GIDA MADDELERINDE BULUNAN LIGNIN VE
PROANTOSIYANIDINLERIN SAFRA ASITLERI
BAGLAMA KAPASITELERININ IN VITRO
OLARAK BELIRLENMESI

OZGE DURKAN

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman
Do¢. Dr. Sedat SAYAR

MERSIN
TEMMUZ - 2015



Ozge DURKAN tarafindan Dog. Dr. Sedat SAYAR danismanliginda hazirlanan
“Gida Maddelerinde Bulunan Lignin ve Proantosiyanidinlerin Safra Asitleri Baglama
Kapasitelerinin /n Vitro Olarak Belirlenmesi” baslikli bu ¢alisma asagida imzalari
bulunan jiiri iiyeleri tarafindan oy birligi ile Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.

Prof. Dr. H. ibrahim EKIZ
Dog¢. Dr. Sedat SAYAR

Do¢. Dr. Mustafa ERBAS

Yukaridaki ~ Jiri  karart  Fen  Bilimleri  Enstitisti ~ Yonetim  Kurulu’nun
R1/0%/20(5 arih ve 2Q15..20..../.. 3 3%..... sayil karariyla onaylanmustir.

bir etk
\ “‘Ehs‘tti‘ti'l Mfflgiqgh }

Bu tezde kullanilan ozgiin bilgiler, sekil, ¢cizelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alinti vapmak 5846 sayuli
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.



Durkan, O. 2015. Gida Maddelerinde Bulunan Lignin ve Proantosiyanidinlerin Safi-a Asitleri Baglama Kapasitelerinin In
Vitro Olarak Belirlenmesi , Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

GIDA MADDELERINDE BULUNAN LIGNIN VE
PROANTOSIYANIDINLERIN SAFRA ASITLERI BAGLAMA
KAPASITELERININ IN VITRO OLARAK BELIRLENMESI

OZGE DURKAN
0z

Bu calismanin temel amaci cesitli gida orneklerinde (bakla, kirmizi
fasulye, beyaz fasulye, yesil mercimegin kabuk kisimlari ile iiziim g¢ekirdegi ve
ke¢i boynuzu meyvesi lifi) ligninle kompleks halde bulunan proantosiyanidinlerin
safra asitleri baglama kapasitesi (SABK) tizerindeki etkilerini belirlemektir.
Secilen yontemlerle gida Orneklerindeki oligomerik (OPA) ve polimerik
proantosiyanidinlerin (PPA) SABK {izerindeki etkileri belirlenmistir.

Calismanin ilk asamasinda 6rneklerin diyet lifi, lignin ve fenolik madde
icerikleri, antioksidan kapasiteleri ve SABK degerleri belirlenmistir. ikinci
asamasinda Orneklerden oncelikle OPA ekstraksiyonu yapilmis ve kalintilarin
SABK degerleri belirlenmistir. Daha sonra OPA ekstraksiyonu sonucu kalan
kalintilardan PPA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Benzer sekilde PPA
ekstraksiyonu sonucu kalan kalintilarin da SABK degerleri analiz edilmistir.
Boylelikle hem OPA hem de PPA'larin SABK tizerindeki etkileri belirlenmistir.

Calisma sonuglarina gore segilen gida orneklerinin toplam diyet lif ve
lignin igeriklerinin kuru madde bazinda sirasiyla %74,9-87,6 ve %2,3-52,9
arasinda oldugu belirlenmistir. Toplam proantosiyanidin igerikleri kegiboynuzu
meyvesi lifi, liziim ¢ekirdegi, bakla kabugu, beyaz fasiilye kabugu, kirmiz1 fasulye
kabugu ve yesil mercimek kabugu icin sirasiyla; 7,9; 32,6; 58.9; 4,7; 46,2; 67,2
mg CE/g kuru 6rnek olarak tespit edilmistir. SABK degerleri ise sirasiyla 9,8; 9,4;
15,7; 2,8; 13,7 ve 17,1 mmol/100g kuru 6rnek olarak belirlenmistir. Sonug olarak
proantosiyanidin igeriklerinin orneklerin SABK degerleri lizerinde diyet lifi ve
lignin igeriklerinden daha etkili oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Safra Asitleri Baglama Kapasitesi, Lignin, Proantosiyanidin,
Diyet Lifi

Damsman: Dog. Dr. Sedat SAYAR, Mersin Universitesi, Gida Miihendisligi Ana
Bilim Dali.
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DETERMINATION OF BILE ACID BINDING CAPACITIES OF LIGNIN
AND PROANTHOCYANIDINS OF FOOD ON THE IN VITRO

OZGE DURKAN
ABSTRACT

The main purpose of this study was to determine effects of
proanthocyanidins on bile acid binding capacities of some food samples (shell of
broad bean, red bean, white bean and green lentil, grape seed flour and carob pod
fiber). The effects of oligomeric and polymeric proanthocyanidins on bile acid binding
capacities of these samples were determined by the methods chosen.

At the first stage of this study, dietary fiber, lignin and fenolic contents,
antioxidant capacity and bile acid binding capacity values of the samples were
analyzed. At the second stage, the oligomeric proanthocyanidin was extracted
firstly and the bile acid binding capacity values of the residues was analyzed.
After that, the polymeric proanthocyanidin was extracted from the residues
remaining from oligomeric proanthocyanidin exraction. Similarly, the bile acid
binding capacity values of residues remaining from polymeric proanthocyanidin
extraction were determined. Therefore, the impact of both oligomeric and
polymeric proanthocyanidins content on bile acid binding were determined.

According to the results of the study, total diatery fiber and lignin contents
of the samples were found to be in the range of 74,9-87,6% ve 2,3-52,9%,
respectively. Total proanthocyanidins contents of carob pod fiber, grape seed, and
the seed coats of broad bean, white bean, red bean and green lentil were
determined as 7,9; 32,6; 58,9; 4,7; 46,2; 67,2 mg CE/g dry samples, respectively.
Bile acid binding capacity values of samples were determined as 9,8; 9,4; 15,7;
2,8; 13,7, 17,1 mmol/100g dry samples, respectively. As a result,
proanthocyanidin contents of samples were found to be more effective than
diatery fibre and lignin contents on the bile acid binding capacities of samples.

Key Words: Bile Acid Binding Capacity, Lignin, Proanthocyanidin, Dietary
Fiber

Advisor: Assoc. Prof. Sedat SAYAR, Mersin University, Department of Food

Engineering.
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1. GIRIS

Glinlimiiz hizli yasam ve calisma kosullari, beslenme aligkanliklarinin
degismesine sebep olmustur. Gelencksel beslenme tarzi terk edilmekte, hizl
beslenme tarzi yayginlasmaktadir. Insanlar artik kolay tiiketebilecekleri, besin degeri
yiksek olan ve farkli oOzelliklerde iiriinlere yonelmislerdir. Yanlis beslenme
aligkanliklart ve fizikler aktivitelerin azalmasi sonucu kalp damar hastaliklari,
sindirim rahatsizliklar1 ve diyabet gibi, gliniimiizde medeniyet hastaliklar1 olarak
adlandirilan bazi saglik problemleri artig gostermistir. Yasam standartlarinin
yiikselmesiyle birlikte tiiketicilerin saglik konusundaki bilinci artmus, tiikettikleri
gidalarin nitelikleri ve saglik tizerindeki etkileri konusunda daha hassas davranmaya
baslamiglardir. Tim bunlarin sonucunda beslenme bilimciler dengeli ve optimum

beslenme kavrami iizerinde yogunlagsmaya baslamstir.

Son yillarda saglikli yasam ve beslenme konusundaki biling arttikca gida
maddelerinin yapisinda yer alan bazi fonksiyonel gida bilesenlerinin hiperkolesterol,
kanser ve obezite tizerindeki olumlu etkileri ile ilgili arastirmalarda da artis
gozlenmistir. In vivo ve in vitro olarak yapilan bu ¢alismalar, 6zellikle diyet lifi ve
antioksidan yapisindaki maddelerin kolesterolii diisiiriici ve baz1 diyabet
hastaliklarinin, kanserlerin  olusumunu engelleyici &zelliklerinin  bulundugunu
gostermektedir. In vitro olarak yapilan birgok ¢alismada 6zellikle diyet lifinin safra
asitlerini baglayarak kolesteroliin diisiiriilmesi tizerinde etkili oldugu vurgulanmaistir.
Yapilan caligmalarda bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Son yillarda
yapilan bir¢ok ¢alismada da gida maddelerinin lignin icerigi ile safra asitleri baglama
kapasitesi (SABK) arasinda yiiksek diizeyde korelasyonlar bulunmustur. Ancak
yapilan bazi caligmalarda benzer oranlarda lignin igerigine sahip gidalarin SABK
degerlerinin farkli oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki baska bir ¢aligmada da ligninin
tek basina etkili olmadig1 saptanmistir. Dolayisiyla bu durum gidanin yapisinda
ligninle birlikte bulunan veya lignine bagli bir bilesigin de bu mekanizmada etkili
oldugu ihtimalini gliglendirmis ve proantosiyanidinlerin SABK {izerindeki etkilerinin
incelenmesi gerektigini diigiindlirmiistiir. Literatiirde bulunan bir calismada ise
proantosiyanidinlerin SABK {izerinde etkili bir faktor olabilecegi belirtilmis ancak

bu iddia kanitlanmamustir.
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Bu c¢alismanin temel amaci diyet lifce zengin gida 6rneklerinde bulunan
ligninin ve ¢ogunlukla buna bagli halde bulunan proanstosiyanidinlerin in vitro
kosullarda SABK iizerindeki etkilerinin belirlenmesidir. Bu amagcla ¢alismanin
birinci asamasinda, segilen 6rneklerin diyet lif, fenolik madde ve lignin igerikleri
belirlenmistir. Ikinci asamada ise Oncelikle kullanilan &rneklerin SABK degerleri
belirlenmistir. Daha sonra Orneklerden ilk olarak oligomerik yapidaki
proantosiyanidinlerin (OPA) ekstraksiyonu yapilmis ve ekstraktin SABK degeri
belirlenmistir. Son olarak da OPA ckstraksiyonundan kalan kalintidan polimerik
proantosiyanidinlerin (PPA) ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve buradan elde edilen
ekstraktin da SABK degeri belirlenmistir. Boylelikle hem OPA hem de PPA’larin

SABK iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Literatiirde yer alan bilimsel ¢alismalarda beslenme-saglik iliskisini agik bir
sekilde dogrulayan sonuglar elde edilmistir. Bu durum beslenme ve gida
bilimcilerini, metabolizma ve sagligl diizenleyen mekanizmalarda Onemli
fonksiyonlart olan  bilesenleri igeren gidalarin  tiiketilmesini  Onermeye
yonlendirmistir [El ve Simsek, 2012]. Fonksiyonel besinler olarak adlandirilan bu
besin Ogeleri, 1yi hal ve saghig gelistirici, hastalik riskini azaltic1 potansiyel etkileri
ile viicuttaki bir veya daha fazla hedef fonksiyonda yararli etkiler olusturdugu
bilimsel olarak kanitlanan gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir [Yiicecan, 2001].
Arastirma verileri, fonksiyonel gidalarin diyette yeterince yer almasi sonucu bazi
kronik hastalik risklerinin azaltilabilecegini, dolayis1 ile maliyeti her gecen giin artan
saglik harcamalarinin azalabilecegini gostermektedir [Mélkki ve Virtanen, 2001].
Fonksiyonel besin 6geleri arasinda ozellikle diyet lifi ve antioksidan yapisindaki
maddelerin kolesterolii diisiiriicii, baz1 diyabet hastaliklarin1 ve kanser olusumunu
engelleyici 6zelliklerinin bulundugu belirtilmektedir. In vitro olarak yapilan birgok
calismada Ozellikle diyet lifinin safra asitlerini baglayarak kolesteroliin diisiiriilmesi

tizerinde etkili oldugu vurgulanmstir [Sayar vd., 2006].

2.1. DIYET LIiFi

Diyet lifi konusuna duyulan ilgi ¢ok eski donemlere kadar uzanmaktadir. Son
yillarda ise bu ilgi oldukg¢a artmustir. Ciinkii gelismis {ilkelerde ¢okga rastlanan
hastaliklarla diisiik miktarda diyet lifi tiikketiminin iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Afrika'da bazi hastaliklar bati iilkelerine gore daha az goriilmektedir. Yapilan
calismalarda bu durumun Afrika'da diyet lifi tiiketiminin bati iilkelerine oranla

yiiksek olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir [Saldamli, 1997].

Bitki hiicre duvarimi olusturan, sindirilemeyen gida bilesenleri 1953 yilinda
ilk olarak Hispley tarafindan "diyet lif" olarak tanimlanmistir [Devries vd., 1999].
Uluslararasi alanda diyet lifi i¢in kullanilan terimler oldukg¢a karmasiktir. Bu nedenle

besleyici degeri olmayan lif, bitkisel hiicre duvar1 kalintisi, sindirilemeyen
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karbonhidratlar gibi terimlerin kullanilmasi tavsiye edilmistir. ingilizcede yaygin
kullanimi1 "diatery fiber" dir. Tiirk¢ede ise "diyet lif" ya da "diyet lifi" olarak
kullanilmaktadir [Koksel ve Ozboy, 1993].

Diyet lifi ince bagirsakta sindirime ugramayan, sindirim enzimlerine direngli;
kalin bagirsakta tam veya kismi fermantasyona ugrayan, yenilebilen gida
bilesenleridir [Harris ve Ferguson, 1999]. Baslica tahil, meyve ve sebzelerde
bulunmaktadir. Bitki hiicre duvarinda bulunan lignin ve lignin tiirevleri; seliiloz,
hemiseliiloz, pektin  gibi yapt polisakkaritleri, iniilin ve oligofruktoz gibi
oligosakkaritler diyet lifi olarak tanimlanmaktadir [Thebaudin vd., 1997]. Diyet lifi,
nisasta olmayan polisakkaritler olarak da ifade edilmektedir [Harris ve Ferguson,
1999]. Ciinkii nisasta kaynakli ftriinler ince bagirsakta sindirilebilirken, diger
polisakkaritler sindirilemez. Ancak sindirime direngli nisasta ince bagirsakta kismen

hidrolize oldugundan bu tanimin disinda kalmaktadir [Bemiller ve Whistler, 1996].

Diyet lifi, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
tarafindan sudaki ¢oziiniirliikklerine gore ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi olmak tizere
iki ana baslikta incelenmektedir [Ramulu ve Rao, 2003]. Coziiniir diyet lifi suyu
baglayarak jel olusturur. Coziinmez diyet lifi ise agirhigmin 20 kati kadar suyu
absorblayabilir fakat viskoz bir yap1 olusturamaz [Thebaudin vd., 1997].

Diyet lifi, fekal hacmi artirarak bagirsak gecis siiresini kisaltmakta ve kabizli-
g1 onlemektedir [Bemiller ve Whistler, 1996]. Bu etkiyi daha ¢ok ¢6ziinmez diyet
lifinin sagladigr distiniilmektedir. Ciinkd, ¢éziinmez diyet lifi, dogrudan posa olarak
diskida artisa neden olmaktadir. Coziiniir diyet lifi ise kalin bagirsakta fermantasyona
ugrayarak kisa zincirli yag asitleri ve gaz olusturmaktadir. Bu bilesikler bagirsak
iceriginin pH’sin1 degistirerek bagirsakta bulunan bakteri kiitlesinde artiga neden
olmaktadir. Dolayisiyla ¢oziiniir diyet lifinin, su tutma kapasitesi ve gaz olusturmast
diistintildiiginde diski1 hacminde artisa neden olabilecegi belirtilmistir [Roberfroid,
1993]. Ayrica ¢oziinlir diyet lifinin kandaki kolesteroliin diisgiiriilmesinde ve
glikozun bagirsaktaki emiliminin azaltilmasinda etkili oldugu da bilinmektedir
[Schneeman, 1987].
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Genellikle diyet lifi bakimindan zengin olan gidalar her iki lif bilesenini de
degisik oranlarda igermektedir. Meyve, sebze, sert kabuklu yemislerde [Thebaudin
vd., 1997] ve yulaf kepeginde [Schneeman, 1987] ¢6ziiniir lif miktarinin; bugday
kepeginde ise ¢oziinmez lif miktarinin daha fazla oldugu belirtilmistir [Schneeman,
1987]. Jel benzeri polisakkaritler (aljinat, pektin vb.) [Jiménez-Escrig ve Sanchez-
Muniz, 2000], B-glukan [Bemiller and Whistler, 1996] ve iniilin [Causey vd., 2000]
¢ozinir diyet lifine; seliiloz, hemiseliiloz ve lignin ise ¢oziinmez diyet lifine drnek

olarak gosterilmektedirler [Burdurlu ve Karadeniz, 2003].

Diyet lifini glikoz {initelerine parcalayan sindirim enzimleri insanlarda
bulunmamaktadir. Bundan dolayr insan metabolizmasinda bu bilesenler
sindirilememektedirler. ince bagirsakta sindirime ugramadiklari i¢in besin degerleri
yoktur fakat kalin bagirsakta fermente olduktan sonra az miktarda enerji verirler.
Fermantasyon orani bitki kaynagina, olgunluk derecesine, giinliik tiiketim miktart ve
bilesimine bagh olarak degismektedir. Diyet lifinin sindirilme dereceleri ise; lifin
kaynagina, lignifikasyon derecesine, partikiil biiyiikliigline ve fizyolojik durumuna
baghdir [Ekici ve Ercoskun, 2007]. Diyet lifinin fermantasyonu sonucunda kalin
bagirsak florasinda 500'den fazla bakteri gesidinin gelisebildigi belirtilmektedir
[Dror, 2003].

Diyet lifi ile iliskili oldugu diisiiniilen hastaliklardan biri diyabettir. Diyet lifi
tiketiminin serum glikoz diizeyini ve insiilin gereksinimini diislirerek diyabetli
bireylerde fayda sagladigi  bilinmektedir [Saldamli, 2007]. Kompleks
karbonhidratlarla birlikte bulunan ¢oziiniir lifler, glikozun ¢ok yavas bir sekilde kan
dolasimma  verilmesini  saglayarak kan sekerinin  viicuttaki  emilimini
diizenlemektedirler. Boylece kandaki seker diizeyini ayarlamaktadirlar [Villanueva-
Suarez vd., 2003; Giil, 2007].
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Cizelge 2.1. Diyet lifi gesitleri, 6zellikleri ve kaynaklari [Donmez vd., 2010]

Hiicre duvarlarinin glikoz

Diyet Lifi Ozellikleri Kaynak
Coziiniir Lifler
o Tam tahillar,
Galakturonik asit, ramnoz,
) ) elma,
arabinoz, galaktoz icerigi )
Pektin , , baklagiller,
yiiksektir. Orta laminede ve
S lahana, kok
birincil duvarda bulunur.
sebzeler
Yulaf ezmesi,
Genelde heksoz ve pentoz
Gum ' kuru fasulye,
monomerlerinden olusur. )
baklagiller
Bitkilerde sentezlenen
Musilajlar glikoprotein igerebilen Gida katkilart
bilesenlerdir.
Coziinmez Lifler
Tam tahillar,

kepek, bezelye,

olusur.

Seliiloz monomerlerinden olusan ana kok sebzeler,
bilesenidir. turpgiller,
fasulye, elma
Birincil ve ikincil hiicre Kepek, tam
Hemiseliloz duvarlarinda bulunur. tahillar
Aromatik alkoller ve diger
Lignin hiicre duvar1 bilesenlerinden Sebzeler, un

Stevens vd. (2002); yaptiklar1 ¢alismalarda yiiksek miktarda diyet lifi iceren
diyetlerin diyabet {izerine etkisini arastirmislardir. Ozellikle ¢dziiniir liflerin yemek

sonrast glikozu ve insiilin konsantrasyonunu diyabeti olan bireylerin yam sira
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olmayanlarda da disiirdiigii goriilmistiir. Diyabetliler i¢cin giinde 25-50 g diyet lifi
saglayan gidalarin tiiketilmesi tavsiye edilmistir [Anderson ve Bridges, 1988].

Fonksiyonel besin &geleri arasinda diyet lifinin saglik agisindan Onemi
yapilan bir¢ok c¢alismada kanitlanmistir. Diyet lifinin kolesterol miktarini azaltici
etkisinin yag ve kolesterol emilimini saglayan misellerin olusumu i¢in gerekli safra
tuzlarmin diyet lifiyle baglanmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
[Thebaudin vd., 1997]. Kolesterol, ¢esitli gidalarla viicuda alinabildigi gibi viicutta
karaciger tarafindan da sentezlenmektedir. Karaciger, diyetle alinan kolesterol
miktarina gore; sentezi azaltarak ya da mevcut kolesterolii safra asidine ¢evirerek,
kolesterol miktarin1 azaltmaktadir. Diyetle alinan kolesterol ve viicutta firetilen
kolesterol ile safra olarak bagirsaklara salgilanan kolesterol arasinda denge
bulunmaktadir [Baysal, 1997; Burdurlu ve Karadeniz, 2003]. Bagirsakta bulunan
safra asidinin bir kismi atilmakta, bir kismi da tekrar karacigere tasinmaktadir. Diyet
lifinin safra asitleriyle baglanmasi viicuttaki dengeyi bozmakta ve karacigerden
yeniden safra asidinin salgilanmasina neden olmaktadir. Béylece viicuttaki kolesterol
miktarmin azalmasim saglamaktadir [Schneeman, 1998; Guillon ve Champ, 2000].
Ancak, diyet lifinin bu etkisinin daha ¢ok karacigerde sentezlenen kolesterol tizerine

oldugu ileri siiriilmektedir [Roberfroid, 1993; Burdurlu ve Karadeniz, 2003].

Huang ve Dural (1995); tahil tipi gidalardaki baz1 ¢6ziiniir ve ¢oziinmez diyet
lifinin, ince bagirsaktan sindirilemeden gecerken belli oranda safra asidini
bagladigint ve atimim arttirdigini tespit etmislerdir. Bilindigi gibi pankreas
tarafindan ince bagirsaga salgilanan safra asitleri karacigerde kolesteroliin
yikimindan sentezlenmektedir. Insan viicudunun iirettigi kolesteroliin yaklagsik
yarisinin safra asitleri tiretiminde kullanildigi belirtilmektedir. Normal kosullarda
ince bagirsaga salgilanan safra asitlerinin yaklagik %90°n1 geri emilmekte ve tekrar
kullanilmaktadir [Larusso, 1983]. Ancak bazi gida bilesenlerinin ince bagirsakta
safra asitlerini baglayarak geri emilimlerini engelledigi ve dolayisiyla karacigerden

daha fazla kolesterol yikimina neden oldugu anlagilmistir [Hofmann, 1994].
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Diinyadaki c¢ogu saglik kurulusu diyet lifi tiketiminin artirilmasini
onermektedir. Giinde 25-30 g arasinda lif tiiketimi olmasi tavsiye edilmektedir.
Ozellikle alinmas1 gereken 25-30 g diyet lifinin 5-7 g ¢oziiniir diyet lifi igermesi
gerektigi ifade edilmektedir. Bu miktarin sindirime yardimeci olarak kolon pH’sini
diistirdiigii belirtilmektedir [Burdurlu ve Karadeniz, 2003].

2.2. LIGNIN

Yenilenebilen bir kaynak olarak seliilozdan sonra dogada en c¢ok bulunan
madde olan lignin, bitkilerde fiberleri, damarlar1 ve hiicreleri birbirine baglayan
organik bir bilesiktir [Calgeris, 2010]. Kendisi bir karbonhidrat olmamasina karsin,
fiziksel ve kovalent baglardan kaynakli olarak dogada daha cok selilloz ve
hemiseliilozlar ile bir arada bulunur. Bu nedenle karbonhidratlar i¢inde incelenir.
Genellikle esterlesmis durumda aromatik karboksilli asitler icerdiginden ligninlerin
kimyasal bilesimi degisim gostermektedir. Bu nedenle kimyasal bir molekiil olarak
ligninin esas yapisini tanimlamak olduk¢a zordur. Temel yapi tasi fenil propen
bilesigi olan sinapil ve koniferil alkollerdir [Tejado vd., 2007]. Dolayisiyla genel
olarak, fenil propen temel birimlerinin dallanmis polimerleri olarak tanimlanabilirler.
Geng bitkide seliiloz fazladir ama bitki yaslandik¢a lignin miktar1 artar. Lignin
icerigindeki hidrofilik ve hidrofobik gruplardan dolay: gida ve kozmetik sektoriinde
jellesmede, emiilsiyonlarin  ve dagiticilarin  6zelliklerinin  iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira ligninin antioksidan, antibakteriyel ve antiviral

ozelliklere de sahip oldugu bilinmektedir [Calgeris, 2010].

Sekil 2.1.'de goriildiigi gibi lignin yapisal olarak birgok fonksiyonel grubun
farkli sekillerde baglanmasiyla olusan kompleks bir makro molekiildiir. Bitkisel
dokularda genellikle proantosiyanidinlerle (kondense tanenler) birlikte bulunan
fenolik  bir polimerdir [Stafford, 1988]. Stafford (1988), lignin ve

proantosiyanidinlerin bitkisel dokularda birlikte sentezlendigini ifade etmektedir.

Lignin Sekil 2.2." de gosterilen koniferil, sinapil ve p-kumaril alkollerin

polimerizasyonu sonucu olugmaktadir [ Tejado vd., 2007].
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|
HOCH, CH CHO

Sekil 2.1. Ligninin kimyasal yapis1 [Kay vd., 1979]

H
OH
H
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o
2 - T

H,CO
H,CO

p-Kumaril alkol Koniferil alkol sinapil alkol

Sekil 2.2. Ligninin dnciil molekiilleri [Calgeris, 2010]
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Literatiirde gesitli baklagiller [Hu ve Yu, 2013], bugday ve yulaf kepegi [Kim
ve White, 2012] ve saflastirilmis gesitli diyet lifi preparatlar1 [Story ve Kritchevsky,
1976] ile yapilan bir¢ok ¢alismada SABK {izerinde etkili olan diyet lifi bilesenlerinin
lignin ve B-glukan oldugu belirtilmistir. Ancak Sayar vd. (2006) tarafindan yapilan
caligmalarda yulaf unundan B-glukanlarin ekstrakte edilmesi sonucunda geriye kalan
kalintida SABK’nin 6nemli oranda azalmadigi gozlenmis, dolayisiyla B-glukanlarin

tek baslaria boyle bir islevlerinin olmadigini belirtmislerdir.

Funk vd. (2008); msir tanesinde yapilan lignifikasyon islemi sonucunda elde
edilen farkli lignin igerikli 6rneklerde lignin ile SABK arasinda herhangi bir iliski
gozlememislerdir. Hu ve Yu (2013); piring kepeginin SABK ile hemiseliilloz miktari
arasinda pozitif bir iliski tespit etmis, lignin iceriginin SABK agisindan herhangi bir

etkisi olmadigini belirtmislerdir.

2.3. PROANTOSIYANIDINLER

Sebzelerdeki tanenlerin tanimlanmasi 1900’1 yillarin baslarinda Emil Fischer
tarafindan yapilmistir. Sonrasinda tanenler hidroliz edilebilir ve hidroliz edilemez
(kondanse taninler) olarak iki gruba ayrilmistir. Lokoantosiyanidler ise 1930’lu
yillarda dile getirilmis olmasina ragmen kondanse tanenlerle ayni kimyasal yapida
oldugu Bate-Smith tarafindan belirtilmistir. Bu tarihten itibaren 16koantosiyanidinler

ve proantosiyanidinler ayni anlamda kullanilmaktadir [Boateng vd., 2008].

Proantosiyanidinler bitkiler aleminde ¢ok yaygin bir yere sahip olan
fitokimyasallardan flavanoidlerin bir alt sinifidir. Protein ve polisakkarit gibi diger
bitkisel polimerlerle bilesik olusturabilen, monomer yapili flavan-3-ol bilesiklerinin
C4-C8 veya C4-C6 interflavan bagi ile baglanmasiyla olusan polimer yapili
bilesiklerdir. Bu bilesikler flavan-3-ol monomer {initelerinin oligomerleri ve
polimerleridir [Duenas vd., 2003]. Molekiil agirliklar1 3000-30000 Da araligindadir
[Serrano vd., 2009]. Polimerizasyon dereceleri 2 ile 48 birim araliginda olabilir
[Deveoglu, 2011]. Asitlendirilmis organik bir ¢6ziicii igerisinde 1sitildiklarinda

kirmizi renkli siyanidinlere doniismektedir. Proantosiyanidinler kisa zincirli ise

10
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renksizdirler, zincir uzunlugu arttikga saridan kahverengiye dogru degisen renk

kazanirlar [Nizamlioglu ve Nas, 2010].

Bitkisel gidalarda olduk¢a yaygm bulunan proantosiyanidinlerin temel
yapisint (+)-katesin ve (-)-epikatesin olusturmaktadir [Nizamlioglu, 2010].
Proantosiyanidinler sadece epikatesin/katesin kondensasyonu ile olusuyorsa
prosiyanidin, katesin/gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin olarak
adlandirilirlar. Dimer yapili prosiyanidinler A tipi ve B tipi dimerler olmak tiizere 2
grup altinda toplanmaktadir. A tipi dimerler (C3oH24012); flavan-3-ollerin C4-Cg veya
C4-Cs interflavan baglariyla baglanmasi sonucu olusmaktadir. B tipi dimerler
(C30H26012) ise flavan-3-ollerin  C4-Cg (prosiyanidin  B1-B4) veya C4-Cq
(prosiyanidin  B5-B8) scklinde interflavan baglariyla baglanmasi sonucu
olusmaktadir [Serrano vd., 2009].

Sekil 2.3. Proantosiyanidinlerin kimyasal yapis1 [Nizamlioglu ve Nas, 2010]

Proantosiyanidinler saglik iizerine olumlu etkileri bilimsel arastirmalarla
kanitlanmis biyoaktif bilesiklerdir. Proantosiyanidinlerin potansiyel serbest radikal
giderici [Schmid vd., 2006], antimikrobiyal [Shan vd., 2007], enzim inhibitorii
[Stevens vd., 2002], vasodilatér (damar genisletici), enflamatuar (iltihaplanmay1
onleyici) [Torras vd., 2005], kalp-damar hastaliklarini 6nleyici [Kohama vd., 2004],
bagisiklik sistemini diizenleyici, anti-viral [Su vd., 2010] ve Ostrojenik etkileri

[Bagchi vd., 2000] yapilan bilimsel ¢aligmalarla ortaya koyulmustur.
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Proantosiyanidinlerin saglik {iizerine etkilerinin saptanmasi igin yapilan
caligmalar proantosiyanidinlerin antioksidan etkisi iizerine yogunlasmistir [Schmid
vd., 2006]. Antioksidanlar lipit peroksidasyonu, proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve
DNA mutasyonu ile etkilesip, doku hasar1 etkilerini onlerler. Serbest radikaller,
kansere de neden olduklarindan, ¢ogu antioksidan 6zellik gosteren bilesenler kanseri
baslangicta durdurur ve timdr gelisimini engeller [Nandakumar vd., 2008]. Fenolik
antioksidanlar (proantosiyanidinler, antosiyaninler vb.) Ca*® homeostaz’1 iizerindeki
etkileriyle, koroner kalp yetmezliginde de Onleyici role sahiptirler. Bitki
fenoliklerinin (fenolik asitler, fenil propanoitler, monoterpenik fenoller, flavonoidler,
taninler, vb.) antioksidan etkileri 6ncelikle redoks 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
ve bu yiizden indirgeyici ajanlar, hidrojen vericiler, tekli oksijen dnleyiciler olarak

etki ederler [Shahidi vd., 2006].

Yiicel vd. (2010); antioksidan Ozellige sahip bir bilesen olan
proantosiyanidinlerin allograft renal oksidatif stresi 6nlemede yararli olabilecegini
ongormiislerdir. Yaptiklar1 bir calismada antioksidan sistemin iskemiye bagh
hasardan ilk etkilenen sistemler arasinda oldugunu ve bu tablonun diizeltilmesinde

proantosiyanidinlerin faydali olabilecegini gostermisleridir.

Proantosiyanidinlerin saglik iizerine bir diger olumlu etkisi de antimikrobiyal
ozellik gostermesidir. Proantosiyanidinlerin antimikrobiyal etki sekli; enzim veya
substratlarla kompleks olusturmasi sonucu birgok mikrobiyal enzimi inhibe etmesine,
mikroorganizmalarin membranlar1 iizerinde toksik etki olusturmasina ve bunlarin
metal iyonlariyla olusturdugu kompleksin mevcut toksik etkiyi artirmasina
baglanmistir [Shan vd., 2007]. Yapilan arastirmalar proantosiyanidinlerin bagisiklik
sistemini diizenleyici etkisi oldugunu da ortaya koymustur [Liu vd., 2010]. S6z
konusu etki proantosiyanidinlerin yapisindaki —OH gruplarindan kaynaklanmaktadir.
—OH grubu enzim ve elektron transfer sistemini etkileyerek verilen spesifik

yanitlarin (6zellikle fagositozun) diizenlenmesini etkilemektedir [Labadie vd., 1993].
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Xu vd. (2010); tiziimden ekstrakte ettikleri diisik molekiil agirlikli
proantosiyanidinlerin agiz yoluyla 7 giin siiresince 25 ve 50 mg/kg dozlarda

alindiginda norotransmitter sistemde antidepresan etki gosterdigini saptamiglardir.

Cizelge 2.2. Baz1 gidalarin proantosiyanidin icerikleri [USDA, 2004]

Gida Toplam proantosiyanidin icerigi
(mg /1009)

Elma (golden cinsi, kabuklu, ¢ig) 83,0
Elma suyu (ambalajli, tatlandirici ve 12,2
askorbik asit eklenmemis)
Bebek mamasi (muz+kayisi+iiziim) 25,1
Cikolata (tatlandirict icermeyen) 1674,6
Kirmizi fasiilye (¢ig) 510,3
Beyaz fasiilye (¢ig) 0,1
Kahve (0giitiilmiis) 3,7
Uziim suyu (tatlandirict ve askorbik 48,9
asit eklenmemis)
Uziim cekirdegi 3734
Uziim kabugu 129,5
Badem 184,0
Cilek (¢ig) 1417
Cay (demlenmis) 13,0
Mercimek (¢ig) 19
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Kimura vd. (2011); yaptiklari in vivo c¢alismalarda tohum kabuklarinda
yiksek oranda bulunan polimerik proantosiyanidinlerin karbonhidrat ve yag
sindiriminde gorevli enzimleri inhibe edici 6zellik gosterdigini saptayarak obeziteye

kars1 gida takviyesi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Proantosiyanidinlerin gidanin yapisinda bulunan karbonhidrat ve proteinlerle
olusturdugu komplekslerin birgok islevsel ozellik tasidigt da vurgulanmaktadir
[Jarkko vd., 2009]. Literatiir verileri degerlendirildiginde ligninin de SABK
tizerindeki etkisinin, onunla birlikte veya ona bagli halde bulunan baska bir gida
bileseniyle ilgili olabilecegi Ongoriilmektedir. Dolayisiyla proantosiyanidinlerin
ligninle birlikte veya lignine bagli halde bu mekanizmada etkili olabilecegi

diistinilmiistiir.

Hamauzu ve Mizuno (2011); proantosiyanidinlerin SABK iizerinde etkili
olabilecegini belirtmistir. Ayva, alig, elma, armut ve yaban mersini meyvesinden
elde edilen alkolde ¢oziinmeyen kati kisimlarindan 6zellikle lignin ve prosiyanidin
icerigi yiiksek olan ayva kalintisinin en yiiksek radikal giderici etkisi ve SABK’ne
sahip oldugunu belirtilmislerdir. Calismada kullanilan orneklerin lignin  ve
prosiyanidin igerikleri ile SABK degerleri arasinda anlamli korelasyonlar tespit

edilmistir. Ancak bunun dogrulanmasi deneysel olarak yapilmamuistir.

2.4. SAFRA ASITLERI BAGLAMA MEKANIZMASI

Safra organik ve inorganik bilesiklerin karisimindan olusan bir salgidir. Safra
tuzlart ve fosfolipidler (lesitin) safranin en Onemli bilesikleridir. Safra asitleri
safranin yaklasik %60’mn1, fosfolipidler ise yaklasik %30’unu olusturmaktadir.
Fosfolipidler misel olusumunda ve kolesterol ¢o6ziiniirligiinde safra asitlerinin
etkisini arttirict rol oynamaktadir. Safranin yaklasik %4’iinii ise kolesterol, %2’sini
safra pigmentleri (bilirubin) olusturmaktadir. Geri kalanin1 da lipovitaminler, suda
¢Ozlinen vitaminler, Ostrojen steroidleri, immiinglobulinler gibi ¢esitli
makromolekiiller, su ve elektrolitler olusturur [Champe ve Harvey, 1994; Oniir ve
Beyler, 2001].

14



Durkan, O. 2015. Gida Maddelerinde Bulunan Lignin ve Proantosivanidinlerin Safia Asitleri Baglama Kapasitelerinin In Vitro
Olarak Belirlenmesi , Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Safra asitleri, karacigerde kolesterolden sentezlenmektedir. Safra asitleri,
safranin ana bilesikleridir. Safra icerisindeki safra asitlerinin orani sirasiyla kolik
asit:kenodeoksikolik asit:deoksikolik asit:litokolik asit olmak iizere 4:2:1:eser
miktar'dir [Oniir ve Beyler, 2001]. Safra asitleri 2 ya da 3 hidroksil grup ve 17.
karbonda karboksil grupla biten bir yan zincirden olusan, genellikle 24 karbonlu
steroid yapilardir [Champe ve Harvey, 1994]. Safra asitlerinin %90°1 24 karbonlu
safra asidi ve tlirevleri olmasina ragmen 20-23 Kkarbonlu safra asitleri de
tamimlanmustir [Haubrich vd., 1985]. Karboksil grubunun pH'sinin 6 civarinda olmasi
nedeniyle fizyolojik pH’ta tamamen iyonize olamazlar. Tiim hidroksil gruplar a,
metil gruplart b oryantasyonunda olmasi nedeniyle amfipatik yapidadirlar.
Dolayisiyla molekiillerin hem polar, hem de nonpolar yiizeyleri vardir. Bdylece
barsakta diyetteki yaglar1 emiilsifiye edici 6zellik gosterirler. Diger bir deyisle,
hidrofobik yag molekiillerinin miseller olusturmasini saglarlar. Bu sekilde pankreatik
sindirim enzimlerinin triasilgliserol ve diger kompleks lipidlere etkisini arttirirlar
[Oniir ve Beyler, 2001]. Yine emiilsifiye edici etkileri nedeniyle diyetteki yaglarin
emilimini de kolaylastirirlar [Haubrich vd., 1985]. Yaglarin emilimini diizenleyerek
ayni zamanda yagda c¢oOziinen vitaminler gibi, diyetteki diger bir¢ok besinin de
emilini saglarlar. Baz1 lipazlar i¢in kofaktor gorevi yaparak ve bazilarimi da
proteolitik etkilerden koruyarak sindirim enzimlerinin optimal diizeylerde

caligmalarini saglarlar [Haubrich vd., 1985; Oniir ve Beyler, 2001].

Safra asitleri kolesterol atilimi i¢in 6nemli olan tek mekanizmay: saglarlar.
Sindirim sistemindeki goérevini tamamladiktan sonra portal kan dolagim sistemi ile
yeniden karacigere donmektedirler. Kolesteroliin metabolik bir iiriinii olmalarinin
yant sira, kolesteroliin atilimi i¢in safra igerisindeki ¢oziiniirliiglinii saglarlar
[Champe ve Harvey, 1994]. Deterjan etkileri ile misel olusumunu saglayarak
kolesteroliin karacigerden atilimini kolaylastirirlar. Kolesteroliin tekrar sentezini de

regiile ederler.
Yiiksek diyet lifi iceren diyetlerde, safra asitleri lifler tarafindan absorbe

edilmekte ve geriye donmeyip diski ile atilmaktadir. Bu kayip kandaki kolesteroliin

karacigerde safra asitlerine donistiiriilmesi ile karsilanmakta, bdylece serum

15



Durkan, O. 2015. Gida Maddelerinde Bulunan Lignin ve Proantosivanidinlerin Safia Asitleri Baglama Kapasitelerinin In Vitro
Olarak Belirlenmesi , Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

kolesterol seviyesinde diisme goriilmektedir. Diyet lifi tilketiminin kandaki kolesterol
seviyesini %20'den fazla diistirdiigii belirtilmistir [Waldron vd., 2003]. Bu nedenle
diyet lifce zengin gidalarin tikketimi Ozellikle kalp-damar hastaliklar1 riskinin

azaltilmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir [Saldamli, 2007].

Sayar vd. (2005); yiiksek B-glukan igerigine sahip yulaf unu 6rneklerinde
yaptiklar1 ¢alismada B-glukan miktar1 ve molekiil agirliginin SABK iizerine etkilerini
incelemislerdir. Orneklerin ¢dziinmez diyet lifi icerigi ve SABK arasinda ciddi

korelasyonlar saptamislardir.

Drzikova vd. (2005); diyet lifi igerigince farkli olan yulaf unu, yulaf kepegi
ve Novelose 330 (ticari bir direngli nisasta 6rnegi) drneklerinde yaptiklar ¢alismada
sindirilmis ekstriidatlar ve SABK arasinda olduk¢a giicli bir etkilesim
gdzlemislerdir. Orneklerdeki artan yulaf kepegi orani, toplam diyet lifi icerigi,
¢oztinmez diyet lifi ve B-glukan igerigi ile birlikte SABK iizerinde artiglar oldugunu
belirtmislerdir.

Camire ve Dougherty (2003); ii¢ farkli sekilde kurutulmus (gilineste,
kurutucuda ve kiikiirt dioksit ilaveli) kuru tizim orneklerinin diyet lifi i¢erikleri ve
SABK’ni incelemislerdir. Orneklerin farkli boyutlarinda yaptiklar1 galismalar
sonucunda iri olarak kiyilmis 6rneklerin ince kiyllmis ve biitiin haldeki kuru {iziim
orneklerine oranla daha fazla safra asidi bagladigin1 gozlemlemislerdir. Biitiin
haldeki kuru tiizim Orneginin dis ¢eperinin SABK’ni kisitliyor olabilecegini

ongormiuslerdir.

Diyet lifinin SABK ile ilgili bir¢gok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen bu

mekanizmadaki islevleri tam olarak aydinlatilamamastir.
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2.5. DIYET LIFINCE ZENGIN BAZI GIDA ORNEKLERI

Gida maddelerinin bilesiminde bulunan diyet lifinin tim taneye oranla
genellikle kabuk ve ¢ekirdek kisimlarinda bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle
yapilan ¢alismada ¢esitli baklagillerin kabuk kisimlar1 ile kegiboynuzu meyvesi lifi

ve liziim ¢ekirdegi kullanilmistir.

2.5.1. Baklagiller

Baklagiller (Fabaceae), Fabales takimindan ¢ogunu otsu bitkilerin
olusturdugu cali ve agag tiirlerini de igeren biiylik bir familyadir. Diinyada 600 genel,
13.000 kadar 6zel ¢esidi bulunmaktadir [Cift¢i, 2004]. Baklagiller bitkisel tiretimde
ve beslenmede tahillardan sonra gelen en 6nemli gida tiriinleridirler. Kuru baklagil
taneleri bilesiminde yaklasik %18-36 oraninda protein igermelerinin yani sira
proteinlerinin hazmolabilirlik dereceleri de (yaklasik %78) oldukga yiiksektir.
Yapilarinda bulunan proteinler, elzem aminoasitler yoniinden hayvansal proteinlere
yakin degerlere sahiptirler. Bu 0zelliklerinden dolay1 gelismekte olan iilkelerde
diisiik proteinli ve yiiksek enerjili gidalarin eksikliklerini giderici olarak fazlaca
tiketilmektedirler [Cift¢i, 2004]. Ayrica kuru baklagil taneleri, vitamin (A, B, C, ve
D) ve mineral maddelerce de zengindirler [Cift¢i, 2004]. Diinyada insan
beslenmesinde, bitkisel proteinlerin  %22’si, karbonhidratlarin %7’si; hayvan
beslenmesindeki  proteinlerin =~ %38’i, karbonhidratlarin =~ %5’inin  yemeklik

baklagillerden saglandigi belirtilmistir [Wery ve Gricnac, 1983].

Bitkisel tiretimde Onemli bir yeri olan baklagiller, ekonomik agidan da
oldukg¢a 6nemlidirler. 2003 yil1 verilerine gore yemeklik baklagillerin diinyada 60,2
milyon ha ekim alam1 ve 47,3 milyon ton iiretimi bulunmaktadir. Ulkemizde ise 1,3
milyon ha ekim alani, 1,2 milyon ton iiretimi bulunmaktadir. Ayrica baklagiller, i¢
tilketimde oldugu kadar {ilkemiz dis ticaretinde de Onemli bir yer tutmaktadir.
Tiirkiye’de baklagiller, 6nemlerinin olduk¢a fazla olmasina karsin, ekilis ve liretimde

istenilen diizeylere ulasamamistir. Nohut, mercimek, fasulye en fazla ekim alanina ve
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tiretime sahip iken, diger yemeklik baklagil cinslerinin iiretimi olduk¢a azdir
[Ozdem, 2012].

Baklagiller, enzime direngli nisastanin baslica kaynaklaridirlar. Amiloz ve
amilopektinden olusan nigastayla ayni yapida olan ancak viicutta sindirilemeyen
enzime direngli nisasta ¢oziinmez diyet lifi kapsaminda yer almaktadir [Burdurlu ve
Karadeniz, 2003]. Sadece bifidobakterler tarafindan kalinbagirsakta fermente

edilmektedirler.

Incebagirsakta  sindirilemeyen nisasta fraksiyonlar1 kalbagirsaktaki
mikroorganizmalar igin substrat gorevi gérmekte ve bifidobakterlerin gelismesini
tesvik etmektedirler. Ince bagirsaktan sindirilmeden gegen enzime direngli nisastanin
kalin bagirsakta fermente edilmesiyle birlikte karbondioksit, metan, hidrojen, organik
asitler ve biitirat, asetat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitleri gibi bazi
fermantasyon iriinleri meydana gelmektedir. Enzime direngli nisastanin olumlu
fizyolojik etkisinin oOzellikle bu kisa zincirli yag asitlerinden kaynaklandig
distiniilmektedir [Boyacioglu ve Niliifer, 2003; Rahman vd., 2007]. Enzime direncli
nisasta (EDN) kavraminin ortaya ¢ikmasiyla birlikte nisastanin biyoyarayisliligi ve

diyet lifi kaynag1 olarak kullanimi konusunda yeni bir arastirma alant dogmustur.

Fuentes-Zaragoza vd. (2010); enzime direngli nisastay1 diyet lifi kaynagi ve
bileseni olarak tanimlayarak, kalin bagirsaktaki kismi ve tam fermantasyonu sonucu
olusturduklari tiriinlerle insan saghgina faydali olduklarini vurgulamiglardir. Yasam
standartlarinin ve beslenme aligkanliklarinin degigmesiyle birlikte insanlarin meyve,
sebze ve Ozellikle baklagil tiiketiminde azalma oldugunu belirtmisler ve dolayisiyla
diyet lifi tikketiminin tavsiye edilen miktarin altina distiigiine dikkat ¢ekmislerdir.
Tim bunlar1 géz 6niinde bulundurarak enzime direngli nisastanin diyet lifi kaynagi
olarak potansiyel bir gida katki maddesi oldugunu belirtmislerdir. Baklagillerin de
onemli bir ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi (6zellikle enzime direncli nigasta) kaynagi
oldugunu ve pisirme sonrasinda bile fonksiyonelliklerini  koruduklarini

belirtmiglerdir.
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2.5.2.Keciboynuzu

Keg¢iboynuzu (Cerotonia siliqua) veya harnup, diinyanin en eski bitkilerinden
biridir. Baklagiller familyasina ait, her dem yesil, diisiik sicakliklara olduk¢a duyarli
bir meyve agacidir. Tiirkiye’de Harnup, Harup ve Boynuz olarak adlandirilan degerli
bir tiirdiir. Kegiboynuzu bitkisi MO 4000-5000 yillarindan bu yana insanlar
tarafindan bilinmekte olup, bitki ile ilgili ilk verilere MO 4000°li yillarda Misir
kaynaklarinda rastlamaktadir. Diinyada; Kibris, Yunanistan, italya, Libya, Cezayir,
Suriye gibi Akdeniz'i kusatan ilkelerin yani sira Glineybati Amerika, Avustralya,
Giiney Afrika, Amerika Birlesik Devletlerinde yetismektedir. Tiirkiye'deki yayilisi,
Izmir-Urla-Karaburun Yarmm Adasi'ndan baslayip; Ege ve Akdeniz kiyr bandim
izleyerek Hatay’da Suriye hududuna kadar uzanmaktadir. Keg¢iboynuzu, deniz
seviyesinden baslayarak, Antalya Beskonak ve Diizlerdzii bolgelerinde 900 m,
Anamur'da 500 m, Mersin'de (Tomiik bolgesi) 550 m yiikseklige kadar ¢ikmaktadir
[Tashgil, 2011].

Keg¢iboynuzu meyvesi tikketim olgunluguna eristiginde %91-92 toplam kuru
madde ve %62-67 toplam ¢ozinlr kuru madde igermektedir. CoOziinir kuru
maddenin 6nemli bir kismini ise sakkaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glikoz
(%7-10) olusturmaktadir. Ham seliiloz ve toplam mineral madde miktar1 sirasiyla
yaklasik olarak %4,6-6,2 ve %2,2-2,4'tiir ve mineral maddeler iginde en yiiksek
oranda potasyum bulunmaktadir [Karkacier ve Artik, 1995].

Kec¢iboynuzu Tiirkiye ve Diinya'da ticari degeri heniiz 6nem kazanmamig ve
tiretim kapasitesi diisilk bir bitki olmasina ragmen olduk¢a genis alanlarda
kullanilabilecek bir iiriindiir [Erol, 2010]. Tiirkiye’de tiiketim miktar1 oldukca smirl
olan ve endiistriyel olarak degerlendirilemeyen meyvenin bir kismu ihrag
edilmektedir [Senay, 2009]. 1990’11 yillardan bu yana Tiirkiye’nin kegiboynuzu
ithracatt artmistir. Keg¢iboynuzu tohumlariin (kabuklar1 soyulmamis ve ezilmemis),
sadece ¢ekirdegi alinmig halinin, ¢ekirdegi alinmig toz halinin ve tiim tane halinin

Italya, Ispanya, Almanya, Ingiltere, Yunanistan gibi Avrupa iilkelerine, Suudi
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Arabistan, Fas ve Liibnan gibi Orta Dogu ve Afrika iilkelerine ihracati yapilmaktadir
[Y1ilmaz, 2009].

Kegiboynuzu gida endiistrisinde dogrudan veya katki maddesi olarak
kullanilmasinin yani sira diger endiistri kollarinda da degerlendirilmektedir. Uygun
bir teknolojiyle islenip ¢esitli gidalara katilabilir. Fiyatinin yiiksek olmamasi ve
yiiksek miktarda seker icermesi nedeniyle Akdeniz iilkelerinde pekmez ve alkollii
icki tiretiminde kullanilmaktadir [Merwin, 1981]. Yiiksek oranda ¢oziiniir kuru
madde igerdigi i¢in i¢ecek endiistrisi i¢in uygun bir hammadde olarak goriilmektedir
[Senay, 2009]. Tiirkiye’de ise keg¢iboynuzu genellikle ¢erez, un, pekmez ve hayvan
yemi olarak degerlendirilmektedir. Son yirmi yila kadar genelde iiretildigi bolgelerde
tilkketilen kegiboynuzu 6zellikle pekmez ve un olarak islenmeye basladiktan sonra
tiim iilkede tiiketilir olmustur [Unal, 1991]. Cikolataya benzer gériiniisii ve kendine
O0zgl tadiyla dogal bir tatlandiricidir. Cikolata ve kakaoda bulunan yiiksek
miktarlardaki kafein ve theobromini igermemesinden dolayr kegiboynuzu, gida
tirlinlerinde daha ¢ok ¢ikolata ve kakaonun yerine kullanilmaktadir [Yousif ve
Alghzawi, 2000]. Keg¢iboynuzu unu kakaoya benzer goriiniimii ve aromasi nedeniyle
unlu mamiillerde, baz1 igeceklerde ve dondurma iiretiminde alternatif bir aroma
verici ve tatlandirict olarak degerlendirilmektedir. Kakaoya gore daha tatli olan

kegiboynuzunun yag orani ise kakaodan daha diisiiktiir [ Y1lmaz, 2009].

Keciboynuzu meyvesi, antioksidan 6zellik gosteren polifenoller bakimindan
zengin yapisi, yiksek mineral ve diyet lifi igeriyle insan sagligi tizerinde olumlu
etkileri bulunan bir gidadir. Zengin fenolik madde igerigi ile insan viicudunda
serbest radikal olusumunu engellemektedir. Iceriginde 24 adet fenolik bilesen
bulunmaktadir ve bu bilesenler i¢inde en yiiksek miktarda bulunan gallik asittir
[Owen vd., 2003]. Ayrica ke¢iboynuzu meyvesinin bilesiminde gallik asitin
ozelliklerini artiran ve takviye eden promotor maddeler bulunmaktadir. Yiiksek lif
iceriginden dolayi, kan yaglarmin dengelenmesine yardimci oldugu bilinmektedir
[Senay, 2009].
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Cizelge 2.3. Ke¢iboynuzu meyvesinin bilesimi [Turhan vd., 2007]

Bilesim Ogesi %
Toplam kuru madde 91-92
Toplam seker 62-67
Indirgen seker 13-18
Sakaroz 34-42
Fruktoz 10-12
Glikoz 7-10
Protein 4-6
Ham seliiloz 4,60-6,20
Ham yag 0,20-0,40
Pektik madde 0,03-0,05
Toplam kiil 2-3
Toplam asit (%SSA) 0,50-0,65

Ke¢iboynuzu meyvesi igerdigi yiiksek oranda mineraller (potasyum,
kalsiyum, fosfor, magnezyum, demir, ¢inko vd.) ve vitaminler sayesinde karaciger ve
akciger rahatsizliklari, tansiyon ve daha birgok konuda yararhi etki gostermektedir.
Kegiboynuzunda bulunan bakirin biyoyarayigliligi diisiik, ¢inkonunki ise yiiksek
olarak belirlenmistir [Kiroglu, 2001].
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Zunft vd. (2003); yaptiklar bir ¢alismada kegiboynuzu meyvesinin kolesterol
seviyesi lizerindeki etkinligini incelemislerdir. Giinde 15 g keciboynuzu tiiketiminin
kolesterolii %10,5 ve kandaki trigliserid miktarmi %11,3 oraninda diistirdigiinii

gozlemlemislerdir.

Ozcan vd. (2007); yaptiklar1 bir calismada kalsiyum (4,3 g/kg), potasyum
(24,7 glkg), magnezyum (1,4 g/kg), sodyum (1,3 g/kg) ve fosforun (5,4 g/kg)

ke¢iboynuzunda en yogun bulunan mineraller olduklarini belirtmislerdir.

Zengin igerigi ile ke¢iboynuzu meyvesinin saglikli ve dengeli beslenmedeki

Onemi yapilan bir¢ok caligmayla ortaya konmustur.

2.5.3.Uziim Cekirdegi

Uziim (Vitis vinifera), asmagiller familyasima ait, yeryiiziinde kiiltiirii yapilan
en eski meyve tiirlerinden biridir. Mitolojide tanrilarin gidas1 diye anilmaktadir.
Misirhilar ve Fenikeliler araciligiyla MO 4000°1i yillarda deniz yoluyla tiim diinyaya
dagilmistir. Eski Misir mezarlarinda ve yazitlarinda sik¢a yer almaktadir [Artik,
2013]. Uziim diinyanin en ¢ok iiretilen meyvelerinden biridir. Tiirkiye iiziimde 250
bin ton yillik iretimi ile diinyada oldukga bilyiikk bir paya sahiptir [2013 Yili
Cekirdeksiz Kuru Uziim Raporu]. Ege Bélgesi ticari anlamda {iziim yetistiriciligi ile
on plana ¢ikmis olsa da ililkemizin hemen hemen her yerinde iiziim {retimi

gergeklestirilebilmektedir.

Uziim ¢ekirdegi meyve suyu ve sarap iiretiminde bir attk maddedir. Fenolik
bilesik ve antioksidan igeriginin yiiksek olmasi nedeni ile son yillarda iizerinde
fazlaca arastirma yapilan bir yan iiriindiir. Dogal olarak flavonoidler agisindan zengin
bir kaynaktir. Bilesiminde bulunan en 6nemli fenolik asit gallik asittir. Ayrica iiziim
cekirdegi bilinen en giiglii antioksidan olan proantosiyanidinleri de yiiksek oranda
icermektedir. Uziim ¢ekirdeginin antioksidan 6zelligi, bilinen antioksidan vitaminler
olan C vitamininden neredeyse 20 kat, E vitamininden ise 50 kat daha fazladir [Artik,
2013].
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Son yillarda ozellikle saglikli beslenme agisindan meyvelerin Oneminin
artmasiyla birlikte gida takviyesi olarak iiziim ¢ekirdegi lizerinde fazlaca arastirma
yapilmaya baslanmistir. Serbest radikalleri elimine etme 6zelliginin yani sira {iziim
cekirdeginin kalp hastaliklar1 riskini azalttigr belirtilmistir [Artik, 2013]. Ayrica
icerisindeki fenolik bilesiklerin in vitro diisik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu engelledigi de belirtilmistir. Insan saghg acisindan &nemli faydalari
bulunan iiziim ¢ekirdeginden insan sagligi i¢in oldukc¢a faydali takviyeleri iiretilmeye

baslanmistir [Artik, 2013].

Bagchi vd. (2000); iiziim c¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi {izerinde
yaptiklar1 bir ¢caligmada E vitamini, C vitamini ve {iziim ¢ekirdegi proantosiyanidin
ekstrelerinin serbest radikal giderici ozelliklerini karsilastirmiglardir. Calisma
sonucunda {iziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstrelerinin E ve C vitaminine gore ¢ok

daha giiglii bir radikal giderici oldugunu gézlemlemislerdir.

Baklabasi vd. (2005); Tirkiye'de yetisen 12 farkli tizim ¢ekirdeginin gallik
asit, epikatesin, katesin, flavon 3-ol miktarlarin1 ve antioksidan &zelliklerini
belirlemislerdir. HPLC ve spekrofotometrik olarak gerceklestirdikleri ¢alisma
sonucunda orneklerin ¢ogunda epikatesin miktarinin katesin miktarindan fazla
oldugunu goézlemislerdir. Yiiksek flavon 3-ol igerikli iiziim ¢ekirdeklerinin serbest
radikal siiptirme 6zelliklerinin de fazla oldugunu belirtmisler ve flavon 3-ol igerigi ile

orneklerin antiradikal verimliligi arasinda 6nemli korelasyonlar gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu calismada kuru baklagillerden bakla, kirmiz1 fasulye, beyaz fasulye ve
yesil mercimegin kabuk kisimlari, liziim ¢ekirdegi ve kegiboynuzu meyvesi lifi
(seker ekstraksiyonu sonucu kalan posa) kullanilmistir. Orneklerin tamami Mersin'de
faaliyet gosteren cesitli yerel firmalardan temin edilmistir. Baklagil kabuklar1 manuel
olarak taneden ayrilmis ve 500 mikronluk elekten gegecek sekilde Ogiitiilmiistiir.
Hazir olarak alinan iiziim ¢ekirdegi ve kec¢iboynuzu meyvesi lifi de 500 mikronluk
elekten gececek sekilde ogiitiilmiistiir (Ika Werke M20, Germany). Ogiitme islemi
sonrasi elde edilen 6rnekler analizlerde kullanilmak tizere soguk hava deposunda (-

20) saklanmugtir.

Calismada kullanilan tiim sarf malzemeler Sigma Aldrich'den temin

edilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan tane yesil mercimekler ve kabuklari
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan tane beyaz fasulye ve kabuklari

fasulye kabuklart AL e

------

Sekil 3.4. Caligmada kullanilan tane kirmizi fasulye ve kabuklari
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R
keciboynuzu meyvesi lifi tinte -~ /*

-

Sekil 3.5. Kegiboynuzu meyvesi lifi ve ke¢iboynuzu meyvesi lifi unu

iizim ¢ekirdekleri iizim ¢ekirdegi unu

Sekil 3.6. Uziim cekirdekleri ve {iziim ¢ekirdegi unu

3.2. YONTEM
3.2.1. Nem Tayini
Calismada kapsaminda uygulanan her analiz Oncesinde Orneklerin nem

igerikleri nem tayin cihaz1 (Mettler Toledo Moisture Analyzer, HX204, Switzerland)

ile belirlenmistir ve analizlerin sonuglar1 kuru madde tizerinden hesaplanmustir.
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3.2.2.Coziiniir ve Coztinmez Diyet Lifi Analizleri

Toplam, ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi analizleri Megazyme Hazir Kitleri
(Megazyme K-TDFR 01/05, Ireland) kullanilarak yapilmistir. Yonteme goére ornekler
oncelikle 100 °C ’de 1siya dayanikli a-amilaz ile muamele edilerek orneklerin
yapisindaki nisastanin hidrolizi gerceklestirilmistir. Daha sonra 60 °C ’de proteaz
enzimi ile depolimerize edilerek proteinlerin ¢ozdiiriilmesi saglanmistir. Proteinleri
¢Ozdiirtilen 6rnekler 60 °C ’de amiloglukosidaz enzimi ile muamele edilip, nisasta
fragmentlerinin glikoza hidrolizi saglanmigtir. Elde edilen karisimdaki hidroliz
edilememis kisimlarin Gooch krozesinden (Sinter cam filtreli - 2D - Por.1) siiziiliip
ayrilmasiyla Orneklerdeki ¢6ziinmez diyet lifi miktarlar1 belirlenmistir. Gooch
krozesinden gegen siiziintiideki polimerlerin etanol ile ¢oktiiriiliip tekrar
stiziilmesiyle ise Orneklerdeki ¢oziiniir diyet lifi miktarlart belirlenmistir (Total

Dietary Fiber Assay Procedure, K-TDFR 01/05).

3.2.3.Toplam Lignin Analizi

Lignin miktarinin belirlenmesinde Oncelikle gravimetrik bir yontem olan
Klason yontemi kullanilmistir [Theander ve Westerlund, 1986]. Yonteme gore 0,250
g Ornek tartilarak 3 mL %78'lik H,SO, ¢ozeltisi igerisinde, 20 °C ’de 1 saat
karistirilmistir. Daha sonra karisim saf su ile %4 oraninda seyreltilerek 121 °C *de 1
saat 151l islem uygulanmstir. Ornekler agirliklar1 dnceden belirlenen Gooch krozeleri
ile siiziilerek 105 °C ’de 16 saat etiivde kurutulmustur. Ilk tartim alindiktan sonra
orneklere 550 °C ’de 1 saat yakma islemi uygulanarak asit ¢ozeltisinde ¢dziinmeyen
bilesiklerin uzaklagmasi saglanmistir. Yakma sonunda elde edilen kiil miktar ilk

tartimdan ¢ikarilarak orneklerin lignin miktarlar1 gravimetrik olarak belirlenmistir.
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0,250 g é*irnek [Mo]

3 mL H,SO4 ¢ozeltisi (%78'liK) igerisinde karigtirma (20 °C; 1 saat)
v

Cozeltinin saf su ile %4 oranina seyreltilmesi ve 1s1l islem (121 °C; 1 saat)
v

Filtrasyon (Goo*ch krozesi, por.1)
Kurutma (135 °C; 16 saat)
Sogutma Vg tartim [M4]
Yakma (55*0 °C; 1 saat)

Sogutma ve tartim [M]

Sekil 3.7. Klason metodu ile gravimetrik lignin analizi akim semast

. M, -M
Lignin, % :lM—leoo

0
Mo : Ornegin baslangigtaki agirhig (g)
M; : Ornegin 105 ° C *de 16 saat kurutulduktan sonraki agirligi (g)
M, : Ornegin 550 ° C *de 1 saat kurutulduktan sonraki agirligi (g)

Literatiirdeki bazi kaynaklarda bu yontemle gravimetrik olarak lignin
miktarinin belirlenmesinde proantosiyanidinlerin interferans yapmasi nedeniyle
lignin miktarlar1 oldugundan fazla bulunabilecegi belirtilmistir [Marles vd., 2008a].
Bu nedenle interferans yaptigi diisliniilen oligomerik ve polimerik bilesenlerin
orneklerden ekstrakte edilmesiyle gravimetrik yontem modifiye edilerek orneklere
tekrar uygulanmistir. Pérez-Jiménez vd. (2009)’de verilen yontemlere gore lignin
analizi Oncesinde Orneklere oligomerik proantosiyanidin (OPA) ve polimerik
proantosiyanidin (PPA) ekstraksiyonlar1 uygulanmistir. OPA ekstraksiyonu i¢in 0,5
g Ogiitilmiis kuru Ornek iizerine 20 mL asidik metanol:su (50:50 v/v, pH=2)
eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat kanstillmistir. Karisim daha sonra
santrifiijlenerek (Medifriger BL-S, Selecta, Spain) (5000 rpm ; 10 dk) iist faz atilmis
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ve kalint1 ayrilmistir. Kalint1 {izerine 20 mL aseton:su (70:30 v/v) eklenmis ve oda
sicakliginda 1 saat daha karistirilmistir. Karisim tekrar santrifiijlenerek (5000 rpm ;
10 dk) tst faz atilip kalinti ayrilmistir. Boylece ekstrakte edilebilen OPA'larin
orneklerden ayrildigr disiiniilmektedir. PPA  ekstraksiyonu igin ise OPA
ekstraksiyonu sonucu elde edilen kalint1 {izerine 10 mL butanol/HCI (97,5:2,5 v/v) ve
0,7 g FeCl; (Sigma Aldrich, 236489 ) eklenmis, kaynar su banyosunda (Memmert
WNB 22, Germany) 1 saat bekletilmistir. Santrifiijleme (5000 rpm ; 10 dk)
isleminden sonra list faz atilmis ve kalinti iki defa 5 mL biitanol ile yikanip
santrifiijlenerek (5000 rpm ; 10 dk) iist fazlar uzaklastirilmistir. Elde edilen kalintiya

Klason lignin metodu uygulanarak lignin analizi tekrarlanmstir.

\

0,250 g 6rnek [Mo] £

v 3
Oligomerik proantosiyanidinlerin ekstraksiyonu 5 % g
A ARy . Y =
Polimerik proantosiyanidinlerin ekstraksiyonu > = § %
Y R
Kurltma :S 259
v g @

Ekstrakt kalintisi _/ 5

v

3 mL H,SO, ¢ozeltisi (%78’lik) igerisinde karistirma \
(20 °C; 1 saat)
Cozeltinin saf su ile %4 oragma seyreltilmesi ve 1s1l islem
(121 °C; 1 saat)
Filtrasyon (Goot:h Krozesi, por.1) >
Kurutma (1015 °C; 16 saat)

Sogutma Vi tartim [My]
Yakma (559 °C; 1 saat)

Gravimetrik lignin analizi yontemi

Sogutma ve tartim [M;]

J

Sekil 3.8. Proantosiyanidin ekstraksiyonu yapilmis 6rneklerde lignin analizi akim
semast
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3.2.4. Toplam Polifenol ve Antioksidan Analizleri

Toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesi analizleri i¢in Peterson vd.
tarafindan 6nerilen yontemler kullanilmistir. Toplam fenolik madde analizi 6rnekten
%80’1lik metanol ile ekstrakte edilen polifenollerin Folin Ciocalteau Bilesigi ile
verdikleri tepkimeye dayanmaktadir. Analiz sonuclar1 gallik asit esdegeri cinsinden
belirlenmistir. Toplam antioksidan igerikleri ise FRAP ve DPPH yontemleriyle
analiz edilmistir. FRAP yontemi; orneklerden %80’lik metanol ile ekstrakte edilmis
antioksidanlarin eklenmesi sonucu, oksidan olarak kullanilan ferrik-tripiridiltriazin
kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fe2+) formuna indirgenmesine dayanmaktadir.
Sonuglar TROLOX (Sigma Aldrich, 238813) esdegeri cinsinden belirlenmistir.
DPPH yontemi ise; Orneklerden %80°lik metanol ile ekstrakte edilmis
antioksidanlarin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich, D9132) serbest
radikalini indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. Sonuglar TROLOX esdegeri

cinsinden belirlenmistir.

3.2.5. Oligomerik (OPA) ve Polimerik (PPA) Proantosiyanidin Miktar Analizi

Calisma kapsaminda orneklere uygulanacak OPA ve PPA ekstraksiyonlari
Pérez-Jiménez vd. (2009)'de verilen yontemlere gore yapilmistir. Analizin akim

semas1 Sekil 3.3.'de verilmistir.

OPA ve PPA ekstraksiyonlar1 sonucu elde edilen ist fazlardan gerekli
seyreltmeler yapildiktan alinan 50 pL 6rnek iizerine 3 mL %4’lik vanilin (Sigma
Aldrich, V1104) ¢o6zeltisi ve 1,5 mL derisik HCl eklenmistir. Karisim 15 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 500 nm’deki absorbansi 6lgiilmiis (Analytik Jena
AG, Specord 210 Plus, Germany) ve hazirlanan kalibrasyon grafikleri yardimiyla
ornekteki toplam proantosiyanidin miktar1 (+)-katesin (Sigma Aldrich, 43412)

esdegeri cinsinden hesaplanmistir.
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0,5 g ornek

v

20 mL asidik metanol:su (50:50 v/v, pH=2) (oda sicakligi, 1saat)

v

santrifiij (2500 g ; 10 dk)
I'e
Kahinti

y

20 mL aseton:su (70:30 v/v) (oda sicakligi, 1saat)

v

santriflyj (2500 g ; 10 dak)

¢

KALINTI-I (OPA's1 alinmis 6rnek)

¢

10 mL butanol/HCI (97,5:2,5 v/v) ve 0,7 g FeCls

v

santrifiij (2500 g ; 10 dk)

v UST
Kalint > FAZ-I1I

v

5 mL bitanol ile yikama islemi (x2)

v

KALINTI-IT (PPA's1 alinms 6rnek)

UST
FAZ-I

A\ A 4

A\ 4

Sekil 3.9. Oligomerik (OPA) ve polimerik (PPA) proantosiyanidin ekstraksiyonu
akim semasi
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3.2.6. Safra Asitleri Baglama Kapasitesi Testleri

Calisma kapsaminda OPA ve PPA’larin SABK iizerindeki etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in SABK testleri her bir 6rnegin tli¢ farkli kisminda yapilmistir. Bu

kisimlar asagida agiklanmustir.
(1) Ornegin kendisi
(2) OPA ckstraksiyonu sonucu kalan kalint1 (Kalinti-1)
(3) PPA ekstraksiyonu sonucu kalan kalint1 (Kalinti-11)

Dolayisiyla, (1) nolu kisim ile (2) nolu kismin SABK analiz sonuglar1 arasindaki fark
OPA’larin etkisini, 2 nolu kisim ile 3 nolu kismin SABK degerleri arasindaki fark ise

PPA’larin etkisini ortaya koymustur.

Orneklerin in vitro sindirimi ve safra asitlerini baglama testleri Sayar vd.
(2005) tarafindan yulaf igin gelistirilen yontem temel alinarak yapilmigtir. Ancak bu
calismada kullanilacak orneklerin pigsme siirelerinin daha uzun olmasindan dolay1
uygulanan 1sil islem modifiye edilmistir. Sayar vd. (2005) tarafindan yulaf unu igin
kaynar su banyosunda (=100 °C) uygulanan 4 dakikalik 1s1l iglem yerine bu
calismada kaynar su banyosunda (=100 °C) 15 dakika seklinde uygulanmuistir.
Analizin detaylar1 Sekil 3.4.'te verilmistir.

Ust fazda safra asitleri tayini hazir analiz kitleri (Bile Acid Kit: Product No:
450A, Trinity Biotec Plc, Wicklow, Ireland) kullanilarak yapilmistir. Yontemin
prensibi oncelikle safra asitlerinin 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz katalizorliigiinde
3-okso safra asitlerine oksidasyonu seklindedir. Bu oksidasyon tepkimesi sirasinda
esit mol sayisinda nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), NADH formuna
indirgenmektedir. Bunun devaminda NADH, NAD’ye okside olurken ortama
eklenen nitro blue tetrazolyum tuzu (NBT), diaforaz katalizorliigiinde formazana
indirgenmektedir. Formazan 530 nm’de maksimum absorbans vermekte ve renk
yogunlugu ortamdaki safra asitlerinin miktar1 ile dogru orantili olmaktadir.
Orneklerin safra asitlerini baglama kapasiteleri drnege eklenen miktar ile hidrolizatta

bulunan miktar arasindaki farktan hesaplanmustir.
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0,4 g 6rnek
10 mL saf su ila*vesi ve karistirma
Kaynar su bazyosunda 15 dk
Oda sicakligina sogutma ve 65 mL sodyzjm fosfat tampon (50 mM, pH 6,9) ilavesi
37 °C °de 15 dk yavasga ¢alkalama
250 pL human salivary a-amilaz (EC No:*3.2.1.1) (5 mg/mL 3,6 mM CacCl,) ilavesi
37°C’de 15 dk ;avasga calkalama
pH'nin 2'ye ayarlaanm (6M ve 1M HCl ile)
625 pL pepsin (EC No: 3.4.23.1)*(0,5 mg/mL %9’luk NaCl) ilavesi
37 °C °de 30 dk ;avasg:a calkalama
pH'nin 6.9'a ayarlanma} (3M ve 1M NaOH ile)

1,25 mL pankreatin (EC No: 232-468-9) (0.5 mg/mL sodyum fosfat tampon (50 mM,
pH 6,9)) ve 15 mL 1,53 uM ’111; safra asidi stok ¢ozeltisi ilavesi

37 °C °de 90 dk zavasga calkalama
Santrifiij (5000 rpm, 5 dk)
v

Safra asitleri baglama testi (iist faz)

Sekil 3.10. Safra asitleri baglama kapasitesi analizi akim semasi

3.2.7. Istatiksel Degerlendirme

Verilerin degerlendirilmesi amactyla SPSS versiyon 16 (SPSS Inc., Chicago, IL)
istatistik analiz paket programi kullanilmustir. Incelenen bir degisken acisindan ikiden
fazla grubun birbirleriyle karsilastiriimalarinin gerektigi durumlarda ortalamalar arasinda
fark olup olmadigi One-Way ANOVA ile saptanmis ve farklilik %95 giiven araliginda
Duncan testi ile degerlendirilmistir. Uygulanan islemler ve analizlerin tamami tekrarli
olarak gerceklestirilmis ancak paralel sayisi (en az iki olmak {izere) yapilan analizin
hassasiyetine gore degisiklik gdstermistir. Istatistiksel analizler de yapilan tekrar ve
paralel sayilarma gore degerlendirilmistir. Incelenen bir degisken agisindan iki grubun
birbiriyle karsilastirilmasinin gerektigi durumlarda ise ortalamalar arasinda fark olup

olmadig: t testi ile saptanmis ve farklilik %95 giiven aralifinda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. ORNEKLERIN COZUNUR VE COZUNMEZ DIYET LIiFi ICERIKLER]

Toplam diyet lifi analizleri sonucunda e¢lde edilen analiz sonuglar1 Cizelge
4.1.°de verilmistir. Cizelge 4.1.’de goriildiigii gibi o6rneklerdeki diyet lifi igerikleri
beklendigi gibi yiiksek c¢ikmistir. Orneklerde 6zellikle ¢oziinmez diyet lifi

miktarlarinin fazla oldugu, ¢oziiniir lif miktarlarinin ise diisiik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan 6rneklerin diyet lifi i¢erikleri
Diyet lifi Miktar', %

ORNEK Coziinmez Coziiniir Toplam?®
Kegiboynuzu meyvesi lifi 83,31 +0,02° 4,35 +0,64° 87,66 + 0,62
Uziim ¢ekirdegi 79,56+ 0,35  1,27+0,13°  80,85+0,23
Bakla kabugu 81,97 +0,51*"  344+0,18  8541+0,69
Beyaz fasulye kabugu 81,11+0,81"°  1,57+0,07° 82,68+ 0,89
Kirmizi fasulye kabugu 79,10 + 1,24° 1,64+0,65°  80,74+0,59
Yesil mercimek kabugu 7324+0,64°  1,62+065°  74,86+0,01

Aynut siitundaki farkli harfler, ayn siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak

farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayni harfi igeren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Sonuglar kuru madde iizerinden hesaplanmistir. Verilen degerler ii¢ tekrarin ortalamasi + standart
sapma seklindedir.

2 Coziinmez ve ¢oziiniir diyet lifi miktarimin toplami

Llobera ve Canellas (2007); Manto Negro cinsi kirmizi tiziimlerden kirmizi
sarap liretimi prosesinde yan tirlin olarak ¢ikan kiispede (kabuk+gekirdek) yaptiklar
analiz sonucunda toplam diyet lifi icerigini kuru maddede %74,5 + 2,43 olarak
bulmuslardir. Sanchez-Alonso vd. (2007); yaptiklar1 bir ¢alismada {iziimde bulunan
antioksidan diyet liflerinin kiyilmig baliktaki yag oksidasyonunu 6nlemesi iizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismada posadaki (kabuk+cekirdek) toplam
diyet lifi icerigini kuru maddede %73,99 olarak bulmuslardir. Cizelge 4.1.’de
gortldiigli tizere yapilan calisma sonucunda iiziim ¢ekirdeginde literatiirdeki

caligmalara yakin fakat biraz iizerinde bir deger bulunmustur. Literatiirdeki bu
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calismalarda materyal olarak ¢ekirdek+kabuk seklindeki posa kullanilmistir. Fakat
yapilan bu calismada {iziimiin sadece ¢ekirdek kismi kullanilmistir. Bu nedenle elde
edilen sonuglarin literatiirdeki verilerden fazla bulunmasmin olagan oldugu
distiniilmektedir. Ayrica ¢aligmalarda materyal olarak kullanilan iiziim ¢esitlerinin
ve yetisme kosullarmin farkli olmasi, uygulanan analiz yontemlerinin ve analiz

kosullarinin da farkli olmasi sonuglarin farkli olmasina neden olabilir.

Dongowski  (2007); zengin lif igerigine sahip preparatlar arasindaki
etkilesimleri ve in vitro olarak SABK’ni incelemistir. Yaptig1 ¢alismada kegiboynuzu
lifinde toplam diyet lifi icerigini %83,3 olarak belirlemistir. Owen vd. (2003);
kegiboynuzu lifindeki temel polifenollerin ekstraksiyonu yaparak ve bunlarin
yapilarinin aydinlatilmasi konusunda ¢alismislardir. Calismada keciboynuzu lifindeki
toplam diyet lifi igerigini %74,6 olarak belirlemislerdir. Literatiirde yer alan
kegiboynuzu lifinde yapilan ¢alismalarda toplam diyet lifi icerikleri genellikle yine
%75-85 arasinda bulunmustur. Cizelge 4.1.’de goriildiigii tlizere yapilan g¢alisma
sonucunda keg¢iboynuzu meyvesi lifinde diyet lifi igerigi kuru maddede toplam
%87,66 + 0,62 olarak belirlenmistir. Elde edilen suclarin literatiirdeki verilerden
fazla bulunmasinin ¢aligmalarda materyal olarak kullanilan keg¢iboynuzu c¢esitlerinin
ve yetisme kosullariin farkli olmasindan, uygulanan analiz yontemlerinin ve analiz
kosullarinin da farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
literatiirdeki bazi degerler yas agirlik bazinda verilmistir, bu degerler kuru madde
bazinda daha yiiksek olacaktir. Dolayisiyla bu calismada materyal olarak kullanilan
kegiboynuzu meyvesi lifinde literatiir verilerine uygun olarak toplam diyet lifi icerigi

belirlenmistir.

Literatiirde genellikle kuru baklagillerin biitiiniiyle ilgili c¢alismalar
yapilmistir. Kutos vd. (2003); kuru ve islenmis fasulyelerin diyet lifi icerigini
incelemislerdir. Yaptiklari ¢aligma sonucunda ¢esitli fasulye cinslerinin toplam diyet
lifi igeriklerini kuru maddede %19-22 arasinda belirlemislerdir. Anderson ve Bridges
(1988) ise ¢esitli sebze, meyve, tahil ve baklagil orneklerinin toplam diyet lifi
igeriklerini incelemislerdir. Calisma sonucunda yaklasik 12 farkli fasulye ¢esidinin

toplam diyet lifi igeriklerini kuru maddede %10-33 araliginda belirlemislerdir.
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Mercimekte ise kuru maddede %12-15 araliginda belirlemislerdir. Bu g¢alismada
materyal olarak ise baklagil orneklerinin kabuk kisimlart kullanilmistir. Gidalarin
diyet lifi igeriklerinin genellikle kabuk ve c¢ekirdek kisimlarinda bulundugu
bilinmektedir. Dolayisiyla Cizelge 4.1. incelendiginde elde edilen sonuglarin
literatiirde yer alan biitin baklagil tanesinde belirlenen degerlerden yiiksek
bulunmasi olagandir. Yine calismalarda kullanilan Orneklerin cinsleri, yetisme
kosullari, analiz yontemleri ve kosullar1 sonuglar1 etkileyebilecek diger

parametrelerdir.

4.2. ORNEKLERIN TOPLAM LIGNIN MIKTARLARI

Klason metoduna gore yapilan lignin analizinin sonuglari Cizelge 4.2.’de

verilmigtir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan 6rneklerin klason metodu ile elde edilen lignin

icerikleri
ORNEK Lignin Miktar1’, (%)
Kegiboynuzu meyvesi lifi 48,1+23
Uziim cekirdegi 51,2+ 3,3
Bakla kabugu 129+2,1
Beyaz fasulye kabugu 26+10
Kirmiz1 fasulye kabugu 148 +1,7
Yesil mercimek kabugu 299+28

*'Sonugclar kuru madde iizerinden hesaplanmistir. Verilen degerler 6 tekrarin ortalamasi + standart
sapma seklindedir.

Zunft (2001) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan, ve %80-90 araliginda
diyet lifi icerigine sahip, kegiboynuzu lifi Orneklerinin lignin igerigi %50-65
araliginda oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada elde edilen deger de bu sonuclara
yakin goziikmektedir.  Spanghero (2009); farkli iiziim ¢ekirdeklerinin lignin
igeriklerini %37,1-43,7 araliginda vermektedir. Bu calismada kullanilan iiziim

cekirdeginin lignin igerigi ise bu degerlerden biraz daha yiiksek bulunmustur. Bunun
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nedeninin, bu ¢alismada kullanilan {iziim ¢esidinin ve iliziimiin yetistigi toprak ve
iklim kosullarinin farklt olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Calismada
kullanilan diger 6rneklerin lignin igerigi ile ilgili literatlir bilgisine rastlanmamustir.
Tim halde baklagil tanelerinde lignin analizi sonuglar1 literatiirde yer almaktadir.

Ancak tane kabugunda yapilan lignin analizi ¢aligmalarina rastlanmamustir.

Literatiirde lignin analizinin farkli gida 6rneklerine uygulanmasi ile ilgili
bircok caligma yer almaktadir. Bu caligmalarda en dikkat ¢eken unsur ayni 6rnekler
kullanildigr halde, elde edilen lignin igerigi sonuglarinin kullanilan yontemlere gore
¢ok farkli ¢ikmasidir. Marles vd. (2008a); 12 farkli barbunya fasulyesi hatlarindan
elde edilen tane kabuklarinda gravimetrik Klason ve tiyoglikolik asit metodlarina
gore lignin analizleri yapmislardir. Calismada gravimetrik Klason metoduna gore
ortalama lignin miktar1 140 mg/g araliginda iken bu sonuglar tiyoglikolik asit
metoduna gore ortalama 10 mg/g olarak bulunmustur. Marles vd. (2008b); yiiksek
oranlarda kondense tanen igeren orneklerde Klason yontemi ile yaptiklari lignin
analiz sonuglarinin tiyoglikolik asit yontemine gore yapilan sonuglardan 3-4 kat daha
yiiksek oldugunu belirtmistir. Fukushima ve Hatfield (2004); 18 farkli 6rnekte 4
farkli lignin analiz metodu kullanilarak yaptiklar1 calismada yine metoda bagl olarak
farkli sonuglar elde etmislerdir. Benzer farkliliklar Moreira-Vilar vd. (2014)
tarafindan da belirtilmektedir. Bu calismalarda belirtilen husus gravimetrik olarak
lignin miktarinin  belirlenmesinde proantosiyanidinlerin interferans yapmasi
nedeniyle lignin miktarlarinin oldugundan fazla belirlenmis olma ihtimalidir.
Hatfield ve Fukishima (2005); lignin analiz metotlarin1 degerlendirdikleri makalede,
ayni Orneklerde farkli yontemler kullanilarak yapilan liginin analizlerinde farkl
sonuglarin elde edilebilecegini belirtmislerdir. Dikkat edilmesi gereken en 6nemli
hususun, bir arastirma sirasinda tutarli bir karsilastirma yapmak i¢in tiim Orneklere

ayni analiz metodunun uygulanmasi gerektigini dnermislerdir.

Calismada  kullanilan  Orneklerin =~ bazilarinin ~ O6nemli  miktarlarda
proantosiyanidin igerdikleri (Cizelge 4.6.) dikkate alindiginda Cizelge 4.2.’de elde
edilen lignin sonuglarinin oldugundan fazla olma ihtimali mevcuttur. Bu nedenle

yukarida tartigilan literatiir bilgileri sonucunda gravimetrik lignin analizi 6ncesinde

37



Durkan, O. 2015. Gida Maddelerinde Bulunan Lignin ve Proantosivanidinlerin Safia Asitleri Baglama Kapasitelerinin In Vitro
Olarak Belirlenmesi , Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

orneklere proantosiyanidin ekstraksiyonu islemlerinin uygulanmasinin sonuglari
nasil etkileyecegi belirlenmek istenmistir. Uygulanan bu yontemin prensibi standart
gravimetrik lignin analizi metodu prensibinin tamamen aynisidir. Aralarindaki tek
fark analiz Oncesinde Orneklere oligomerik ve polimerik proantosiyanidin
ekstraksiyon islemlerinin uygulanmasidir (Sekil 3.9.). Bu yonteme gore orneklerde
bulunan oligomerik ve polimerik proantosiyanidinler literatiirde bulunan yontemler
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bu sekilde yapilan lignin analizi Yontem-11 olarak

adlandirilmistir.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan lignin analiz yontemlerinin karsilastirilmasi ve
orneklerin toplam proantosiyanidin igerikleri

Klason Yontem-I ile

2

ORNEK Yontemi  Yontem-11* Yontem-II ( TogEm .!DA K)

(Yontem-1) arasindaki fark,%o mg gorne
Keciboynuzu
meve it 481+23 476+31 1.0 7.9
Uziim gekirdegi 512+3,3 421+2,3 17.8 326
Baklakabugu 12,9421 34+18 73.6 589
Beyazfasulye 6,19 184009 32.7 47
kabugu
Kirmizi fasulye 149,17 46412 68.9 462
kabugu
Yesil mercimek 599,58 g5421 78.3 67.2

kabugu

! On-iglem olarak oligomerik ve polimerik proantosiyanidin ekstraksiyonu uygulanmus érneklerle
yapilan standart gravimetrik Klason lignin analiz yontemi
2 (Cizelge 4.6.’da yer alan degerlerden hesaplanmustir.

Cizelge 4.3.’teki sonuglar incelendiginde Yontem-Il *ye gore yapilan analiz
sonuglarinin daha diistik ¢iktig1 gozlenmistir. Yontem-1 ve Yontem-1l *ye gore elde
edilen sonuglar arasindaki farklar ile ayni Orneklerin toplam proantosiyanidin
(OPA+PPA) igerikleri arasindaki korelasyon katsayis1 0,86 olarak hesaplanmuistir.
Yani Yontem-ll *ye gore elde edilen sonuglardaki diisiis 6rneklerin proantosiyandin
icerigi ile dogru orantilidir. Bu durum beklendigi gibi proantosiyanidinlerin

gravimetrik lignin analizi metodunda girisim etkisinin varligin1 géstermektedir.
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Benzer bir g¢alisma Morrison vd. (1995) tarafindan da yapilmistir. Bu
calismada da aseton:su (70:30, v/v) ekstraksiyonu uygulanan boriilce kabuklarinda
elde edilen lignin analiz sonuglarinin 6nemli oranda diistiiglinii belirtmislerdir
(Cizelge 4.5.). Cozgen ekstraksyonu oOncesi ve sonrasindaki orneklerin lignin
analizleri sonuglar1 arasindaki farklar ile 6rneklerin tanen igerikleri arasinda 0,96 gibi

yiiksek bir korelasyon katsayis1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. Morrison vd. (1995) tarafindan boriilce kabugundan elde edilen lignin
ve tanen analizleri sonuglari®

Lignin icerigi, g/kg kabuk

Tanen icerigi,

Boriilce
ornegi Eks:[raks.izyon Ekstraksi)?{on (I):ark“, g CE%/kg kabuk
oncesli sonrasi Yo
1 79,5 48,3 39,2 0,56
2 75,3 49,9 33,7 1,69
3 79,3 49,2 38,0 2,24
4 189,8 84,6 55,4 51,84
5 236 74,7 68,3 1449
6 229,2 68,5 70,1 155,3

" Bu ¢izelge Morrison vd. (1995)'de farkli boriilce gesitleri igin verilen sonuglardan olusmaktadir.
2 Boriilce kabugunun kendisi

® Aseton:su (70:30, v/v) ekstraksiyonu uygulanmus ekstrakt kalintis1 olan bériilce kabugu

* Ekstaksiyon dncesi ve sonrasi elde edilen lignin igerikleri arasindaki % fark

® Katesin esdegeri

4.3. ORNEKLERIN TOPLAM POLIFENOL VE ANTIOKSIDAN ICERIKLERI

Literatiir verileri incelendiginde calisilan materyallere iliskin bir ¢ok farkli
sonuca rastlanmaktadir. Fenolik ve antioksidan bilesiklerin tayininde ilk asama
ekstraksiyondur. Ekstraksiyon, bir maddenin sabit sicaklik ve basingta kat1 ve sivi
fazdaki denge derisimlerinin farkli olmasindan faydalanilarak yapilan bir ayirma
islemidir [Uslu, 2005]. Kati-siv1 ekstraksiyonunun kullanildigr bu caligmada kati
icerisindeki bilesenler uygun coziiclide ¢oziilerek elde edilmistir. Kat1 icerisindeki

yayilm yavastir ve dengeye gelmesi zaman alir. Dolayisiyla ekstraksiyonda
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kullanilan ¢oziicii, ¢oziiciiniin derisimi ve ekstraksiyon siiresi sonuglar1 etkileyen
onemli parametrelerden biridir. Ekstraksiyon siiresince enzim aktivitesi, oksijen ve

1s1k da ekstraksiyon verimini etkilemektedir [Tenderis, 2010].

Fenolik ve antioksidan maddelerin ekstraksiyonunda ¢oziicii se¢imi ¢ok
onemlidir. Literatiire gére gida kaynakli polifenol ekstraksiyonlarinda genellikle etil
asetat, metanol ve aseton gibi organik ¢oziiciiler daha sik kullanilmaktadir [Naczk ve
Shahidi, 2006]. Uygun c¢oziicii se¢iminin yani1 sira ekstraksiyon sicakligi da
ekstraksiyonu etkileyen énemli bir parametredir. Yiiksek sicaklik ekstraksiyon hizini
arttirir  fakat bazi bilesiklerin yapilarinda bozulmalara neden olur. Bu durum
istenmeyen bilesiklerin de ekstrakta gecmesine neden olarak sonuglari 6nemli 6l¢iide
etkileyebilir. Materyal ve ¢oziiciiniin etkilesimde kaldigi siire de onemlidir. Siirenin
az olmasi istenen bilesenlerin ayriminin tamamlanmamasina neden olabilir. Siire
gereginden uzun tutulursa da antioksidan aktivite olumsuz etkilenebilir. Bu nedenle
ekstraksiyon siiresi dikkat edilmesi gereken bir konudur ve sonuglart dogrudan

etkileyebilir.

Calismalarda kullanilan materyallerin cinsi, yetisme kosullari, toprak ve iklim
Ozellikleri, hazirlik asamalar1 ile saklama kosullari, fenolik madde ve antioksidan
kapasite analizlerinde sonucu etkileyen 6nemli 6zelliklerdir. Kirma, 6giitme, tanecik

boyutu, saklanma sicaklig1 gibi parametreler de analiz sonuglarini etkilemektedir.

Fenolik bilesiklerin ve antioksidan 6zelliklerin belirlenmesinde en 6nemli sey
ise kullanilan metoddur. Bu konuda sayisiz ¢aligma olmasinin yani sira kullanilan
metodlar da olduk¢a ¢esitlidir. Kullanilan materyale uygun metodun segilmesi ¢ok
onemlidir. Segilen metod kimyasal degisimleri minimum seviyede tutarken istenen
bilesenlerin ekstraksiyonunu tamamen saglamalidir. Calismada fenolik madde
analizinde Folin-Ciocalteu metodu kullanilmigtir. Bu klasik bir 6lgiimdiir. Ayrag
oldukca duyarlidir ama spesifik degildir. Farkli fenoller agisindan yiiksek oranda

esdeger sonu¢ vermesi metodun avantajidir. Fakat seker varligindan etkilenmektedir.
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Tim faktorler goéz Oniinde bulunduruldugunda literatiir verilerindeki
farkliliklar olagan goriilmektedir. Calisma sonucunda kullanilan materyallerin
belirlenen toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan kapasiteleri ise Cizelge
4.5.'te verilmistir. Antioksidan kapasiteleri iki farkli yontemle (DPPH ve FRAP

yontemleri) ¢alisilmistir ve birbirine paralel sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.5. Calismada kullanilan 6rneklerin toplam fenolik madde igerikleri ve
antioksidan kapasiteleri’

Toplam Fenolik Antioksidan Antioksidan aktivite,
ORNEK Madde (mg aktivite, FRAP DPPH (umol TE®/g
GAEz/g ornek) (umol TE3/g ornek) ornek)
Kegiboynuzu g g, g 5¢ 59,2 + 1,4° 393,0 + 9,6°
meyvesi lifi
UziinTg 47,8+ 1,4° 2437 + 4,6° 705,3 + 17,9°
cekirdegi
Bakla kabugu 29,8 +1,8° 164,0 + 2,0° 575,1 + 12,5°
B. fasulye 0,2+0,1f 0,7 0,1 9,3+0,2°
kabugu
K. fasulye 36,1 + 0,4° 138,8+ 1,4° 563,9 + 22,8°
kabugu
Y. mercimek 434 0,30 231,54+ 1,6° 691,9 + 6,8°
kabugu

Ayni siitundaki farkli harfler, ayni siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak

farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayni harfi igeren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Sonuglar kuru madde iizerinden hesaplanmistir. Verilen degerler ii¢ tekrarin ortalamasi = standart
sapma seklindedir.

2 Gallik asit esdegeri

¥ TROLOX esdegeri

4.4. ORNEKLERIN OLIGOMERIK VE POLIMERIK PROANTOSIYANIDIN
MIKTARLARI

Proantosiyanidinler bitkisel kaynakli gidalarda yiiksek oranda bulunan
hastalik Onleyici etkileri bilimsel calismalarla kanitlanmis biyoaktif bilesiklerdir.
Ancak proantosiyanidinlerin saglik iizerine olumlu etkilerini gosterebilmesi igin

diyet ile giinliik alim miktarlarinin ve biyoyarayishiliklarinin belirlenmesi biiyiik
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Oonem tasimaktadir. Diyetle alinan proantosiyanidinlerin ise gidalarda bulunma
oranlar1 ve kompozisyonlar1 hakkindaki literatiir bilgisi yetersizdir. Gidalarin
proantosiyanidin igeriklerinin belirlenmesine iliskin genel kabul gormiis standart
yontemlerin olmamasi nedeniyle bu konudaki bilgiler smirlidir. Bu c¢alismada
orneklerin proantosiyanidin igeriklerinin belirlenmesi amaciyla kolorimetrik bir
yontem olan Vanilin yontemi kullanilmigtir. Fakat Vanilin yonteminde gida
orneginde bulunan diger antosiyanidinler de sonucu etkileyebilmektedir. Bu durum
beklenenden daha yiiksek sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir. Calisma
sonucunda Orneklerde belirlenen proantosiyanidin igerikleri Cizelge 4.6.’da

verilmigtir.

Cizelge 4.6. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA ve PPA icerikleri

OPA’ PPA? TOPLAM PA®
ORNEK . )

(mg CE"/g 6rnek)  (mg CE/g o6rnek) (mg CE/g 6rnek)
Kegiboynuzu 35+05° 4,4+12° 79
meyvesi lifi
Uziim ¢ekirdegi 28,7 +1,0° 39+1,2° 32,6
Bakla kabugu 42,4 +27° 16,5+ 0,8" 58,9
Beyaz fasulye 3,5+ 0,5 1,2+ 0,6° 4,7
kabugu
Kirmizi fasulye 42 4+ 2.7 3,8+0,3° 46,2
kabugu
Yesil mercimek 28,6+ 10" 38,6+ 0,6° 67,2

kabugu

Ayni siitundaki farkli harfler, ayni siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak

farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayn1 harfi igeren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Sonuglar kuru madde iizerinden hesaplanmustir. Verilen degerler alti tekrarm ortalamasi + standart
sapma seklindedir.

2 Oligomerik proantosiyanidinler

® polimerik proantosiyanidinler

* Katesin esdegeri

® OPA ve PPA'larin toplanmastyla elde edilen toplam proantosiyandin miktar:.

Genel olarak proantosiyanidinlerin basta meyvelerde (6zellikle {iziimsi

meyveler) olmak lizere kakao, sarap, bira, cay ve baklagillerde yiiksek oranda
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bulundugu bilinmektedir [Aydin ve Ustiin, 2007]. Calisma sonucunda da iiziim
cekirdegi ve baklagil kabuklarinda yiiksek oranda proantosiyanidin igerigine
rastlanmustir.

Proantosiyanidinlerin miktarlarimin belirlenmesinde fenolik bilesiklerin
belirlenmesinde oldugu gibi uygulanan ekstraksiyon basamaginin dogru yapilmasi
biiyiilk 6nem tagimaktadir. Cilinkii kullanilan geleneksel ekstraksiyon yoOntemleri
toplam proantosiyanidin igerigini degil yalnizca ekstrakte edilebilir proantosiyanidin
igerigini belirleyebilmektedir. Ekstrakte edilemeyen kisimin belirlenmesi gézden

kagabilmektedir.

4.5. ORNEKLERIN SAFRA ASITLERi BAGLAMA KAPASITELERI

Literatiirde diyet lifinin SABK iizerindeki etkileri ile ilgili yapilan bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Diyet lifinin saglik agisindan pek ¢ok olumlu etkisinin
kanitlanmis olmasina ragmen SABK mekanizmasindaki islevleri tam olarak
aydinlatilamamgtir. Ozellikle de lignin ve B-glukamin bu mekanizmada etkili
oldugunu belirtilmis fakat kanitlanamamistir. Stafford (1988); lignin ve
proantosiyanidinlerin bitkisel dokularda birlikte sentezlendigini ifade etmektedir.
Dolayisiyla, literatiir verilerinin degerlendirilmesi sonucunda ligninin SABK
tizerindeki etkisinin onunla birlikte bulunan (veya ona bagl halde olan) baska bir
gida bileseniyle yani proantosiyanidinlerle, bu mekanizmada etkili olabilecegi
distintilmiistir. Bu nedenle bu c¢alismada, ligninle kompleks halde bulunan
proantosiyanidinlerin SABK iizerine etkisinin olup olmadigmin kanitlanmasi

hedeflenmistir.

Hem lignin hem de proantosiyanidinlerin kimyasal yapisinin oldukga
karmagik oldugu dolayisiyla fonksiyonel oOzelliklerini belirleyen parametrelerin
anlasilmasinin ¢ok zor oldugu bilinmektedir (Marles vd., 2008a). Bundan dolay1 bu
calismada safra asitleri ile lignin veya proantosiyanidinler arasinda gerceklesen
baglanma seklinin belirlenmesi yoluna gidilmemis sadece bilesenlerin etkilerinin
kanitlanmas1 amaglanmistir. Tiim bunlar g6z Oniinde bulundurularak yapilan bu

calismada da OPA ve PPA’larin SABK iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla her
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ornegin tli¢ farkli kismina SABK testleri uygulanmistir. Bunlar; 6rnegin kendisi, OPA
ekstraksiyonu yapilmis hali ve PPA ekstraksiyonu yapilmis halidir. Analizler

sonucunda belirlenen 6rneklere ait SABK degerleri Cizelge 4.7°de verilmektedir.

Cizelge 4.7. Calismada kullanilan 6rneklerin SABK degerleril

Safra Asidi Baglama Kapasitesi'

(mmol/100g 6rnek)
. 2
ORNEK Dogal Haldeki OPA Ahmmuis PPA Ahnmus TOPLAM PA
Ornek Ornek Ornek (mg CE/g érnek)

Kegiboynuzu 9,8 +0,2° 9,5+ 0,3 7,1+0,6° 7.9
meyvesi lifi
Vg, 9,4+0,8 3,8+0,5° 23+0,4° 32,6
cekirdegi
Bakla kabugu 15,7 + 0,9° 8,6+ 0,9° 1,4+0,6° 58,9
Beyaz fasulye 2.8+0,1° 2,9+0,2° 32+0,5 4,7
kabugu
Kugly” | 13,7 + 1,4° 7.9+1,6° 1,4+0,2° 46,2
fasulye kabugu
Yesil
mercimek 17,1+ 1,6° 10,3 +0,6° 24+0,7° 67,2
kabugu
Kolestiramin 13.4+0,9
Seliiloz 12+0,1

Ayni satirdaki farkli harfler, ayni satirdaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayni harfi iceren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Sonuglar kuru madde iizerinden hesaplanmistir. Verilen degerler alt1 tekrarin ortalamasi + standart
sapma seklindedir.

2 OPA ve PPA'larin toplanmastyla elde edilen toplam proantosiyandin miktari.

Bu ¢alismada kullanilan in vitro sindirim prosediirii insan sindirim sisteminin
taklit edilmesiyle tasarlanmistir. Literatiirde yer alan diger safra asidi ¢alismalarinda
yer alan prosediirler, bu ¢aligmada kullanilan 6rneklere de uygun olacak sekilde
modifiye edilerek uygulanmistir [Sayar vd., 2005; Sayar vd., 2006; Drzikova vd.,
2005; Kahlon ve Chow, 2000]. Kahlon ve Chow (2000) tarafindan uygulanan
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yontem pankreatin sindiriminin ardindan pepsin enzimi eklenmeksizin sadece
orneklerin pH 2’de asidik sindirimini i¢ermektedir. Drzikova vd. (2005) ise
orneklerin sindirimi i¢in sadece pankreatin ve amiloglukosidaz enzimlerinden olusan
bir karisim kullanmuislardir. Calismada kullanilan mevcut sistemde ise, insan sindirim
sistemine en yakin benzetimi uygulayabilmek i¢in 6rnekler insan tiikiirigli a-amilazi,
pepsin ve pankreatin enzimleri ile muamele edilmistir. Her bir enzim uygulamasi
oncesinde karisimin pH’s1 enzimin optimum pH degerine ayarlanmistir. Enzimlerin
uygulanma siiresi insan sindirim sistemi benzetisimi dikkate alinarak o-amilaz,
pepsin Ve pancreatin igin sirasiyla 15, 30 ve 90 dakika olarak belirlenmistir. Belirli
derisimdeki kolik, deoksikolik, taurokolik ve glikokolik asitlerinin tuzlarindan olusan

safra karigimi ise pankreatin uygulamasi isleminden 6nce eklenmistir.

Calismada kolestramin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kolestiraminin
SABK degeri 13,4 mmol/100 g kolestiramin olarak belirlenmistir. Bu deger eklenen
stok ¢ozeltideki toplam safra asidinin  %80,9’una  karsilik  gelmektedir.
Kolestiraminin safra asitlerini %100 bagladig1 kabul edilerek sonuglar kolestiramin
ile iligkili olarak degerlendirilmistir. Boylece metodsal etkilerin elimine edilmesi ve
sonuglarin literatiir verileriyle saglikli sekilde karsilastirilmast amaglanmistir.
Seliiloz ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Kolestiramine gore hesaplandiginda
kullanilan seliilozun SABK degeri %9,0 (1,2 mmol/13,4 mmolx100) olarak
belirlenmistir. Pozitif ve negatif kontrol olan kolestiramin ve seliiloz i¢in elde edilen
sonuglarin literatiir verileriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir [Kim ve White, 2012,
Sayar vd., 2005; Story ve Kritchevsky, 1976].
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Cizelge 4.8. Calismada kullanilan ke¢iboynuzu meyvesi lifinin ii¢ ayr1 kismina ait
SABK degerlerinin kolestramin ile iligkisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru 6rnek  Kolestiramine giire(l), %
Keg¢iboynuzu meyvesi lifi 98+0,2° 731+15
OPA alinmis k. m. lifi 9,5+0,3% 709+23
PPA alinmis k. m. lifi 7,1+ 0,6IO 53,0+4,2

Aymi siitundaki farkli harfler, aym siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayni harfi igeren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Kolestiraminin bagladig1 safra asitleri miktar1 100 olarak alinip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.

Cizelge 4.9. Calismada kullanilan bakla kabuklarinin {i¢ ayr1 kismina ait SABK
degerlerinin kolestramin ile iligkisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru 6rnek  Kolestiramine gore®, %
Bakla kabugu 15,7 +0,9° 117,2+6,6
OPA alinmisg bakla kabugu 8,6+1,0° 642+7,4
PPA almmis Bakla Kabugu 1,4 +0,2° 10,4 +4,3

Ayni siitundaki farkli harfler, ayn siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir.

! Kolestiraminin bagladig1 safra asitleri miktar1 100 olarak alinip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.

Cizelge 4.10. Calismada kullanilan beyaz fasulye kabuklarinin ii¢ ayr1 kismina ait
SABK degerlerinin kolestramin ile iliskisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru Kolestiramine gore'”,
ornek %
Beyaz fasulye kabugu 28+0,1° 20,9+0,5
OPA alinmis b. fasulye kabugu 2,9+0,2% 21,6 +1,2
PPA alinmis b. fasulye kabugu 3,2+0,5% 239+3,6

Ayni siitundaki farkl harfler, ayni siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir. Ayn1 harfi igeren puanlamalar istatiksel olarak farkli degildir.

! Kolestiraminin bagladig1 safra asitleri miktar1 100 olarak alinip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.
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Cizelge 4.11. Calismada kullanilan kirmizi1 fasulye kabuklarinin ti¢ ayr1 kismina ait
SABK degerlerinin kolestramin ile iligkisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru Kolestiramine gore™,
ornek %
Kirmiz1 fasulye kabugu 13,7+1,4° 102,2 + 10,3
OPA alinmis k. fasulye kabugu 79+1,6° 59,0+ 11,7
PPA alinmis k. fasulye kabugu 1,4+0,2° 104+14

Ayni siitundaki farkli harfler, ayni siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir.

! Kolestiraminin bagladig1 safra asitleri miktar1 100 olarak alinip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.

Cizelge 4.12. Calismada kullanilan tiziim ¢ekirdeklerinin {i¢ ayr1 kismina ait SABK
degerlerinin kolestramin ile iligkisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru Kolestiramine gore™,
ornek %
Uziim gekirdegi 9,4+0,8 70,2+5,8
OPA alinmis iiziim ¢ekirdegi 3,8+ 0,5b 28,4+39
PPA alinmis iiziim ¢ekirdegi 2,3+0,4° 17,2+3,1

Aymi siitundaki farkli harfler, aym siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir.

! Kolestiraminin bagladig safra asitleri miktar1 100 olarak almip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.

Cizelge 4.13. Calismada kullanilan yesil mercimek kabuklarinin ii¢ ayr1 kismina ait
SABK degerlerinin kolestramin ile iligkisi

Safra Asidi Baglama Kapasitesi

ORNEK mmol/100g kuru Kolestiramine gore®,
ornek %
Yesil mercimek kabugu 171+16° 1276 +12,2
OPA alinmis y. mercimek kabugu 10,3 +0,6° 76,9+ 4,8
PPA alinmis y. mercimek kabugu 2,4+0,7° 17,9+5,0

Ayn siitundaki farkl harfler, ayni siitundaki degerler arasinda p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
farklilik oldugunu ifade etmektedir.

! Kolestiraminin bagladig1 safra asitleri miktar1 100 olarak alinip diger 6rneklerin bagladigi miktarlar
goreceli olarak buna gore hesaplanmustir.
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Gidalarin SABK degerleri ve diyet lifi igerikleri arasindaki etkilesim tizerine
tartigmalar devam etmektedir. Daha Onceki c¢aligmalara bakildiginda gidalarin
¢oziinmez diyet lifi igerikleri ve SABK arasinda 6nemli korelasyonlar belirlenmistir
[Sayar vd., 2005]. Fakat bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Yine Sayar
vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada yulaf kepeginin SABK’nin yulafin diger
kisimlarina oranla 1,5-2 kat daha fazla oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni olarak ise
kepekte yiiksek oranda ¢oziinmez diyet lifinin, ozellikle lignin, bulunmasi

gosterilmistir

Hamauzu ve Mizuno (2011); ayva, alig, elma, armut ve yaban mersini
meyvesinden elde edilen alkolde ¢éziinmeyen kati1 kisimlarindan 6zellikle lignin ve
prosiyanidin igerigi yiiksek olan ayva kalintisinin en yiiksek radikal giderici etkisi ve
SABK'ne sahip oldugunu ve proantosiyanidinlerin SABK {izerinde etkili
olabilecegini belirtmislerdir. Calismada kullanilan 6rneklerin lignin ve prosiyanidin
icerikleri ile SABK degerleri arasinda anlamli korelasyonlar tespit etmislerdir. Ancak

bunun dogrulanmasi deneysel olarak yapilmamastir.

Kahlon ve Chow (2000); piring, yulaf, bugday ve misir kepegi 6rneklerinin
SABK degerlerini toplam diyet lifi igerigi bazinda ve kolestiramine gore goreceli
olarak belirlemislerdir. Buna gore piring, bugday, yulaf, ve misir kepegi 6rneklerinin
SABK degerlerini sirasiyla %51, %31, %26 ve %5 olarak belirlemislerdir. Elde
edilen sonuglara gore kepek orneklerinin safra asidi baglama-kolesterolii diisiirme-

ozelliklerinin ¢ozinir diyet lifi miktari ile iliskili olmadigini belirtmislerdir.

Sonuglar incelendiginde bakla, kirmizi fasulye kabugu ve yesil mercimek
kabuklarinin pozitif kontrol olan kolestiraminden ¢ok daha fazla safra asidi bagladigi
goriilmiistiir. Cizelge 4.6’ya bakildiginda Orneklerin toplam proantosiyanidin
icerikleri ve SABK degerleri arasinda 0,91 degerinde bir korelasyon katsayisi
belirlenmistir. OPA ve PPA miktarlarina paralel olarak da &rneklerin SABK
degerlerinde orantili sekilde azalmalar goriilmektedir. Dolayisiyla beklendigi gibi
orneklerin proantosiyanidin igerikleri ve SABK degerleri arasinda dogrusal bir iliski

saptanmuistir.
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SABK’nin bir ¢ok bilesene baglh bir proses oldugu belirtilmistir [Sayar vd.,
2005]. Fiziksel sartlar, ortam sartlar1 (viskozite, pH, sicaklik), gidalarin igerigindeki
diyet lifinin partikiil biiyiikliikleri ve hiicre yapilar1 gibi pek ¢ok parametre in vitro
sindirim proseslerini etkilemektedir. Bu nedenle in vitro sindirim ¢alismalari iizerine

fiziksel sartlarin etkisi arastirilmaya devam edilen bir konudur.
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5. SONUC ve ONERILER

Diyet lifi sindirim sisteminde safra asitlerini baglayarak kolesteroliin kismen
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Bu konuda yapilan birgok ¢alisma bulunmasina
ragmen diyet lifinin veya bunlara bagli gida bilesenlerinin bu mekanizmadaki
islevleri aydinlatilamamistir. Yapilan ¢aligma sonucunda ise drneklerin bilesiminde
bulunan diyet lifi, lignin ve proantosiyanidinlerin bu mekanizmadaki rolleri

incelenmistir.

Literatiirdeki pek ¢ok c¢alismada diyet lifinin SABK {izerinde etkili oldugu
ozellikle de lignin (Kay vd., 1979) ve B-glukanin (Sayar vd., 2006) boyle bir islevi
oldugu belirtilmistir. Ancak Sayar tarafindan yapilan 6n ¢aligmalarda yulaf unundan
B-glukanlarin ekstrakte edilmesi sonucunda geriye kalan kalintida SABK’nin 6nemli
oranda azalmadigi gozlenmis, dolayisiyla B-glukanlarin tek baslarina boyle bir
islevlerinin olmadigini belirtmislerdir. Funk vd. (2008); misir tanesinde yapilan
lignifikasyon islemi sonucunda elde ettikleri farkli lignin icerikli 6rneklerde de lignin
ile SABK arasinda herhangi bir iliski gézlememislerdir. Hu ve Yu (2013); piring
kepeginin SABK ile hemiseliiloz miktar1 arasinda pozitif bir iligki tespit etmis fakat

lignin iceriginin SABK agisindan herhangi bir etkisi olmadigini belirtmislerdir.

Calisma sonucunda elde edilen sonuglar incelendiginde literatiirdeki ilgili
caligmalara benzer olarak orneklerin diyet lifi, lignin icerikleri ve SABK degerleri
arasinda yiiksek bir iligki belirlenmistir. Tekrarli analizler sonucunda diyet lifi igerigi
yiiksek olan bir 6rnegin SABK’nin daha diisiik olabildigi ya da lignin igerigi diisiik
olan bir 6rnegin SABK’nin daha yiiksek olabildigi gézlenmistir. Calismanin basinda
da belirtildigi gibi genellikle lignin ile birlikte bulunan proantosiyandinlerin bu
mekanizmadaki etkisi incelenmis ve oldukga yiiksek bir korelasyon belirlenmistir.
Tahmin edildigi gibi proantosiyanidinlerin gidalarin SABK degerleri iizerindeki

etkilerinin diyet lifi ve ligninin yarattig1 etkiden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgularla iilkemizde yiliksek miktarlarda iiretilen ve iretilme

potansiyeli bulunan baklagillerin veya ke¢iboynuzu meyvesinin besinsel yararlari
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ortaya konmustur. Calismada kullanilan 6rnekler diyet lifi iceriklerinin yani sira
yiiksek fenolik madde igerikleri ve antioksidan kapasiteleriyle de dikkat ¢cekmektedir.
Dolayisiyla elde edilen sonuglar materyal olarak kullanilan 6rnkelerin tliketiminin
tesvik edilmesinde ve toplum bilinci saglanmasinda etkili olacaktir. Boylece hem
tilkemizde hem de diinyada onemli bir saglik sorunu olan hiperkolesterolemi
sorununun dogal yollarla azaltilmasina faydali olunacaktir. Bu durum saglik

harcamalarinin azaltilmasi agisindan ekonomiye de dolayli katki saglayacaktir.
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