |
ml reaktif ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dakika beklenmis ve 734 nm’de absorbansi
dl¢tilmistiir. Caligmada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak Trolox ¢dzeltisi (0.5
mg/ml) kullantlmistir.

Deney sonunda, ABTS radikal katyonunun % giderimi asagidaki esitlikle
hesaplanmigtir:

% Total aktioksidan aktivite = (Ac-As)/Ac x100

Ac: ABTS reaktif ¢ézeltisinin 734 nm’deki absorbansi
As: Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin 734 nm’deki absorbansi
Elde edilen sonuglar esitlikde yerine konarak % inhibisyon hesaplanmus,

sonuglar pozitif kontroliin sonuglari ile karsilastirilmistir.

2.10.5. Rediikleyici gii¢ dl¢iimii

Rediikleyici gii¢ tayini Shon vd., tarafindan gelistirilen metoda uygun olarak
yapilmistir (Shon vd., 2003, s. 595). Oncelikle % 1'lik potasyum ferrisiyanid
(K4[Fe(CN)g].3H,0) ve 200 mM fosfat tamponu (PBS) (pH 6,6) hazirlanmistir. 200 pL
ornek ¢ozeltisi (0.5 mg/ml konsantrasyonda) tizerine 500 pl PBS ve 500 pL % 1 lik
K4[Fe(CN)e]-3H,0 eklenmis, karisim 50 °C de etiivde 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra karisima 500 puL % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 4000 devirde 10
dakika santriftij edilmistir. Santrifiij sonrast 500 uL siipernatant, 500 pL distile su ve
200 pL 0,1’lik FeCls ile kanstirilarak elde edilen reaksiyon ¢ézeltisinin absorbansi, 700

nm’de ornek igeren reaksiyon karigimma (kdr) karsi okunmustur (n=3). 700 nm’de
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Slgiilen absorbansin 0.5 oldugu konsantrasyon (mg/ml) ECsy degeri olarak verilmistir.
Pozitif standart olarak askorbik asit ve butil hidroksi toluen (BHT) kullanilmistir {Les,
Yen ve Mau, 2007, s. 6).

2.10.6. MTT yontemi ile sitotoksisite tayini

Cahgmada Caco-2 (ATCC HTB-37) kolon hiicre hatti kullamlmustir. Ekstreler,
dimetilstlfoksit (Sigma) (DMSO)’da ¢oziilerek ana stok g¢ozeltiler hazirlanmistir.
Calisma dncesinde, stok ¢ozeltiden medyumla gerekli seyreltmeler (50, 100, 200 400
ve 800 pg/ml cahsma konsantrasyonlar) taze olarak hazirlanmistir (En yiiksek
konsantrasyonunda DMSO oram % 0.1'dir). Stoktan ¢ikarilan Caco-2 hiicreleri, %
10°luk fotal sigir serumu ve % 1 penisilin-streptomisin igeren RPMI-1640 (% 1 L-
glutamin, %1 sodyum piriivat) besiyeri i¢inde, flasklarda % 95 bagil nem ve % 5
CO-’li gaz ortaminda ve 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edilip cogaltilmustir.

Yéntem: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT)
dletimii, in vitro kosullarda hiicre metabolizmasinin canliligimi ve sitotoksisiteyi 6lemek
i¢in uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Canh hiicrelerde mitokondrinin,
MTT boyasinin igerdigi tetrazolyum halkasimi parcalayabilmesi ve mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir. Canliig azaltan; fakat 6ldiirmeyen
ozellikteki, sar1 renkli, suda ¢dziinebilen tetrazolyum tuzu (MTT), hiicrelere aktif olarak
absorbe olur ve suda ¢éziinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir. Tetrazolyum
halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan
trtintine doniismektedir. Formazan miktar;, direkt olarak canli hiicre sayisiyla
orantilidir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canliligimin dlgiitii olarak alinir ve
MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisiyla korelasyon
gosterir (Mosmann, 1983, s. 59; Dikmen vd., 2011a, s.1642; Dikmen vd., 2011b, s.
753).

Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.
Formazan kristalleri DMSO, izopropanol veya diger uygun ¢oziicii ilavesiyle ¢oziiniir
ve ¢bziinmils olan formazanin miktarmin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik

olarak Olglim yapilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamlig1 ve
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metabolik aktivitesinin tanimlanmasint saglar. Bu da hiicre canliliginin lciisii olarak
alimr (Mosmann, 1983, s. 55-63; Horakova vd., 2001, s. 658).

Metodun uygulanmasi: MTT (Sigma), PBS icinde coziilerek hazirlanmistir.
Uygun besiyeri ve kiiltiir ortaminda gogaltilan Caco-2 hiicrelerinin canli hiicre sayimi
yaptlmig ve her hiicre hatti ayri ayri 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 3.000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmis ve hiicrelerin yapismalari i¢in 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ekstrelerin, stok soliisyonlarindan hiicre kiiltiir besiyeri
iginde gerekli seyreltmeler yapilarak uygulanacak konsansantrasyonlar1 (50, 100, 200
400 ve 800 ug/ml) hazirlanmistir. Daha sonra plakalarin igindeki eski besiyeri atilmis
ve kuyucuklara taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanan ekstre konsantrasyonlari
uygulanmustir. Negatif kontrol grubundaki hiicrelere de % 0.1 oraninda DMSO iceren
besiyeri uygulanmistir. Daha sonra plakalar 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmustir.
Inkiibasyon siireleri sonunda plakanin icindeki besiyeri atilmis ve her bir 96’lik
kuyucuktaki hiicreler tizerine, 100 pL MTT g¢alisma soliisyonu ilave edilerek hiicreler 3
saat inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 uL DMSO
konulmustur ve 540 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda absorbans degerleri, her bir
grupta 6 kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri,
hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de yasayan hiicre sayist ile
iliskilendirilmistir. Sonuglar kontrole gére % hiicre canhihigi olarak hesaplanmis ve
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ornegin absorbans degeri

0 o N — T X lO
v Hitere Canlipy Kontroliin absorbans degeri = T

Elde edilen % canlilik degerleri, SPSS 11,5 yazilim programinda tek yonlii
ANOVA Tukey's post-hoc testi ile analiz edilmistir. Birbirinden bagimsiz 3 tekrar
deney sonuglarinin, ortalama =+ st. sapma degerleri olarak hesaplanmistir. Anlamlilik
degerleri (p< 0,05%; p<0,01**; p<0,001***) kontrole gore degerlendirilmistir.
GraphPad Prism 6.0 Anlamhilk Degerleri

*x*Ep<0,0001
**4p<0,001
**p<0,01
*p<0,05

n.s. p>0,05
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3. SONUCLAR

Dogal ya da sentetik maddelerin antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesi
igin birgok in vitro ve in vivo yéntem geligtirilmistir. Bunun yaninda, tek bir
antioksidanm veya fitokimyasal ajanin antioksidan kapasitesini tam olarak belirleyici
bir sistem bulunmamaktadir. Dogal antioksidanlarm ¢ogu bitkilerden elde edilmekte
olup, tiim yiiksek bitkilerin hemen hemen biitiin kisimlarinda genellikle fenolik ve
polifenolik bilesikler bulunmaktadirlar (Shahidi 2000, s. 158).

Tez caligmasi kapsaminda, son yillarda &zellikle gida endiistrisinde Snem
kazanan, dogal kaynakli antioksidan ve pro/prebiyotik iiriinlerden biri olan ve insan
saghgr agisindan ¢ok vyararhi Bera vulgaris (kirmizi pancar) depo koklerinden
hazirlanmis ekstrelerin ve farkli konsantrasyonlarda NaCl ve asetik asit ile hazirlanmis
tursularin kati ve sivi kisimlarinin toplam fenolik madde ve toplam betasiyanin
miktarlari spektrofotometrik, fenolik asit miktarlari ve betalain ve betaksantin varhig
kromatografik olarak belirlenmistir. S6zkonusu kisimlarin antioksidan aktivite- DPPH
tizerinden serbest radikal sipiiriicii aktivite, A-karoten linoleik asit sisteminde
antioksidan aktivite, TEAC, Metal selatlama kapasitesi ve Rediikleyici gii¢ sonuglart;
standart antioksidanlar Trolox, EDTA, askorbik asit ve BHT’nin sonuglar1 ile
kargtlastirilmistir. Bunlarm yaninda, tursu sulart ve pancar ekstrelerinin sitotoksik

ctkileri MTT y&ntemi ile tespit edilmistir.

3.1. Teplam Fenolik Madde Miktar:

Polifenolik bilesikler, yapilari geregi tasidiklari fonksiyonel gruplardan dolay:
elektron ve hidrojen verebilme kapasitesine sahip en 6nemli antioksidan bilesiklerdir.
Bu gruplar onlara polar olma &zelligi katarken antioksidan 6zelliklerini artirir, ayni
zamanda da serbest radikalleri ve oksitleyici gruplart elimine ederler (Medic-Saric vd.,
2009, s. 9).

Yontemin temeli kisaca fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
molibdenyum’a elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks
olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir.

Kirmizi pancar tursu sulari ve ekstrelerinin icerdigi toplam fenolik madde

konsantrasyonlari Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak Sekil 3.1. de verilen gallik asitin
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metanol ¢ozeltisinin kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemden yararlanilarak
gram ekstrede gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen kal ibrasyon egitligi

y =3,7975x +0.057"dir.

0,8

07 y=3,7975%+0,057 _
R?=0,997

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Sekil 3.1. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Kirmizi pancar ekstreleri ve tursularinin toplam fenolik madde miktarlar ve

ekstrelerin kuru baz iizerinden % verimleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kirmuzi Pancar Ekstreleri ve Tursularinin Kuru Drog Verimleri ve Toplam
Fenolik Madde Miktarlar:

Ekstreler % Verim Toplam fenol miktar1 *”
Tl 4.92 225.07 £2.43
T2 15.90 226.87 +£3.90
T3 10.36 228.72 +£1.12
T4 5.36 237.15+4.09
il 19.45 239.21 + 30.20
T6 2.90 216.72 + 4.37
T7 2.90 22920+ 3.98
T8 17.81 211,11 £0.83
T9 9.22 209.01 £1.25
Pl 20.10 255.62 + 2.37
P2 1.48 49.52 +0.02

"mg GAE/gram ekstre +SD.

Tez kapsaminda gahisilan kirmizi pancar ekstreleri ve tursu sularinin eksraksiyon

verimleri kuru baz iizerinden % olarak hesaplanmis; % 1.48 (P2) - % 20.10 (P1)
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arasinda bulunmugtur. Tursularin kat1 kisimlari ve sularimin ekstre verimlerine
bakildiginda katt kisimlarin tursu sularina oranla daha yiiksek ekstre verimine sahip
oldugu gorilmektedir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1'de goruldugii gibi ekstrelerin Folin Ciocalteu reaktifi kullamlarak
hesaplanan toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla; P2 <T9 < T8 < T6 < T1 <T2 <
T3 < T7 < T4 < T5 < Pl olarak artmaktadir. Kirmizi pancar ekstreleri ve tursu
sularindan en yiiksek toplam fenolik madde miktarlari; ekstraksiyon 1 yontemine gore
% 0.05 asetik asitli su ile hazirlanan kirmizi pancar ekstresinde (P1) (255.62 + 2.37) ve
% 3 NaCl ve %20 asetik asit ile hazirlanan tursu 6rneginin kati kisminda (T5) (239.21
+ 30.20) bulunurken, en diisiik fenolik madde miktari ise ekstraksiyon 2 yontemine gére

sitrik asitli etanol ile hazirlanan (P2) kirmizi pancar ekstresinde (49.52 + 0.02) tespit

T1 T2 13 T4 T5 T6 T7 T8 19 P P2

ekstreler

edilmistir.

g

250

g

15

Toplam fenol miktarn ( mg GAE/gram ekstrel )
o —
3 8 3

o

Sekil 3.2. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinun Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

Tursularm sular ve kati kisimlarinin toplam fenolik madde miktarlarinim, sitrik
asitli su ile hazirlanan P1 ekstresinden daha diisiik olmasi, fermentasyon sirasinda

bitkisel materyaldeki fenolik madde oraninin azaldigim géstermektedir.

39



3.2. Toplam Betasiyanin, Betaksantin ve Betalain Miktar

olmak {zere suda ¢oziinen azot iceren pigmentlerdir. Caryophyllales ordosundaki

familyalarin tiirleri igin karakteristik maddelerdir (Mereddy vd., 2017, s. 311).

Betalainler, kirmizi ya da mor renkli betasiyaninler ile sart renkli betaksantinler

Bitkilerde spektrofotometrik metodla tayin edilirler.

Tablo 3.2. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinm T oplam Betasiyanin, Betaksantin

ve Betalain Miktarlar:

m Betasiyanin mg/g ekstre
m Betaksantin mg/g ekstre

I Betalain mg/g ekstre

Ektreler Betasiyanin Betaksantin Betalain
mg/g ekstre mg/g ekstre mg/g ekstre
T1 0.652 +0.12 0.122 + 0.01 0.774+0.13
T2 0.540 + 0.01 0.016 + 0.04 0.556 + 0.05
T3 0.924 + 0.01 0.049 + 0.01 0.973 £ 0.02
T 0.624 + 0.03 0.031 +0.03 0.655 + 0.06
TS 0.611 +0.04 0.033 +0.01 0.644 +0.05
Té 0.792 £ 0.08 0.084 £ 0.02 0.876 = 0.10
T7 0.954 + 0.01 0.014 +0.01 0.968 + 0.02
T8 0.579 + 0.02 0.022 £ 0.02 0.601 + 0.04
T9 1.070 + 0.07 0.044 £ 0.01 1.114 +0.08
Pl 0.617 < 0.02 0.018 + 0.01 0.635 + 0.03
P2 1.56 4+ 0.08 0.46 + 0.02 2.02+0.10
2,50
€ 2,00
z
g 1,50
£
1,00 i
- vl
0,00 . . . ‘
T1 T2 T3 5 P1 P2

Sekil 3.3. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularimn Betasiyanin ve Betaksantin
Miktarlar:

T6 T7
ekstreler



Tez ¢aliymasinda Tablo 3.2'de verilen sonuglara gére kirmizi pancar ektreleri ve
tursularinin  toplam  betalain miktarlari spektrofotometrik olarak olgiilen toplam
betaksantin ve toplam betasiyanin miktarlar toplanarak bulunmustur. Ekstrelerdeki
toplam betalain miktarlar sirasiyla T2<T8<P1<T5<T4<T1<T6<T7<T3<T9<P2 olarak
tespit edilmistir. Buna gore en yiitksek oranda betalain igeren ekstre, ekstraksiyon 2’ye
gore hazirlanan P2 iken, tursular kendi icinde degerlendirildiginde %5 NaCl % 20 asetik
asit igeren tursu 6rneginin (T9) betalain icerigi digerlerinden daha yiksek bulunmustur.
Tursu sularinin, kati kisimlara oranla daha yiiksek miktarda betalain icerdigi tespit

edilmistir.
3.3. YBSK ile Fenolik Asit Miktar Tayini

Shimadzu LC 20A Yiksek Basingh Sivi Kromatografisi (YBSK) Cihaz
kullanilarak analizi gereklestirilen pancar ekstreleri ve tursu sularinda bulunan fenolik
asitlerin (gallik (GA), protokatesik (proto-KA), p-hidroksi benzoik (p-OH-BA), kafeik
(KA), klorojenik (KLA), sirinjik (SA), p-kumarik (p-KU), , ferulik (FA)) aymmmi C,g
kolonda deneysel kistmda belirtildigi kosullarda gergeklestirilmis, sonuglar Tablo 3.3'de

verilmistir.

Tablo 3.3. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinda Ters-Faz YBSK ile Tespit Edilen
Fenolik Asit Miktarlar:

Fenolik asit miktarlar (ug/g bitki)

< <
Ektreler s E & % i E 5 % §
Tl 1.48 3.94 8.12 3.69 1.68 4.95
T2 1.04 7.20 2.19 2.78 1.65 1.27
L3 0.98 6.51 1.94 1.50 1.02 1.31
T4 1.35 4.42 1.78 1.43 1:35 2.41
T5 1.11 4.98 0.73 2.94 1.79 1.29 0.81
Té6 0.95 6.74 4.88 1.50 1137 2.03
T7 0.96 4.56 2.68 2.82 1.19 1.59
T8 1.61 5.81 0.91 0.86 2,12 1.72
T9 1.77 0.44 4.12 1.047 0.79 2.57 1.88
P1 2.89 0.56 8.12 1.23 3.21 2.13 2.87 143
P2 0.45 0.92 0.32 0.21 0.67 0.89

GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, KA: Kafeik Asit,
KLA: Klorojenik Asit, SIA: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit).
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Toplam fenolik madde miktar fazla olan kirmiz pancar ekstresinde (P1) ve T9
tursu ekstrelerinde YBSK ile tespit edilen baslica fenolik asitler; gallik, protokatesik, p-
hidroksi benzoik, klorojenik, kafeik, sirinjik, p-kumarik ve ferulik asitlerdir. % 10
Asetik asitle ve % 1 tuzla hazirlanan ekstrelerde YBSK ile belirlenen baslica fenolik
asitler, klorojenik ve ferulik asit olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.4°de antioksidan aktvite sonuglart daha iyi ¢ikan P1 pancar ekstresi ve T5

tursu ekstresi kromotogramu ile fenolik asit standart YBSK kromotogrami gosterilmistir.

{ : ——— — . . ———r ;
ao s'o 100 =0 o =0 =0 =0 R
n
150 o 2
125 -
100
75
$
=0 o] =5
[=% £
=T
25 =
oo
o " Ta'o wo | wme | o ‘=o - =0 i
200
150
100 =
] i 2 3
3 = T
5 L = =]
S0 — [=%
. I A
Qo s'o 100 1s0 20 =0 =o =0 rin

(110

Sekil 3.4. P! Pancar Ekstresi Kromatogrami (1), TS Tursu Ekstresi YBSK
Kromatogrami (11), Fenolik Asit Standart YBSK Kromatogram (111)
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3.4. YBSK ile Betalain Tayini

Shimadzu LC 20A Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) cihazi, ters faz
kolon ve gradient eliisyon sistemi kullanilarak analizi gergeklestirilen pancar ekstreleri

ve tursu sularinda bulunan betalain ve betasiyanin tayinleri yapilmuistir.
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Sekil 3.4. 72 ve T3 Ekstrelerin YBSK Kromatogramlar:

3.5. Ekstrelerin pH Degerleri

Kirmizi pancar ve tursularindan hazirlanan ekstrelerin pH metrede ol¢tilen pH
degerleri Tablo 3.4'de verilmistir. En diisiik pH degeri P2 kirmizi pancar ekstresi i¢in
olgtilirken en yiiksek pH degeri % 3 NaCl ve % 20 asetik asitle hazirlanan tursu
Ormeginin kat1 kismi igin (T5) 6l¢iilmiistiir. Genel olarak kirmizi pancar ekstrelerinin
(P1 ve P2) pH degerleri, tursularin pH degerlerinden diisiik olarak kaydedilmistir.
Literatiirdeki degerlere bakildiginda ise taze kirmizi pancarin yetisme sartlarina gore
pH degerleri 6.0-7.4 arasinda degisirken, liyofilize su ekstratinmn pH degerinin ise 6.6
oldugu goriilmektedir (Kazimierczak vd., 2014, s. 2622; http-4). Ayrica farkh
materyalden hazirlanan tursulardaki pH degerlerinin ise 3.4 - 3.9 arasinda degistigi

tespit edilmistir (Cetin, 2011, s. 14929; Ozgelik ve i¢, 2000, s. 1 16).
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Tablo 3.4. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinin pH Degerleri

Ekstreler pH degerleri
Tl 4.85
T2 4.85
T3 4.81
T4 4.38
T5 5.35
T6 4.90
T7 4.60
T8 4.89
T9 4.53
Pl 437
P2 3.74

3.6. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid oksidasyona
kars1 gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH iizerinden serbest
radikal stipiiriicii etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin arastirilmast icin en kisa, en
ucuz yontemlerden birisidir (Kikuzaki vd., 2002, s. 2161). Dogadaki bir¢ok radikal
iyonu degisik kimyasal reaksiyonlarla bazi bilesikler tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Kararli bir organik radikal olan DPPH farkli bitki ekstreleri gibi
bilesiklerin antioksidan aktivitesini belirlemede de kullanilmaktadir (Brand-Williams
vd., 1995, s. 25).

Metanol igerisinde hazirlanmig 0.1, 0.2 ve 0.4 mL 6rnek ¢ozeltileri (reaksiyon
ortamindaki ornek konsantrasyonlari 9.6x107, 1.8x10°, 3.6x107 mg/mL) {izerine
metanolde hazirlanmis 3 mL DPPH (2x107 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dk karanlikta
beklenmis, daha sonra spektrofotometrede 517 nm absorbanslar 6lgiilmiistiir. Islem
sonunda okunan yiiksek absorbanslardan diisiik konsantrasyonda aktivite goriilmedigi
anlagilmistir (yani DPPH + 6rnek ¢ozeltilerinin renginde solma meydana gelmemistir).
Bu nedenle sadece calisilan yiiksek konsantrasyondaki (3.6x10” mg/mL) drneklerde %

inhibisyon degerleri hesaplanmistir.
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Tablo 3.5. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinin DPPH Serbest Radikal Stipiiriicii
Etki Tayini (% inhibisyon)

Ekstreler % Inhibisyon
3.6 x10™
T1 1.64 £ 0.03
T2 592+ 1.13
T3 15.13+£3.56
T4 6.58 = 1.42
TS5 3.62+ 098
Té6 16.78 £ 2.42
T7 15.13 +3.09
T8 13.16 +2.12
T9 11.18£2.01
Pi 70.72 £4.98
P2 38.65+£2.42
BHT 62.66 £ 4.11

Sonuglar ortalama deger+standart sapma (n=3) olarak verilmistir.
* ilave edilen ekstre/BHT miktar1 (mg/ml)

DPPH serbest radikal siipiiriicii etki sonuglarina gére, P1 kirmizi pancar ekstresi,
70.72 + 4.98 inhibisyon yiizdesiyle BHT den (% 62.66 = 4.11) daha yiiksek antioksidan
aktivite gostererek en yiiksek aktiviteye sahip ekstre olarak tespit edilmistir. Ayrica en
yiiksek aktiviteye sahip tursu drnegi % 16.78 + 2.42 inhibisyonla % 3 NaCl ve % 20
asetik asit igeren T6 ile T3 ve T7 tursu suyu 6rnekleri olurken, en diisiik antioksidan
aktiviteyi 1.64 = 0.03 inhibisyon yiizdesiyle % 1 NaCl ve % 10 asetik asit iceren T1

tursu suyu gdstermistir.

80,00
70,00

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
o f 111
T8 T9 P1 P2 BHT

0,00
T1 T2 T3 T4 T5 T6 17
EKSTRELER

% INHIBISYON

Sekil 3.6. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii
Antioksidan Aktiviteleri (% inhibisyon)
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3.7. p-Karoten-Linoleik Asit Sisteminde Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yéntem, emiilsiyondaki linoleik asit oksidasyonu sonucu olusan radikallerin B-
karoten ile reaksiyonundan olusan sar rengin zaman igerisinde kaybolmasina
dayanmaktadir. Antioksidan madde varligi rengin agilmasini dnlemektedir (Kulisic vd.,
2004, s. 638). f-Karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi olan 3 saat boyunca f-

karotenin solmasinin énlenmesi yiiksek antioksidan aktivitenin varligim gostermektedir.
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Sekil 3.7. Kirmizt Pancar Ekstreleri ve Tursularinin f-karoten-linoleik Asit Sisteminde
Antioksidan Aktiviteleri

Bu yontemle kirmizi pancar ekstre ve tursularmin kati ve sivi kistmlarmin
antioksidan aktiviteleri 6l¢iilmiis ve sonuglar sentetik antioksidan BHT’nin sonuglar
ile kargilagtirilmistir. Tablo 3.6°da goriildiigii gibi; f-karoten-linoleik asit sisteminde
strastyla % 3 ve % 5 NaCl ve ayni oranda asetik asit iceren (% 20) T6 (43.52) ve T9
(% 52.51) tursu sulart BHT (% 84.94749) kadar olmasada, pancar ekstreleri ve tursu
ornekleri i¢inde yiiksek inhibisyon ve dolayisiyla belirgin antioksidan aktivite
gostermistir. P1 pancar ekstresinde ise P2 den daha fazla antioksidan etki tespit

edilmistir.
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Tablo 3.6. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularimin f-karoten-linoleik Asit Sisteminde
Antioksidan Aktiviteleri (%AA)

Ektreler % AA'
Tl 37.33 +1.987
T 14.93 +1,23
T3 37.68 +2.89
T4 3453+ 2.56
i 29.05 + 1.87
T6 43.52 +2.34
T 31.97 +0.98
T8 17.70 = 0.19
T9 52.51 + 1.98
P1 45.90 + 1.45
P2 25.90+ 1.67

BHT 84.55 £ 3.01

'% Inhibisyon = 100 x [1-( A"-A,™ )/ ( A-AL)]
*Sonuglar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmistir.

3.8. Metal Selatlayici Aktivite

Metal iyonu selatlama aktivitesi; kirmizi pancar ekstreleri ve tursu sularinin
gozeltideki Fe®  iyonlarmi baglayabilmek igin ferrozin ile yarismasna gore
degerlendirilmis, standart madde olarak iyi bir metal selatlayici olan EDTA
kullanilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan kirmizi pancar ekstreleri ile tursu suyu ve kat
kisimlar, 10 mg/mL konsantrasyona kadar ¢ikilmasina ragmen 562 nm’de pozitif
standart EDTA'min 0.5 mg/ml de verdigi absorbans degerine ulagamamus, ¢alisilan
orneklerin absorbanslar kontrol absorbansinin diizeyinde kalmistir. Bu nedenle calisilan
tim konsantrasyonlarda ol¢iilen absorbans degerleri birbirine yakin ve yiiksek tespit
edildigi igin en yiiksek konsantrasyonun (10 mg/mL) absorbans degerleri Tablo 3.7'de
verilmistir.

Tablo 3.7°de de goriildiigii gibi kirmizi pancar ekstreleri ve tursu sularmnin metal

selatlama kapasiteleri yoktur.
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Table 3.7. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularimin 10 mg/ml Konsantrasyonda 562
nm'de Absorbanslart

Ekstreler Absorbans (562 nm)
T1 1.451
T2 1.088
T3 1.486
T4 1.538
Ts 1.184
T6 1.240
T7 1.486
T8 1.229
T9 1.355
P1 1.616
P2 1.103

Akontrol 1.189

EDTA (0.5 mg/ml) 0.239

3.9. Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC)

Bu yo6ntem, 2,2°-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) radikal
katyonu tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin miktarinin, sentetik bir antioksidan
olan. TROLOKS’un (suda ¢6ziinen E vitamini analogu) standart miktarlariyla
kiyaslanarak bagil 6l¢timii ile gergeklesmektedir. Olgiimler, mavi/yesil renkli stabil bir
bilesik olan ABTS radikalinin renginin indirgenmesinin spektrofotometrik olarak
belirlenmesiyle yapilmistir. Mavi/yesil ABTS™ kromoforu olugturmak icin ABTS ve
potasyum persiilfat arasinda gerceklesen reaksiyondan yararlanilimstur.

TEAC sonuglarina gore 10 mg/ml konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon
gosteren % 0.05 asetik asitli su ile hazirlanan kirmizi pancar ekstresi (P1) (% 99.57)
diger 6rneklerden daha aktif bulunmustur. Tursu suyu ekstrelerinin Troloks Esdeger
Antioksidan Kapasiteleri en yiiksek % 1 NaCl, % 20 asetik asit igerigi ile T3 goriiliirken
(Tablo 3.8), birbirine yakin degerlerle T6 ve T9 da ikinci sirada yer almaktadir. Tursu
sulart ve kati kisimlarin TEAC sonucu hesaplanan % inhibisyon degerleri birbirine
yakin olmakla birlikte, yiiksek asit igeren tursu sularinin digerlerine gore TEAC

bakimindan daha aktif olduklar1 gériilmiistiir.
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Table 3.8. Kirmizt pancar Ekstreleri ve Tursularinin Troloks Esdeger Antioksidan

Kapasiteleri
Troloks Esdeger
Antioksidan Kapasite
Ekstreler % inhibisyon
T1 31.41
T2 34.26
T3 38.60
T4 31.84
T5 26.85
T6 36.25
T7 34.40
T8 33.12
T9 36.11
P1 99.57
P2 53.13
Trolox (0.5 mg/mL) 76.89
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Sekil 3.8. Kirmizi Pancar Ekstresinin (P1) 0.1-5 mg/mL Konsantrasyonlardaki TEAC
Sonuglart (% inhibisyon)

3.10. Rediikleyici Gii¢ Ol¢iimii

Ekstrelerin rediikleyici gii¢ 6l¢iimii, potasyum demirsiyanid rediikleyici metodu

kullanilarak ~gergeklestirilmistir. Orneklerin  hidrojen verme kabiliyetlerinden
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kaynaklandigi diisiniilen  indirgeme giicii genellikle rediiktonlarin varhg ile

iligkilendirilmektedir (Shon vd., 2003, s. 595).

Tablo 3.9. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularimn Rediikleyici Gii¢ Olgiimii (ECsg)

EKSTRELER ECx
T1 8.47
T2 21.74
T3 10.20
T4 9.26
T5 29.41
Té 13.89
T7 10.42
T8 11.11
T9 10.20
Pl 0.46
P2 8.06
BHT 0.21
Askorbik Asit 0.175
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Sekil 3.9. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursulariun Rediikleyici ECsy degerleri

Rediikleyici gii¢ dlgtimii ile antioksidan aktivite sonuglarina gore; ECsy degerleri BHT

(0.21) ve askorbik asit (0.175) ile kargilagtinldiginda en yiiksek rediikleyici gli¢
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aktivitesine sahip ekstrenin kirmizi pancar yumrularindan % 0.05 sitrik asitli su ile
hazirlanmig Pl ekstresinde (0.46) oldugu, en diisiik aktiviteye sahip ekstrenin ise ECsj
degeri 29.41 olan % 3 NaCl ve % 20 asetik asit iceren T5 tursu Ormegi oldugu
belirlenmistir. Ayrica, en yiiksek antioksidan aktivite gdsteren tursu érneginin ise 8.47
ECso degerine sahip % 1 NaCl ve % 10 asetik asit iceren T1 tursu suyu oldugu tespit
edilmigtir. Genel olarak tursu sularmin antioksidan aktivitelerinin tursularin kati
kisimlarinin antioksidan aktivitelerine oranla daha yiksek oldugu gozlemlenmistir

(Tablo 3.9) (Sekil 3.9).

3.11. MTT Yontemi ile Sitotoksisite Tayini

Metabolik aktivitenin &lglimiine dayali hiicre sitotoksisite testlerinde yaygin
olarak tiyazol difenil tetrazolyum (MTT) tuzlari kullaniimaktadir. Calisma prensibi,
temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu (MTT: sar1) kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen
renk degigiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile
dlglilmesine dayalidir (Terzioglu vd., 2013, s. 78).

MTT yontemi ile CaCo-2 kolon kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksisite
caligmalari, antioksidan aktivite tayinlerinde yiiksek aktivite gdsteren % 0.05 asetik
asitli su ile hazirlanan kirmizi pancar ekstresi P1 ve kirmizi pancar tursu sulari iizerinde
gergeklestirilmigtir.  Sonuglar, medyum igeren kontrol grubunun sonuclari referans
alinarak degerlendirilmistir.

Sonuglara bakildiginda (Tablo 3.10), % 0.05 asetik asitli su ile hazirlanan kirmiz
pancar ekstresi P1’in en aktif ekstre oldugu, 48 saat sonunda 50 pg/ml konsantrasyonda
% 95 hiicre canliligina sahipken, 100 pg/ml de hiicre canlihgi yaklasik yari yariya
diigerek % 48.67’ye indigi tespit edilmistir (Sekil. 3.9). P1 ekstresinin 800 pg/ml deki
konsantrasyondaki hiicre canlihg tursularin hepsinden daha az (% 23.11 ) oldugu
goriilmiistiir. Sitotoksisite i¢in en aktif tursu 6rnegi ise % 3 tuz, % 20 asetik asit i¢eren
T6 ekstresidir (Sekil 3.9). T6 ekstresi 50 pg/ml konsantrasyonda kirmizi pancardan daha
aktifken, sonraki konsantrasyonlarda % 0.05 asetik asitli su ile hazirlanan kirmizi
pancar ekstresi P1 kadar hizli hiicre 6limii gergeklestirememis, 800 pg/ml de hiicre

canlilig1 % 32.97 olarak tayin edilmistir.
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Table 3.10. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularinin CaCo-2 Kolon Kanseri
Hiicrelerinde 48 saat Sonra Olgiilen % Hiicre Canlilik Degerleri

% Hiicre canlihik degerleri

Kontrol 50 100 200 400 800

(%0.1 pg/ml pg/ml pg/ml ng/ml pg/ml

DMSO)

EKSTRELER

L1 100,00 89,82 85,12 44,28 44.42 33,31
T3 100,00 91,13 74,40 70,77 70,60 36,13
T4 100,00 94,42 74,51 64,72 43,46 38,76
T6 100,00 68,54 61,47 59,79 37,46 32,97
T7 100,00 90,18 64,27 59,39 40,38 37,58
T9 100,00 82,10 69,91 61,72 4998 42,49
P1 100,00 95,06 48,67 28,81 31,20 23,11
P2 100.00 95.80 66.41 60.66 55.12 43.51
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Sekil 3.10. Kirmizi Pancar Ekstreleri ve Tursularimn CaCo-2 Kolon Kanseri
Hiicrelerinde 48 Saat Sonra Olgiilen % Hiicre Canlilik Grafikleri
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada, kirmizi pancar (B. vulgaris L.) sulu ve etanollii ekstreleri ile farkl
NaCl ve asetik asit oranlari i¢erecek sekilde hazirlanan kirmizi pancar tursu orneklerinin
toplam fenolik madde, betalain miktar1 ve toplam antioksidan kapasite ve sitotoksisite
agisindan sonuglari incelenmistir.

Antioksidanlarca zengin bir kaynak olan kirmizi pancarmn tilketimi, i¢indeki
fenolik bilesikler sayesinde, oksidatif hasari azaltarak, insanlarda yasa bagl olarak
goriilen kardiovaskiiler, dolagim sistemi, sinir sistemi hastaliklarindan ayrica kanser ve
diyabetten korumaya katkida bulunmaktadir (Ravichandran vd., 2012, s. 16).

Tez galigmasi kapsaminda, 6ncelikle farklt NaCl ve asetik asit oranlari ile yapilan
tursu Orneklerinin toplam fenolik madde miktarlart kirmizi pancar ekstreleri ile
kargilagtirilmistir. P1 asetik asitle hazirlanan pancar ekstresinin (255,62 mg GAE/g
ekstre), diger ekstre P2 ve tursularm kati ve sivilarindan daha fazla fenolik madde
igerdigi tespit edilmistir. Taze kirmizi pancardaki toplam fenolik madde miktarmin
diger Orneklerden daha fazla olmasi ve fermentasyon sirasinda fenolik madde
miktarimn  azalmasmin  temel nedeninin  polifenol  oksidaz enzimi  oldugu
dustiniilmektedir. Tursu yapiminda bu enzimin aktivitesinin uygun NaCl miktar ve
asidite ile inhibe edilerek kontrol altina alinabilecegi rapor edilmistir (Giildiken vd.,
2016, s. 3).

Tursu ekstrelerine bakildiginda ise toplam fenolik madde degerleri birbirine yakin
olmakla birlikte, % 3 tuz, % 20 asetik asit iceren tursularin kati kisimlarinda (T5
ekstresi) toplam fenolik madde miktarinin digerlerinden daha vyiiksek oldugu
goriilmektedir. NaCl oranr arttiginda veya azaldiginda (% 1 veya % 5) fenolik madde
miktarinin az miktarda diistiigii belirlenmistir. Vulic ve arkadaslarinin (2012, s. 673)
yaptig1 calismada, kirmizi pancardaki toplam fenolik madde miktari, gallik asit esdegeri
olarak kuru agirhkta 1.87-11.98 mg/g arasinda bulunmustur. Bu degerler bizim
¢alismamizdaki toplam fenolik madde degerlerinin (Tablo 3.1) oldukga altindadir.
Toplam fenolik madde igeriginin biiyiik miktar1 kabukta (% 50si ) bulunmakla beraber,
sirastyla tepe ve etli kisiminda % 37 ve % 13 olarak bldirilmisitr (Kujala vd., 2000, s.
5339).

Fenolik asitler, bitkilerde hiicre ¢eperindeki yapisal bilesenlere bagl olarak
bulunmaktadir. Pastorizasyon, fermentasyon ve dondurma gibi gida isleme yontemleri,

bagh fenolik asitlerin serbest hale gecmesine katkida bulunurken (Kujala vd. 2000),
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fermentasyon sirasinda mikroorganizmalar tarafindan iretilen f-glikozidaz gibi
enzimlerin, serbest fenolik maddeleri katalizlemesiyle (Giildiken vd., 2016, s. 4)
fenolik madde miktarinda diisiis meydana gelmektedir. Fermentasyon siiresine baglh
olarak bazi fitokimyasal maddelerin bu siirecte bozulabilecegi ihtimali, diisen fenolik
madde miktari ile agiklanmaktadir (Jing vd., 2014, s. 9676).

Kirmizi pancar ekstreleri ve tursularinda bulunan fenolik asitlerin analizinde, % 1
NaCl igeren tursu Orneklerinde gallik, p-hidroksi benzoik, klorojenik, sirinjik, p-
kumarik ve ferulik asit bulunurken, p-hidroksi benzoik asitin en fazla miktarda bulunan
fenolik asit oldugu, % 3 NaCl igeren tursu grubunda yine gallik, p-hidroksi benzoik,
klorojenik, sirinjik, p-kumarik ve ferulik asitler bulunurken, p-hidroksi benzoik asite
ilaveten klorojenik asitinde en fazla miktarda bulunan fenolik asitler oldugu; % 5 NaCl
ieren grupta ise gallik, p-hidroksi benzoik, klorojenik, kafeik, sirinjik, p-kumarik ve
ferulik asitler bulundugu goriilmistir. Vulic vd. (2012, s. 674) tarafindan yapilan
¢alismada kirmizi pancar ekstrelerinin p-hidroksibenzoik asit basta olmak iizere,
ferulik, protokatesik, vanilik, sirinjik asit, sinamik asit, klorojenik asit ve kafeik asitleri
igerdigi goriilmektedir, bu sonuglar ¢alismamizla tamamen ortiismektedir. Ayrica, baska
bir ¢alismada ise eser miktarda kumarik asitlerin bulundugu belirtilmistir (Ravichandran
vd., 2012, 5. 17).

Kirmuzi pancar kokleri, antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii fonksiyonlara
sahip betalainlerin kayna@ olarak kabul edilmektedir (Pavlov vd., 2005, s. 1531).
Betain ve betalainin linoleik asit peroksidasyonunu ve LDL oksidasyonunu, tokoferol
veya katesin gibi diger bilinen antioksidanlardan daha diisiik konsantrasyonlarda inhibe
etme kapasitesi oldugu tespit edilmistir. Ayrica betalainlerin, yaralanmalar ve bakteriyel
sizmalar gibi zararlardan bitkileri korudugu bilinmektedir (Vulic vd., 2012, s. 673).
Gida renklendiricisi olarak da kullanilan betalainlerin fonksiyonel gida ve dogal
antioksidan olarak sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilecegi vurgulanmaktadir
(Nemzer vd., 2011, s. 42).

Bitkide betalain miktarlar, spektrofotometrik olarak 6lciilen betaksantin ve
betasiyanin miktarlarinin toplanmasi ile hesaplanmaktadir. Bitki kéklerinin boyutu,
cesidi, yetistigi iklim kosullari ve tarim uygulamalarina gire betalain miktarlarinin
degistigi bilinmektedir (Lee vd., 2014, 5.1329).

Calismamuzda, kirmiz1 pancar tursularinin toplam betalain miktarlarina (Tablo

3.2) bakildiginda; % 5 tuz igeren (T7) tursularin betalain miktarlarinin daha yiiksek
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oldugu goriilmistar (0.968 + 0.02 mg/g ekstre). Ayni tuz oraninda % 20 asetik asit
igeren tursu cesidi % 10’a gore daha yiiksek betalain iermektedir (1.114 + 0.08 mg/g,
T9). Kirmizi pancar ekstrelerine baktigimizda ise % 2 sitrik asit igeren etanol ile
hazirlanan P2 ekstresinin, % 0.05 asetik asit igeren su ile hazirlanan P1 ekstresinden
daha fazla toplam betalain miktarina sahip oldugu gériilmiistiir. Farkli calismalarda
betasiyanin miktar1 taze kirmizi pancarda, 0.3 mg/g - 3.0 mg/g ekstre, betaksantin
miktar1 0.2 mg/g - 1.4 mg/g ekstrede olmak tizere ¢ok farkh oranlarda bulunmustur
(Czapski vd., 2009, s. 120). Ayrica, sicakhik, 1sil islemler, pH ve tiriiniin nem miktar,
15tk ve oksijen gibi etkenlerin ve agir metal katyonlarinin varh@mnin betalainlerin
stabilitesini etkiledigi rapor edilmistir (Nemzer vd., 2011, s. 45). Kirmiz1 pancarin
icerdigi betalainin % 54’lik kisminin kabugunda bulundugu, ta¢ kisminda % 32, etli
kisminda % 14 kadar bulundugu (Kujala vd., 2000, s. 5339) diisiiniildiigiinde, bu
caligmada kirmiz1 pancar ekstreleri ve tursularinda toplam betalain miktarlarmin diger
¢alismalara gore diisiik ¢tkmasinin nedeni geleneksel tursu hazirlama yontemindeki
kabuk soyulma isleminden ve pancar yetistirme kosullarindan kaynaklandig
diistiniilmektedir.

DPPH serbest radikal siipliriicli aktivite sonuglarina gére (Tablo 3.5) taze kirmizi
pancardan hazirlanan P1 ekstresinin % inhibisyon degeri (% 70.72) standart olarak
kullanilan antioksidan BHT’nin % inhibisyon degerinden (% 62.66) daha yiiksek
bulunurken; P2 ekstresinde de belirgin aktivite gdriilmiistir. Bunun yaninda tursu
orneklerinde ise kayda deger bir aktivite gbzlenmezken, % 3 NaCl oranina sahip T6 ve
% 1 NaCl oranina sahip T3'iin diger tursu 6rneklerinden daha fazla DPPH iizerinden
hesaplanan radikal siipiiriicii etki gosterdigi goriilmiistiir. En diistik antiradikal aktivite
gosteren tursu 6rnegi % 1 NaCl ve % 10 asetik asit igeren T1 tursu suyu (1.64 = 0.03)
olmustur.

Canadanovic-Brunet vd. (2011, s. 581) yaptig1 ¢calismada, kirmizi pancarin DPPH
serbest radikal siipiiriicti aktivite ECsy degeri 0.133-0.275 mg/ml bulunurken, fenolik
madde miktar1, flavonoidler, betaksantin ve DPPH siipiiriicii aktivite arasinda son
derece anlamli bir korelasyon oldugu gézlenmistir.

Vulic vd. (2012, s. 674) kirmiz1 pancar ¢esitlerinin antiradikal etkinliklerini
aragtirmig, ECso degerlerinin 0.183-0.333 mg/ml araliginda tespit etmislerdir. Baska bir
¢aligmada ise, vakumlama, kaynatma, kavurma, mikrodalga firinda 1sitma gibi

yontemlerle hazirlanan kirmizi pancar 6meklerinde DPPH ve TEAC sonuglarinda
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degiskenlik goriiliirken, yiiksek vakumda DPPH aktivite sonuglarinin % 13, TEAC
sonuclarinin ise % 11 arttigi tespit edilmistir (Ravichandran vd., 2012, s. 19).

Kirmiz1 pancarin taze, kaynatilmis, kurutulmus, tursu, meyve suyu, recgel, piire
formunda kimyasal igeriklerinin aragtirildig1 bir baska calismada ise toplam antioksidan
degerlerini yansitan DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC deney sonuglarina gore kirmizi
pancarin tursu ve meyve suyu seklinde Uriinlerinin antioksidan degerlerinde diger
yéntemlere gére 6nemli miktarda azalma oldugu rapor edilmistir (Giildiken vd., 2016, s.
8).

f-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini sonuclarina gore Pl
taze pancar ckstresi, sentetik antioksidan BHT (%84,50)'nin yaklasik yarisi kadar
aktivite gosterirken, %5 tuz, % 20 asetik asit iceren T9 ornegi % 52,51, %3 tuz, % 20
asetik asit igeren T6 tursu 6rnegdi ise % 43.52 oraninda aktivite gdstermistir.

Kirmizi pancar ve tursularmin rediikleyici gii¢ 6l¢timii ile antioksidan aktivite
sonuglart Tablo 3.9'da verilmistir. Sonuclar, BHT ve askorbik asitin sonuglar ile
kargilagtirildiginda  oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Kirmizi pancarin Pl
ckstresinin ECsg degeri 0.46 mg/ml olarak belirlenmisken, farkli tuz ve asit oranlar ile
hazirlanan tursu 6rneklerinde en iyi sonug T1’de (%1 NaCL, %10 asetik asit) ECsg
degeri 8.47 olarak tespit edilmistir. Ekstre ve tursu sularinin rediikleyici gli¢ etkilerinin
zayif oldugu goriismiistiir,

Ravichandran vd. (2012, s. 17) tarafindan yapilan calismada kirmizi pancarin
Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC); sogan, sarimsak, briiksel lahanast,
pirasa, lahana, patates ve bezelyeden daha aktif bulunmus, kirmizi pancarin potansiyel
antioksidan kaynag oldugu rapor edilmistir. Tez ¢alismamizdaki TEAC sonuglarina
gore Troloxun yiiksek aktivite gésterdigi konsantrasyonda kirmizi pancar ekstreleri (P1-
P2) ve tursu 6rnekleri aktivite gostermezken, konsantrasyon arttirildik¢a etki goriilmeye
baglanmugtir. Tablo 3.8'de verilen sonuglar 10 mg/ml konsantrasyona sahip sonuglar
olmakla birlikde bu konsantrasyonda sadece % 0.05 asetik asit ile hazirlanan kirmiz
pancar ekstresinin (P1) % inhibisyon degeri kayda deger olarak bulunmustur. Tursu
orneklerinin aktivitesi ise 10 mg/ml ‘ye ¢ikilmasina ragmen diisiik olarak tespit
edilmistir.

Sonuglarimiza gore; kirmizi pancar ekstreleri ve tursu drneklerinin antioksidan
kapasitelerini tayin etmek i¢in yapilan deneylerde, NaCl orani % 3-5 olan tursularin

digerlerine gére daha aktif oldugu, ayrica pancar ekstrelerine gore tursularda daha
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diigiik aktivite bulunmasinin bashca nedeni halk arasinda tursu hazirlanirken
yumrularinin  kabuklarinin  soyulmasi, ¢alismamizda tursu &rneklerinin bu sekilde
hazirlanmasi bizce en 6nemli nedendir. Bu baglamda diger neden de antioksidan
aktiviteden sorumlu fenolik bilegiklerin fermentasyon sirasinda hizla bozunmasi olarak
gortilmektedir (http-10). Czapski vd., kirmizi pancarmn antioksidan etkisinin igindeki
kirmizi pigmentler olan betalainlerin miktarina bagli oldugunu vurgulamistir (Czapski
vd., 2009, s. 120). Halbuki, tez ¢alismas1 kapsaminda bu sebeple %2 sitrik asitli etanol
ile hazirladigimiz P2 ekstresinde P1 ekstresi kadar antioksidan aktivite goriilmemaistir.

Kirmizi pancar ve tursularinin metal selatlayici antioksidan aktivite sonuglarinin
referans madde EDTA’ya gore ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle kirmizi
pancar yumrularimin metal selatlayici kapasitesi olmadig1 sonucuna varilmstir.

Tez kapsaminda, CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinde MTT yéntemi ile kirmizi
pancar ekstreleri ve tursularinmn antiproliferatif etkileri arastirilmis, yine % 0.05 asetik
asitli kirmizi pancar ekstresi P1 diger ekstre ve tursu sularindan daha aktif bulunmustur.
P1 ekstresinin 800 pg/ml konsantrasyondaki hiicre canlilizn P2 ekstresi ve tursularin
hepsinden daha az (% 23.11 ) olarak tespit edilmistir. Tursu sularidan T6 (%3 tuz, %20
asetik asit igeren) polifenolik bilesenlerce zengin %0.05 asetik asitli su ile hazirlanan
kirmiz1 pancar ekstresi P1 kadar hizli hiicre &liimii gerceklestirememis, 800 png/ml de
hiicre canlilir % 32.97 olarak tayin edilmistir. Ayrica, farkli konsantrasyonlarda asit ve
tuz kangsimlartyla hazirlanan diger tursu sularinin  hiicre canlilik performanslari en
yiiksek konsantrasyon 800 pg/ml de % 32.97-38.76 olarak gézlenmistir.

Deney sonuglari degerlendirildiginde, ii¢ farkli tuz orani ile yapilan bu calismada
% 3 NaCl igeren tursularin digerlerinden toplam fenolik madde, toplam antioksidan
kapasite ve sitotoksisite sonuglari ve betalain miktarlar agisindan daha iyi oldugu
goriilmektedir. Ayrica geleneksel yontemlerle hazirlanan tursularin, kirmizi pancarin
antioksidan degerini ve sitotoksisitesini arttirmak igin fermentasyon isleminin uygun bir
yontem olmadig1 da goriilmiistiir.

Fermente triinlerden olan tursunun geleneksel yapiminda NaCl oranmm %15-
%20 arah@mnda oldugundan, kan basincinda yiikselmelere neden olmasi, damar
sistemine  verdigi zararlar tiiketimini simirlandirmaktadir. Oysa ki laktik asit
fermentasyonu ile sindirim sistemi ve bagisiklik sistemi igin faydalar igeren, probiyotik

ve prebiyotik gida olan, sebzelerden yapildig: igin vitamin, mineral igerigi yiiksek,

58



antioksidan degerlere sahip olan tursunun % 3 NaCl orani icerecek sekilde hazirlanmasi
bu zararlarini ciddi boyutlarda engelleyecek, faydalarini agiga ¢ikaracaktir.

Kirmizi pancarin tiiketilmeyen kabuk kisimlarmin gida veya ilag endiistrisinde,
kozmetik sanayinde, fonksiyonel gida katkis, boyar madde ve/veya dogal bir
antioksidan kaynagi olarak kullanimmi saglamak, i¢indeki bilesikler ve antioksidan
miktar ile fonksiyonel besin olan kirmizi pancar tiiketirken veya islerken kabugunun
ayrilmasindan dolay: kaybolan antioksidan degerleri ve betalainleri degerlendirebilmek
i¢in uygun bir firsat olacaktir.

Hastaliklar1 iyilestirmek ve hafifletmek, hastaliklardan korunmak, tedaviye
yardimer olmak igin droglari ve droglardan hazirlanan preparatlar1 kullanma yoluyla
uygulanan tamamlayici tedavi sekli fitoterapi icin kirmiz pancar 1yi bir kaynak, diisiik
tuz oranh tursular! ise tiiketimi tesvik edilen fonksiyonel gida ve probiyotik olarak

degerlendirilmelidir.
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