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OZET

OBEZITENIN ONLENMESINDE GIDA UYGULAMALARI:
GIDALARDA DOGAL OLARAK BULUNAN YAG VE
KARBONHIDRAT SINDIiRiM ENZIM INHIBITORLERI

ERCAN, Pinar

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Sedef Nehir EL
Eyliil 2016, 91 sayfa

Bu ¢alismada makro besin 6gelerinin sindiriminden sorumlu ince bagirsak
enzimlerinin aktivitesini inhibe edici 6zellik gosteren bazi gidalar ve bilesenleri
ele alinmigtir. Insan sindirim sistemi enzimleri {izerine inhibisyon etkileri oldugu
bilinen biyoaktif bilesiklerce (prosiyanidin, antosiyanin, saponin, karnosik asit)
zengin bazi gida kaynaklarinin (elma, siyah iizim, tar¢in, demir dikeni, nohut,
adagayi, biberiye), lipit ve karbonhidrat sindirimi iizerine inhibitor etkileri lipaz,
a-amilaz, a-glukosidaz enzim inhibisyon analizleri ile saptanmigtir. Bu gidalarin
toplam prosiyanidin, toplam antosiyanin, toplam saponin, karnosik asit igerikleri
in vitro sindirim Oncesi ve sonrasi saptanarak, bu biyoaktif bilesiklerin ne

kadarimin emilim hiicrelerine erisebildigi (biyoerisebilirlik) belirlenmistir.

Antosiyanin ve prosiyanidince zengin gida Ornekleri ig¢inde en yiiksek
antosiyanin igerigi izim Orneginde saptanirken (164.76 £+ 2.51 mg/100 g), en
yiikksek prosiyanidin igerigi tar¢inda (6432.54+177.31 mg/100 g) saptanmistir
(p<0.05). Antosiyanin biyoerisebilirligi elmada (% 10.23+1) tiziim (% 8.23+0.64)
ve tar¢gina (% 8.73+0.70) gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Prosiyanidin
biyoerisebilirligi tar¢inda (% 18.75+£1.49) ve elmada (% 17.57+0.71) tiziime (%
14.08+0.74) gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Nohutun saponin igerigi (24.08+2.01 mg/g) demir dikeninden (Tribulus
terrestris) (13.16+0.89 mg/g) daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Saponin
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biyoerisebilirligi demir dikeninde (% 51.84+2.85) nohuta (% 39.9842.97) gore
daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Biberiyede bulunan karnosik asit miktar1 (18.72+0.33 mg/g) adacayindan
(3.76+0.13 mg/g) daha yiikksek bulunmustur (p<0.05). Karnosik asit
biyoerisebilirligi biberiye ve adacay1 drnekleri icin sirasiyla % 45.10+1.88 ve %
38.32+0.21 olarak saptanmuistir.

En disiik 1Cso degerleri ile a-glukosidaz (76.80+1.68 ug/mL) ve lipaz
(4.31+0.62 pg/mL) enzimleri lizerine en yiiksek inhibisyon etkiyi gosteren gidanin
biberiye oldugu, a-amilaz enzimi iizerine en yiiksek inhibisyon etkiyi gdsteren
gidanin en diisiik 1Csp degeri (3.54+0.86 pug/mL) ile tar¢in oldugu bulunmustur.
Ayrica arastirmalarimiza gore ilk defa bu ¢alisgmada gida 6rneklerinin standartlar
cinsinden esdeger inhibisyon kapasiteleri saptanmis ve elde edilen degerler 1Cs

degerleri ile uyumlu bulunmustur.

Calismamiz gida Orneklerinin (elma, iiziim, tar¢in, demir dikeni, nohut,
adacgay1, biberiye) a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz sindirim enzimlerini in vitro
olarak inhibe etme potansiyeline sahip olduklarim1 ve diisiik kalorili bir diyet ile
birlikte, viicut agirligt yOnetiminde oOnemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Prosiyanidin, antosiyanin, saponin, karnosik asit, lipaz,

a-amilaz, a-glukosidaz, in vitro biyoerisebilirlik



ABSTRACT

FOOD APPLICATIONS IN THE OBESITY PREVENTION:
LIPID AND CARBOHYDRATE DIGESTIVE ENZYME
INHIBITORS FOUND NATURALLY IN FOODS

ERCAN, Pinar

PhD in Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Sedef Nehir EL
September 2016, 91 pages

In this study, some foods and food components that show inhibitory
properties of intestinal enzymes responsible for macronutrient digestion were
discussed. Inhibitory effects on lipid and carbohydrate digestive enzymes of food
sources (apple, black grapes, cinnamon, puncture vine, chickpea, sage, rosemary),
which are rich in bioactive compounds (procyanidins, anthocyanins, saponins,
carnosic acid), which are known for their inhibitory effects on lipid and
carbohydrate digestive enzymes, were determined with lipase, a-amylase and o-
glucosidase enzyme inhibition analyses. Total procyanidins, total anthocyanins,
total saponins and carnosic acid contents of the chosen food samples were
determined before and after in vitro digestion to calculate how much bioactive

compounds reach to absorption cells (bioaccessibility).

While the highest total anthocyanin content was found in red grape (164.76
+ 2.51 mg/100 g), the highest procyanidin content was found in cinnamon
(6432.54+177.31 mg/100 g) among the selected food samples (p<0.05). The
anthocyanin bioaccessibilities were found as 10.23+1 %, 8.23+0.64 %, and
8.73+£0.70 % in apple, red grape, and cinnamon, respectively. The procyanidin
bioaccessibilities of apple, red grape, and cinnamon were found as 17.57+0.71 %,
14.08+0.74 % and 18.75+1.49 %, respectively.

The saponin content of chickpea (24.08+2.01 mg/g) was found to be higher

than the saponin content of puncture vine (Tribulus terrestris) (13.16+0.89 mg/g)



(p<0.05). On the other hand, the bioaccessibility of saponin in Tribulus terrestris
(% 51.84+2.85) was higher compared to the saponin bioaccesibility in chickpea
(% 39.98+2.97) (p<0.05).

The carnosic acid content in rosemary (18.72+0.33 mg/g) was higher than
sage (3.76+0.13 mg/g) (p<0.05). The bioaccesibilities of carnosic acid in
rosemary and sage were found to be % 45.10+1.88 ve % 38.32+0.2, respectively.

Rosemary provided highest a-glucosidase and lipase inhibition and it had
the lowest 1Cso values (76.80+1.68 pg/mL for a-glucosidase, 4.31+0.62 ug/mL for
lipase) compared to the other samples analyzed in this study. Moreover, the
highest a-amylase inhibition was observed for the cinnamon, which had the
lowest ICsy values for a-amylase (3.54+0.86 pg/mL). Furthermore, to the best of
our knowledge, this is the first work that standard equivalent inhibition capacities
for food samples were determined and these values were in agreement with the

I1Csq values.

In summary, the present study provides the evidence that these food samples
(apple, black grapes, cinnamon, puncture vine, chickpea, sage, rosemary) are
potent inhibitors against a-amylase, a-glucosidase and lipase in vitro and they can
play an important role with a low calorie diet to control body weight.

Keywords: Procyanidins, anthocyanins, saponins, carnosic acid, lipase, a-

amylase, a-glucosidase, in vitro bioaccessibility
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1. GIRIS

Obezite son yillarda yetiskinlerde ve ¢ocuklarda ¢ok sik goriilen kiiresel bir
saglik sorunu haline gelmistir. Obeziteye etki eden etmenler; demografik (yas,
cinsiyet), sosyokiltiirel (egitim diizeyi, medeni durum), biyolojik ve davranigsal
(asir1 ve yanlis beslenme aligkanliklari, sigara ve alkol tiiketimi ve yetersiz fiziksel
aktivite) faktorler basliklar1 altinda toplanabilir. Obezite enerji alimi ile harcamasi
arasindaki dengenin bozulmasi ile sonuglanan ve siklikla enerji yogunlugu fazla

gidalarin asir1 tiiketimine bagl olarak meydana gelir (Cayir vd., 2011).

Kalp damar hastaliklari, diyabet, hipertansiyon, kas-iskelet sistemi
rahatsizliklar1 ve bazi kanser tiirleri gibi hastaliklarin riskini arttiran ve yasam
kalitesinin diigmesine neden olan obezite bir halk sagligi sorunu olmakla
kalmayip, tilke ekonomilerine saglik harcamalar1 acisindan biiyiik bir yiik
getirmektedir (WHO, 2005). Birlesmis Milletler'in 10 yillik (2016-2025)
Beslenme Aksiyon Plani'nda diinyada 1.9 milyar kisinin fazla kilolu oldugu ve
bunlarin i¢cinde 600 milyon kisinin obezite ile miicadele ettigi belirtilmistir

(United Nations Decade of Action on Nutrition, 2016).

Ulkemizde obezite goriilme sikhigi giderek artis gdstermektedir. Saglik
Bakanligi Temel Saghk Hizmetleri Genel Miudiirliigii tarafindan 7 cografik
bolgede secilen 7 ilde 14 saglik ocaginda yapilan "Saglikli Beslenelim, Kalbimizi
Koruyalim" ¢alismasina gére obezite siklig1 erkeklerde % 21.2, kadinlarda % 41.5
olarak bulunmustur. Beden kiitle indeks degerinin 40-69 yas arasinda dogrusal
olarak arttig1 ve 70 yasindan sonra diistiigii belirtilmistir (Erel vd., 2004).

Ulkemizde ulusal saglik politikasi ile ilgili yayinlarda obezite ile miicadele
konusuna da yer verilmistir. Saglik Bakanliginca hazirlanan "Saglik 21 Herkes
Icin Saglik" programi ile obezitenin hipertansiyon, diyabet vb. hastaliklara neden
olabilecegi bildirilmis. Bu program ile 2020 yilina kadar primer koruma yaklagimi
ile 40 yas ve iizeri niifusta obezite prevalansinin %10 azaltilmasinin hedeflendigi
belirtilmistir. "Tiirkiye Kalp ve Damar Hastaliklarmm Onleme ve Kontrol
Programi"nda da pek c¢ok kronik hastalik i¢in risk faktorii olan obezitenin

Onlenmesi i¢in ulusal bir programin hazirlanmasi hususu yer almistir. Bu nedenle



obezitenin Onlenmesi ile ilgili bilimsel ve politik kararliligin olusturulmasi ve
sektorler arasi faaliyetlerin arttirllmasi amaciyla "Tiirkiye Obezite (Sismanlik) ile
Miicadele ve Kontrol Program1" hazirlanmistir. Buna bagli olarak da 2010-2014
yillarin1 kapsayan “Obezite (Sismanlik) ile Miicadele ve Kontrol Programi Eylem
Plan1” olusturulmustur. Bu programin amaci, obezite ile etkin sekilde miicadele
etmektir. Bu etkin miicadele toplumun obezite ile miicadele konusunda bilgisini
arttirarak yeterli ve dengeli beslenme ve diizenli fiziksel aktiviteye Kkarsi
egilimlerini arttirarak {ilkemizde obezite ve obezite ile iliskili hastaliklarin (kalp-
damar hastaliklari, diyabet, baz kanser tiirleri, hipertansiyon, kas-iskelet sistemi
hastaliklar1 vb.) goriilme sikligini azaltmak amaglanmistir. Ayrica, lilkemizdeki
pek ¢ok kurum (kamu kurum ve kuruluslari, tniversiteler, 6zel sektor, sivil
toplum kuruluglart vb.) obezitenin onlenmesini amaglayan ¢esitli programlar,

projeler ve egitim ¢aligmalari organize etmektedir (Anonim, 2010).

Obezitenin dnlenmesi ve tedavisinde kullanilan yontemler tibbi beslenme
(diyet) tedavisi, egzersiz tedavisi, davranis degisikligi tedavisi, ilag tedavisi ve
cerrahi tedavi olmak iizere 5 grup altinda toplanmaktadir. Gidalar ile alinan
enerjinin 6nemli bir kismmin saglandigi yag ve karbonhidratlarin insan
viicudunda metabolizmasi sirasinda gorev alan enzimlerin inhibe edilmesiyle yag
ve karbonhidrat emiliminin azaltilmasi yoluyla obezitenin engellemesi yeni bir
yaklagim olarak calisilmaktadir. Giiniimiizde obezite tedavisinde dogal {iriinlerin
potansiyel sindirim enzimlerini inhibe edici etkisi hala daha tam olarak
kesfedilmemistir. igerdikleri biyoaktif bilesikler ile dogal gidalar giivenli ve etkili
bir tedavi i¢in mitkemmel bir alternatif strateji olabilir (Birari and Bhutani, 2007).
Obezite ve obeziteye bagli olarak olusan diyabet gibi hastaliklarin olusum riskini
azaltic1 fonksiyonel gida gelistirebilmek i¢in gidalarda dogal olarak bulunan lipaz,
a-amilaz ve a-glukosidaz enzim inhibitorlerinin etkinligi ve giivenligi ile ilgili

daha fazla caligma yapmaya gereksinim vardir (Wang et al., 2010).

Bu ¢alisma kapsaminda insan sindirim sistemi enzimleri iizerine inhibisyon
etkileri oldugu bilinen biyoaktif bilesiklerce (prosiyanidin, antosiyanin, saponin,
karnosik asit) zengin bazi gida kaynaklarinin (elma, siyah {iziim, tar¢in, demir
dikeni, nohut, adagay1, biberiye), yag ve karbonhidrat sindirim enzimleri olan o-

amilaz, a-glukosidaz ve lipaz ftzerine inhibitér etkilerinin belirlenmesi, bu



gidalarin toplam prosiyanidin, toplam antosiyanin, toplam saponin ve karnosik
asit igeriklerinin in vitro sindirim Oncesi ve sonrasi saptanmasi, bu biyoaktif
bilesiklerin ne kadarmin emilim hiicrelerine erisebildiginin (biyoerisebilirlik)
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaglar dogrultusunda yapilan calismalar su

sekilde olmustur:

1. insan sindirim sistemi enzimleri iizerine inhibisyon etkileri oldugu bilinen
prosiyanidin ve antosiyanince zengin bazi gidalarin (elma, siyah {iziim, targin)
toplam prosiyanidin, toplam antosiyanin igeriklerinin saptanmasi ve bu gidalara
insan sindirim sisteminin modellendigi in vitro sindirimin uygulanmasi ile in vitro
sindirim sonrasi toplam prosiyanidin, toplam antosiyanin igeriklerinin saptanarak

bu bilesikler i¢in biyoerisebilirlik oraninin belirlenmesi.

2. Insan sindirim sistemi enzimleri iizerine inhibisyon etkileri oldugu bilinen
saponince zengin bazi gidalarin (demir dikeni, nohut) toplam saponin igeriklerinin
saptanmasi ve bu gidalara insan sindirim sisteminin modellendigi in vitro
sindirimin uygulanmasi ile in vitro sindirim sonrasi toplam saponin igeriklerinin

saptanarak bu bilesik i¢in biyoerisebilirlik oraninin belirlenmesi.

3. Insan sindirim sistemi enzimleri iizerine inhibisyon etkileri oldugu bilinen
karnosik asitge zengin bazi gidalarin (adagayi, biberiye) karnosik asit igeriklerinin
saptanmasi ve bu gidalara insan sindirim sisteminin modellendigi in vitro
sindirimin uygulanmasi ile in vitro sindirim sonrasi karnosik asit igeriklerinin

saptanarak bu bilesik i¢in biyoerisebilirlik oraninin belirlenmesi.

4. Bu gidalarin yag ve karbonhidrat sindirim enzimlerine (a-amilaz, a-
glukosidaz, lipaz) karsi inhibitor etkilerinin 1Csp degerleri ile belirlenmesi, 1
mg/mL konsantrasyondaki gida &rneklerinin in vitro sindirim oncesi ve in vitro
mide sindirimi sonrasi enzim inhibisyon yiizdelerinin saptanmasi, ayrica katesin,
diosgenin ve karnosik asit standartlarinin enzim inhibisyon yiizdelerinin
belirlenmesi ve gida Orneklerinin bu standartlar cinsinden inhibisyon

kapasitelerinin ifade edilmesi.

5. Tiim verilerin istatistiksel analiz ile degerlendirilmesi.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Obezite

Beslenme; sagligin korunmasi, iyilestirilmesi, gelistirilmesi ve yasam
kalitesinin artirilmast amactyla viicudun gereksinimi olan besin 6gelerinin yeterli
ve uygun zamanda bilingli olarak tiiketilmesidir. Bireyin saglikli yasamasi,
ekonomik sosyal yonden gelismesi ve refah diizeyinin artmasinda yeterli ve
dengeli beslenme en temel kosullardan biridir. Bilim teknoloji alanindaki
ilerlemeler ve ekonomik gelismeler ile yetersiz beslenmenin neden oldugu saglik
saglik problemlemlerinde azalma meydana gelirken asir1 beslenme ve fazla enerji

alimna iligkin sorunlar ortaya ¢ikmaya baglamistir (Cayir vd., 2011).

Son yillarda tim diinyada obezitenin (sismanlik- viicut agirliginin fazla
olmasi) goriilme siklig1 giderek artmakta kiiresel 6l¢ekte 6nemli bir halk sagligi
sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Birari and Bhutani, 2007; Yildirim vd., 2008,
Yun, 2010). Epidemiyolojik ¢alismalar; obeziteden sorumlu faktorlerin
demografik, sosyo Kkiiltiirel, biyolojik, yasam bi¢imi faktorlerinden olustugunu
gostermistir. Demografik faktorlere 6rnek yas ve cinsiyet verilebilirken egitim
diizeyi ve medeni durum sosyo kiiltiirel faktorler altinda tanimlanabilir. Beslenme
ve fiziksel aktivite aligkanliklari, sigara ve alkol tiiketimi yasam bigimi
faktorleridir. Obezite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan "Sagh@ bozacak olgiide
viicutta anormal veya asir1 yag birikmesi" olarak tanimlanmaktadir. Yetiskin
erkeklerde viicut agirliginin ortalama %15-20'sini, kadinlarda ise %25-30'unu yag
dokusu olusturmaktadir. Erkeklerde bu oranin %25, kadinlarda ise %30'un iizerine

¢ikmasi obezite olarak tanimlanir (Anonim, 2010).

Insanlarin saglikli agirliklarmin ne oldugunu belirlemek i¢in; agirlik ve boy
arasindaki iliskinin basit bir &lciimii olan Beden Kiitle Indeksi (BKI)
kullanilmaktadir. Kilogram cinsinden viicut agirliginin boyun metre cinsinden
karesine bolinmesi ile hesaplamir (kg/m?). Beden kiitle indeksi 30’un iizerinde
olan bir kisi obez, 25’in lizerinde olan ise viicut agirhg fazla olarak
tanimlanmaktadir (Cizelge 2.1). Beden kiitle indeksi 18.5 ve 24.9 aras1 saglikli,
ancak 25 ve 29 arasi iligkili hastaliklar agisindan risk altinda, 30 ve daha yukarisi



orta diizeyde bir risk oldugunu goéstermektedir (Yildirnm vd., 2008, Erel vd.,
2004).

Cizelge 2.1. Beden kiitle indeksi araliklari (Yildirim vd., 2008).

Beden Kiitle indeksi (kg/m?)

<185 Zayif
18.5-24.9 Saglikli agirlik
25-30 Asirt kilolu
> 30 Obez

Diinya Saglik Orgiitii, diinyada 600 milyonun iizerinde obez ve 1.9 milyar
civarinda kilolu kisi bulundugunu belirtmektedir (United Nations Decade of
Action on Nutrition, 2016, WHO, 2016). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan Asya,
Afrika ve Avrupa'nin 6 ayr1 bolgesinde yapilan ve 12 yil siren MONICA
caligmasinda obezite prevalansinda 10 yilda %10-30 arasinda bir artig saptandigi

bildirilmistir (WHO, 2005).

Obezite prevalansi iilkelere ve bolgelere gore degiskenlik gdstermektedir.
Eriskin popiilasyonda obezite prevalansi %15-60 arasinda olup, Amerika Birlesik
Devletleri’nde eriskinlerin %65’i, Hollanda’da %34’i obezdir (Alvarez et al.,
2007; Cayir vd., 2011).

ABD'de Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezi (CDC) tarafindan obezite
ile ilgili NHANES (ABD-Ulusal Beslenme ve Saglik Arastirmasi) g¢alismasi
gerceklestirilmistir. Bu calismaya gore, 2003-2004 yillarinda obezite
prevalansimin erkeklerde % 31.1, kadinlarda % 33.2, 2005-2006 yillarinda ise
erkeklerde % 33.3, kadinlarda ise % 35.3 olarak tespit edildigi agiklanmistir
(Finn, 2007).



Avrupa Bolgesinde fazla kilolulugun yetiskinlerin %30-80'ini etkiledigi,
cocuklarin ve adolesanlarin yaklasik %20'sinin fazla kilolu oldugu ve bunlarin
licte birinin obez oldugu belirtilmektedir. Avrupa'da yetiskinler {izerinde
yiiriitiilen calismada fazla kilolu olma prevalansinin erkeklerde %31.9-79.3,
kadinlarda ise %?27.8-77.8 arasinda; obezite prevalansinin ise erkeklerde %5.4-
22.8, kadinlarda %7.1-35.6 arasinda degistigi belirtilmistir. Fazla kilolu ve obez
olma oraninin en yiiksek olan iilkeler Arnavutluk, Bosna-Hersek ve Ingiltere
(Iskogya) oldugu, en diisiik olan iilkerin ise Tiirkmenistan ve Ozbekistan oldugu
belirtilmistir. Obezite egilimi Ozellikle ¢ocuklar ve adolesanlarda alarm verici
diizeydedir. Cocukluk ¢agi obezitesi prevalansinin 1970'lerdeki degerlerden 10
kat fazla oldugu bildirilmektedir. Avrupa'da 2003 yilinda yapilan ve 11 yasindaki

cocuklar1 kapsayan "The Pro Children" arastirmasinda fazla kiloluluk prevalansi,

erkeklerde %17, kizlarda %14.3 olarak bulunmustur (Branca et al., 2007).

41 iilkede 11, 13 ve 15 yas grubunda yapilan "Health Behaviour in School-
Aged Children Survey (HBSC)" c¢alismasinda 13 yas grubunda kizlarin %24,
erkeklerin %34'liniin fazla kilolu; 15 yas grubunda ise kizlarin %31, erkeklerin
%?28'inin fazla kilolu oldugu; obezite oraninin ise 13 ve 15 yas kizlarda %5,

erkeklerde %9 olarak saptandigi belirtilmistir (WHO, 2008).

2016 Kiresel Beslenme Raporu'ma gore yetiskin fazla kilo ve obezite
prevalansinin en yliksek oldugu tilke sirasiyla %79.3 - % 47.6 ile Palau, en diisiik
oldugu iilke ise %14.5 - % 2.2 ile Timor-Leste oldugu belirtilmistir. Tiirkiye'nin
fazla kilo ve obezite prevalansi ise sirasiyla %66.3- % 29.5 olarak ifade edilmistir.
2025 Kiiresel Beslenme Hedefleri arasinda fazla kilolu ¢ocuklarda artis olmamasi,

yetigkinlerde fazla kilo ve obezite artis hizinin durdurulmasi yer almaktadir

(Global Nutrition Report, 2016).

Tiirk Kardiyoloji Dernegi tarafindan yapilan ve 3681 kisiyi kapsayan Tiirk
Eriskinlerde Kalp Hastalig1 Risk Faktorleri (TEKHARF) ¢alismasina gore 30 yas
ve lizerindeki erkeklerde obezite prevalansi %25.2; kadinlarda %44.2 olarak tespit
edilmistir. Elli yasindan sonra kadinlardaki obezite prevalansinin 6nemli Glgiide
artt1g1 (%50.2) belirlenmistir (Anonim, 2010; Cayir vd., 2011).



Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Caligmasi-II (TURDEP 1I) sonuglarmma gore obezite prevalansi,
kadinlarda ortalama %38; erkeklerde %22’dir. 1998’de yapilan TURDEP TI’e
gore, 2010 yilinda tamamlanan TURDEP-II ¢alismasinda Tiirkiye’de 12 yilda
obezite siklig1 %44 artmistir (Satman vd., 2010).

Tiirk Diyabet Epidemiyoloji (TURDEP) calismasinda obezite sikliginin
kadinlarda (%29.9) erkeklerden (%12.9) daha fazla oldugu belirtilmistir. Kentsel
alanlarda yasayanlarda (%23.8) ise obezite kirsalda yasayanlardan (%19.6) daha
fazla oldugu bildirilmistir. Aktif meslek gruplarinda obezite daha az goriiliirken
(%17.3), emekli ve ev hanimlarinda obezite goriilme siklig1 daha fazladir (%30.7).
Egitim diizeyi diisiik gruplar (okuryazar olmayan %33.4, yiiksek okul mezunu
%10) ve dar gelirli gruplarda (asgari ticretin alt1 %22.6, yiiksek gelirli %15.5) ise
obezite goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Satman et al., 2002;
Celik, 2011).

Cayir vd. (2011)’nin yaptig1 450 kisi tizerinde yiiriitiilen ¢alismada obezite
orani %28 olarak bulunmustur. Obezite ile iliskili faktorlerin yas, cinsiyet, medeni
durum, 6grenim diizeyi, ¢aligma durumu, aylik gelir, sosyoekonomik diizey, aile
Oyktst, evlilik stiresi, ¢ocuk sayisi, daha 6nce obezite i¢in tedavi gérme ve diyet
yapma, cocukluk c¢aginda sisman olma durumu, ana ve ara Ogiinlerin diizeni,
yemek yeme hizi olabilecegi belirtilmistir. Obezitenin ortaya c¢ikmasindaki
faktorler degistirilebilir faktorlerle ve degistirilemeyen faktorler olarak
smiflandirilmistir. Degistirilebilir faktorler ailede edinilen beslenme aligkanliklari
ve yasam bicimi davranislaridir. Yas ve cinsiyet ise degistirilemeyen faktorler
arasindadir. Ayrica sosyoekonomik durumun da obezitenin ortaya ¢ikmasinda
etkili oldugu diistiniilmektedir (Cayir vd., 2011).

Tiirkiye Obezite Aragtirma Dernegi (TOAD) tarafindan, 2000-2005 yillart
arasinda Tiirkiye'nin 6 farkli bdlgesinde (Istanbul, Konya, Denizli, Gaziantep,
Kastamonu ve Kirklareli) 20 yas iistii 13878 bireyde yapilan "Tiirkiye Obezite
Profili" arastirmasinda, bireylerin %39.6'smnin fazla kilolu ve %29.5'inin obez
oldugu bulunmustur. Bu caligmadaki 7306 birey bel cevresine (santral obezite)

gore degerlendirildiginde kadinlarda bel gevresi ortalamasi 79.8 cm, erkeklerde



ise 98.5 cm olarak tespit edilmistir (Bagriacik et al., 2009).

Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii tarafindan 7
cografik bolgeden segilen 7 ilde 14 saglik ocaginda yapilan "Saglikli Beslenelim,
Kalbimizi Koruyalim (SBKK)" caligmasinda, erkeklerde obezite sikligr %21.2
iken kadmlarda bu oran %41.5 olarak bulunmustur. Bireylerin BKIi degerleri
cinsiyete gore degerlendirildiginde tiim illerde kadinlarin BKi’lerinin erkeklerden

onemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (Erel vd., 2004).

Krassas et al. (2004) 6-10 yas grubunda Tiirkiye Kayseri'de toplam 3703
cocuk ve Yunanistan Thessaloniki'de bulunan 2458 c¢ocukla yirittiikleri
caligmalarinda, ¢ocuklarin Tirkiye'de %10.6'sinin Yunanistan'da ise % 22.2'sinin
fazla kilolu oldugunu belirtmistir. Obezite prevalansi ise Tiirk ¢ocuklarinda % 1.6

bulunurken Yunan ¢ocuklarinda % 4.1 bulunmustur.

HBSC arastirmasinda 2001-2002 yillarinda BKi'ne gore yapilan
degerlendirmede Tiirkiye'de 11 yas grubunda kizlarin %7'si, erkeklerin %14'i, 13
yas grubunda kizlarin %7, erkeklerin %13'liniin ve 15 yas grubunda ise kizlarin

%S5, erkeklerin %14'liniin fazla kilolu veya obez oldugu goriilmiistir (WHO,
2008).

Mugla'da 6-15 yas arasindaki toplam 4260 cocuk fazla kilo ve obezite
prevalansi agisindan degerlendirilmis ve kizlarin %7.6'sinin, erkeklerin %9.1'inin
fazla kilolu veya obez oldugu saptanmistir. Bu yas grubunda obezitenin nedenleri
uzun siire TV izleme, TV izlerken bir seyler atistirma, annenin c¢aligmasi ve

okulda en az 1 6giin tath tiiketimi oldugu belirlenmistir (Stizek vd., 2005).

Viicut agirligmmin fazla olmasi ve obezitenin kan basinci, kolesterol,
trigliseritler ve insiilin direnci lizerinde metabolik yan etkileri bulunmaktadir.
Kalp ve solunum hastaliklari, kronik iskelet-kas sistemi hastaliklari, Tip 2 diyabet,
hipertansiyon, bazi kanser tiirleri ve erken 6lim gibi bir¢ok kronik hastaligin
gelisiminde anahtar risk faktoriidiir (Birari and Bhutani, 2007; Yildirim vd., 2008,
Yun, 2010). Tip 2 diyabetli hastalarin yaklasik olarak %85’i obez veya asir1
kiloludur. Diinya Saghk Orgiitii'niin 2002 yili raporuna gére, yaklasik olarak



diyabetik hastalarin %58’1, iskemik kalp hastalarinin %211 ve kanser hastalarinin
%8-42’sinin BK1’si 21 kg/mz’ nin tizerindedir (Yildirim vd., 2008).

Obezite, lilke ekonomilerini de dogrudan veya dolayl olarak etkilemektedir.
Obezite ile ilgili saglik harcamalar1 toplam saglik harcamalarinin %2-7'sini
olusturmaktadir (Yildirnm vd., 2008; Anonim, 2010). Amerika Birlesik
Devletleri'nde obezitenin dogrudan maliyetinin (hastaligin tan1 ve tedavisi ile ilgili
olan harcamalarin) saglik harcamalarinin %7'sini (yaklasik 70 milyar dolar),
Fransa ve Avustralya'da saglik harcamalarinin %2'sini ve Hollanda'da ise %4'linii
olusturdugu belirtilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde dolayli harcamalarin
(erken 6liim ve hastalik nedeniyle ¢alisamayan insanlara verilen {icretleri yansitan

verim kaybini da iceren harcamalar) 48 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir

(Anonim, 2010).

Obezitenin giderek yayginlasarak halk sagligi sorunu haline gelmesi, tim
diinyada obezite ile miicadele calismalarinin baglamasina neden olmustur

(Anonim, 2010).

Beslenme aligkanliklariin  degistirilmesi, hareketli yasam bigiminin
benimsenmesi ve vyeterli dengeli beslenme aligkanliklarinin yerlestirilmesi
konularinda tiim diinyada Diinya Saglik Orgiitii basta olmak iizere pek ¢ok
uluslararas1 kurulus gelistirdikleri cesitli programlar ile obezite ile miicadelede
onciiliik etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan gelistirilen bu galismalardan
biri "Kiiresel Beslenme, Fiziksel Aktivite ve Saglik Stratejisi"nin gelistirilmesidir.
Obezite ile miicadelede gergeklestirilen eylemlerden biri de Ikinci Avrupa
Beslenme Eylem Plani’nda 6zellikle ¢ocukluk ve adolesan dénemi obezitesi ile
miicadeleye yer verilmesidir. Ayrica, Avrupa Komisyonu tarafindan "Beyaz
Dokiiman" hazirlanmis ve bu dokiiman Avrupa'da beslenme, fazla kiloluluk ve
obezite ile iligkili hastaliklar konusunda stratejiyi igermistir. "Beslenme, Fiziksel
Aktivite ve Saglik Platformu"nun olusturulmasi da Avrupa Birligi’nin obezite ile
miicadele i¢in gergeklestirdigi girisimlere drnek olarak verilebilir. Diinya Saglik
Orgiitii Avrupa Bolge Ofisi tarafindan obezite konusundaki ilk calisma 1997
yilinda yayimlanan obezitenin 6nlenmesi ve tedavisi konusundaki rapordur. Bu

raporun ardindan 1999'da 24 iilkenin imzaladigi "Milano Deklarasyonu"
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yayimlanmustir. 15-17 Kasim 2006 tarihinde Istanbul'da "Diinya Saglik Orgiitii
Avrupa Obezite ile Miicadele Bakanlar Konferansi" diizenlenmis, konferans
sirasinda T.C. Saghk Bakanhigi ve Diinya Saglik Orgiiti Avrupa Bolge
Direktorliigli tarafindan "Avrupa Obezite ile Miicadele Belgesi" imzalanmistir

(Anonim, 2010).

Pek ¢ok yontem olmakla birlikte obezitenin tedavisindeki ana ilke, alinan
enerji ile tiiketilen enerjinin dengelenmesidir. Kilo kaybin1 saglayacak tedaviler
yasam tarzi degisiklikleri ve medikal tedavi olmak iizere iki ana baslik altinda
toplanir. Yasam tarzi degisiklikleri tibbi beslenme tedavisi, egzersiz tedavisi ve
davranis degisikligi tedavisi seklinde tige ayrilir. Medikal tedavi ise ila¢ tedavisi

ve cerrahi tedavi olmak iizere ikiye ayrilir (Celik, 2011; Anonim, 2010).

Giliniimiizde yiiksek maliyetler ve potansiyel yan etkiler nedeniyle,
obezitenin tedavisinde dogal iiriinler daha etkili ve gilivenilir dnleyici ve tedavi
edici yaklagimlarin gelistirilmesi amaciyla miikemmel bir alternatif strateji olabilir

(Yun, 2010).

Diyabet hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklara neden olan obezite,
karbonhidrat ve lipit metabolizmasinin bozuklugu olarak kabul edilir ve bu
proseste yer alan enzimler secilerek obeziteyi oOnleyici birtakim Onlemler
alinabilir. Obeziteyi tedavi etmek i¢in en Onemli stratejilerden biri sindirim ve
emilim inhibitérlerini gelistirmektir. Son yillarda, obeziteyi 6nlemek i¢in sindirim
enzimlerinin gidalarda bulunan bazi bilesikler ile inhibe edilerek yag ve
karbonhidratin metabolize olmasinin engellenmesi yeni bir yaklasim olarak

gortilmektedir (Birari and Bhutani, 2007).

Fazla kalori alimi nedeniyle olan obezite, pankreatik lipaz aktivitesinin
inhibisyonu yolu ile lipit emilimin engellenmesi veya geciktirilmesi ile
Onlenebilir. Ayrica a-glukosidaz aktivitesinin inhibisyonu ile karbonhidratlarin
emiliminin engellenmesi diyabetin Onlenmesinde ve tedavisinde ©Onemli rol

oynayabilir (Ikarashi et al., 2011).
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Obezitenin 6nlenmesi i¢in beslenme (diyet), fiziksel aktivitenin artirilmast,
davranig degisikligi tedavisi, ilag tedavisi ve cerrahi tedavi olmak {izere cesitli
stratejiler izlenmektedir. Halihazirda gida endiistrisi tarafinda asir1 kilolu veya
obez bireylerin tiiketmeleri i¢in Uretilen 6zel diyet gidalar duyusal ozellikleri
acisindan kabul gérmemekte ve bu gidalar pazardaki cesitliligi agisindan oldukga
siirl kalmaktadir. Obezitenin ilag ile tedavisinde ise, kan basincinin yilikselmesi,
agiz kurulugu, kabizlik, bas agris1 ve uykusuzluk gibi yan etkiler bulunmaktadir.
T1ibbi gézetim gerektiren ve olduk¢a maliyetli olan bu tedaviler, ayrica obezitenin
tedavisinden sonra bir yasam bicimi haline getirilemeyecegi i¢in uzun donemli
stratejiler degildirler. Bu nedenle son yillarda cesitli gida kaynaklarinda bulunan
bir¢cok biyoaktif bilesenin, lipit ve karbonhidratlarin sindirimi sirasinda gorev
yapan enzimlerin aktivitesini inhibe ederek, gidanin daha az sindirilmesi ve daha
az enerji vermesini saglayan etkilerinin arastirilmasi obezitenin Onlenmesinde
yeni yaklasimlar olarak ele alinmaktadir (Yun, 2010). Literatiirde baz1 gidalarin
lipit ve karbonhidrat enzim inhibitor aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar mevcuttur.
Fakat higbir ¢alismada bu etkiyi gésteren bilesenlerin in vitro biyoerisebilirlik
analizi yapilmamis, sindirim sonrast bu bilesenlerin ne kadarmin emilim
hiicrelerine gegebildigi ortaya konmamig, in Vitro sindirim sonrasi inhibitor
etkilerinin degisip degismedigi ve Orneklerin standartlar cinsinden esdeger
inhibisyon kapasiteleri saptanmamistir. Ayrica ayni c¢aligmada a-amilaz, o-
glukosidaz, lipaz enzimlerine kars1 inhibitor etkileri ayni anda incelenip 6rnekler

karsilagtirilmamastir.

2.2. Yaglar, Sindirimi ve Emilimi

Yaglar, biitiin yasayan organizmalarin temel bilesenidir ve enerji agisindan
zengin olduklart i¢in (1 gram yag 9 kalori enerji saglar ve giinliik enerjinin
yaklasik %30’u yaglardan karsilanir) insan beslenmesinde 6nemli yer tutmaktadir.
Yaglar incebagirsakta emilir ve enerji kaynagi, termal diizenleyici, hiicre
membrani bileseni, enerji deposu olarak fonksiyon gosterir. Gidalarda bulunan
yaglar zorunlu yag asitleri kaynagi olarak ve yagda eriyen vitaminler i¢in viicut
fonksiyonlarinda énemli rol oynarlar. Insanlarin incebagirsaginda, tiiketilen yagin
%95°1 tamamen emilmektedir. Uzun siireli fazla yagh diyet ile beslenme ve alinan

yaglarin etkili emilimi sonucunda, ozellikle diisiik seviyede fiziksel aktivite
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gosterildiginde, yaglarin kolayca adipoz dokuda birikmesi kagiilmazdir. Bu
nedenle obezitenin tedavi edilmesinde yag emiliminin modifikasyonu 6nemli bir

yaklasimdir (Tucci et al., 2010).

Diyetimizdeki yagin ana bileseni olan trigliseritlerin (%95) sindirimi, lipaz
enzimleri tarafindan katalizlenir ve friinleri ince bagirsagin duodenum
bolgesinden emilir. Lipazlar pre-duodenal (dil ve gastrik lipaz) ve ekstra-duodenal
(pankreatik, hepatik, lipoprotein, endotel) lipazlar olarak ikiye ayrilir. Dil lipazi
dilin arkasinda bulunan serdz bezinden salgilanir ve yagin sindirimini baglatir.
Gastrik lipaz mide mukozasinin hiicrelerinden salgilanir. Bu enzimler pH 3-6
arasinda aktiftir ve midedeki diisiik pH’larda daha stabildir. Pankreastaki asiner
hiicreleri; kolipaz-bagh lipaz, klasik pankreatik lipaz, pankreatik lipaz tiirevi-
protein 1 ve 2, karboksil ester hidrolaz (safra tuzu ile uyarilan lipaz, kaboksil ester
lipaz, kolesterol esteraz, kolesterol ester lipaz, insan siitii lipazi, monogliserit lipaz
ve spesifik olmayan pankreatik lipaz) ve fosfolipaz A2 salgilar (Singh et al.,2009;
Tucci et al., 2010; Golding and Wooster, 2010).

Yaglar midede lipaz enziminin aktivitesi ile gliserol ve yag asitlerine
pargalanirlar. Yag sindiriminin 6nemli bir kism1 ince bagirsakta gergeklesir. Yag
icerigi yiiksek gidalar mideye geldigi zaman bir hormon — gastrik inhibitor peptit,
salmir ve midenin hareketleri yavaglatilir. Yagli gidalar1 tiikettigimizde
duydugumuz tokluk hissinin nedeni bu hormon aktivitesidir (Brody, 1999; Singh
et al., 2009). Notralize kimus igindeki lipitlerin ince bagirsakta sindiriminin ilk
basamaginda emiilsiyon olusur. Lipit sindiriminin ikinci basamaginda ise
emiilsiyon partikiillerine safra tuzlar katilir ve 16-20 A° ¢apinda miseller olusur.
Safra karacigerde sentezlenir ve safra kesesine gelerek buradan salgilanir. Safra,
yaglarin ¢oziinlirliiglini arttiran, emiilsiye eden ve kiiglik pargaciklar halinde ince
bagirsakta daha iyl emilmesini saglayan bir salgidir. Misellerdeki lipitlere
enzimlerin etkisi sonucu lipitler hidrolitik olarak parcalanirlar. Trigliseridlerin
hidrolizini katalize eden enzim pankreatik lipazdir. Pankreatik lipaz pankreas
tarafindan salgilanir ve etkisini gosterebilecegi en uygun kosul pH 7-9’dur.
Duodenumda pankreatik lipaz enzimi ile daha ileri bir pargalanma sonunda

trigliserit formundaki yag asitleri monogliseritlere pargalanir (Brody, 1999).



13

Yaglarin emilimi yag asitleri ve monogliseridler seklinde olur.
Mikrovillilerin ylizeyinde basit difiizyonla emilirler. Hiicre trigliseridleri yeniden
sentezler. Clnkii trigliseridler suda ¢oziinemez, proteinlerle cevrilidirler ve
silomikronlara baglanirlar. Silomikronlar lenf dolasim sistemi ve kan ile hiicrelere
ve karacigere ulasirlar (Friedman and Nylund 1980; Singh et al., 2009; Golding
and Wooster, 2010).

2.3. Karbonhidratlar, Sindirimi ve Emilimi

Insanlarda toplam enerji aliminin %40-60’1nm karbonhidratlarin gesitli
formlarindan saglanmasi onlar1 en 6nemli enerji (1 g karbonhidrat 4 kalori enerji
saglar) kaynagi yapmaktadir. Karbonhidratlar kimyasal yapilarina gore;
sindirilmeden emilen, sindirilen, fermente edilen ve fermente edilemeyen olarak
siniflandirilabilir (Tucci et al., 2010).

Monosakkaritler - glukoz, galaktoz, fruktoz, ksiloz ve riboz gibi tek bir
tiniteden olusan karbonhidratlarin- viicuda transfer edilmesi i¢in enzimler ile
hidrolizlenmesine yani sindirilmesine gerek yoktur. Fakat iki ya da daha fazla
tiniteden olusan bir karbonhidratin emilmesi i¢in enzimatik olarak hidrolizlenmesi
gerekmektedir. Insan diyetinde sindirilebilir baslica karbonhidratlar siikroz ve
laktoz gibi disakkaritler ve enerjinin ana kaynagi olan nisasta gibi
polisakkaritlerden olusur. Aksine fermente edilebilir karbonhidratlar, enzimler ile
parcalanamadig1 icin sindirilemez, kolona (kalin bagirsak) ulastiginda kolonik
bakterilerin fermantasyon prosesi sirasinda metabolize olurlar. Benzer sekilde
siikroz ve laktoz gibi sindirilebilir karbonhidratlar sindirilmeden kolona
ulagtiginda fermente edilir. Kalin bagirsaktaki karbonhidrat fermantasyonunun
son Uriinleri, kisa zincirli yag asitleri (asetat, propiyonat, biitirat) ve gazlardir
(karbondioksit, hidrojen, metan). Baz1 karbonhidratlar (bitki hiicresi duvari gibi)
ne sindirilir ya da emilir ne de fermente edilebilir. Bunlar ¢ogunlukla sindirim

sisteminden degismeden gecer ve diski ile atilir (Alpers, 2003; Tucci et al., 2010).

Karbonhidratlar en kolay sindirilen ve mideyi en ¢abuk terk eden besin
Ogeleridir. Onlar1 proteinler sonra da yaglar izler. Karbonhidrat sindirimi 1-4 saat

stirer (Brody, 1999). Karbonhidrat sindirimi agizda baslar. Nisasta ve glikojen
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tikiirikteki a-amilaz etkisiyle agizda enzimatik olarak pargalanmaya baslar.
Midede tiikiiriik o-amilaz1 inhibe olur. Ince bagirsaga ulastiginda pankreastan
salgilanan pankreatik amilaz ile karbonhidratlar mono ve disakkaritlere kadar
pargalanir. Karbonhidratlarin son pargalanma {iriinleri disakkaritler, ince
bagirsakda onlara spesifik sukraz, maltaz, laktaz enzimleri ile monoosakkaritlere
fruktoz, glukoz ve galaktoza pargalanirlar. Monosakkaritler (cogunlukla glukoz)
ince bagirsaktan emilir (Brody, 1999).

Ince bagirsak liimeni igindeki glukoz ve galaktoz aktif transportla, fruktoz
ve diger monosakkaritler ise basit diffiizyonla ince bagirsak epitel hiicresi i¢ine
alimirlar. Glukozun ince bagirsak liimeni iginden ince bagirsak epitel hiicresi i¢ine
gecisi, basit diffiizyon ile ve Na-bagimli tasinim sistemiyle olur (Alpers, 2003).
Ince bagirsak epitel hiicreleri boyunca villilerde bulunan kan kapilerine taginan
monomerler, kapi toplar damar ile karacigere ulasirlar. Karacigerde galaktoz ve
fruktoz, glukoza doniistiikten sonra kan dolasim sistemi ile tiim viicuda ulasirlar

(Friedman and Nylund, 1980; Alpers, 2003; Brody, 1999).
2.4. Sindirim Enzimlerini inhibe Etme Potansiyeline Sahip Gida Bilesenleri
2.4.1. Saponinler

Saponinler ¢ogu sebze, bitki ve fasulyenin kdk ve rizomlarinda bulunan
fitokimyasallardir (Birari and Bhutani, 2007; Tucci et al., 2010; Garza et al.,
2011).

Saponinler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ucgucu olmayan yiizey
aktif bilesiklerdir. Sabun anlamina gelen latince "Sabo" olarak isimlendirilen
¢oven bitkisinden (Cins: Saponaria, Aile: Caryophyllaceae) tiiretilmistir (Vincken
et al., 2007; Wei, 2011). Bitkilerde bulunan saponinler insan diyetinde de yer
almaktadir. Saponin igeren gidalar soya fasulyesi, nohut, bezelye, yer fistig1,
mercimek, 1spanak, yulaf, patlican, kuskonmaz, sarmisak, seker pancari, patates,
yesil biber, domates, sogan ve ¢aydir (Oakenfull, 1981; Lasztity et al., 1998; Wei,
2011). Nohutun saponin igerigi (56 g/kg), mas fasulyesi (16 g/kg), mercimek (3.7-
4.6 g/kg) ve bakla (3.5 g/kg) gibi diger bakliyatlardan daha yiiksektir (Jukanti et
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al., 2012).

Saponinler 6n madde olarak oksidoskualen i¢eren 30 karbon atomundan
tiretilen triterpenoid ve steroid saponin olarak iki smifta kategorize edilirler
(Garza et al., 2011).

Saponinler glikosidik baglarla bir veya daha fazla oligosakkarit parcalarina
bagl bir steroid veya triterpernoid aglikon ihtiva eden yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerdir (Hosstettman and Marston, 1995; Lasztity et al., 1998; Wei, 2011).
Seker kismui (glikon) pentozlar, tironik asit, glukoz, galaktoz, ramnoz, metilpentoz,
ksiloz ve heksozlar olabilir; seker olmayan kisimlari (aglikonlar) sterol, fenol,
gliserol ve metil alkol igerebilir (Wei, 2011). Saponin molekiiliiniin aglikon ya da
seker olmayan kismi genin ya da sapogenin olarak adlandirilir (Hosstettman and
Marston, 1995). Saponinler, polar olmayan aglikonun polar yapidaki bir ya da
daha fazla monosakkarit ile birlesmesinden olusurlar. Bu polar olan ve polar
olmayan yapisal elementlerin birlesmesi sulu ¢ozeltide molekiiliin sabun benzeri
davranigin1 agiklamaktadir (Vincken et al., 2007). Saponinler diisiik oranda
emilirler (Messina, 1999).

Literatiir kaynaklar1 saponinlerin ¢esitli biyolojik yararlari oldugunu rapor
etmektedir. Ornegin, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-HIV, anti-aterosklerotik
ve gastro-koruyucu, hepatoprotektif ve hipolipidemik gibi ¢esitli yararlari
belirtilmistir. Ayrica saponinlerin, karaciger fonksiyonlarinin saglanmasinda, kan
kolesterol diisiiriicii, trombosit agliitinasyon gibi peptik {ilser ve osteoporozun
onlenmesinde etkili oldugu belirtilmistir (Wei, 2011). Saponinler incebagirsakta
kolesterol ile birleserek kolesterol absorbsiyonunu engelleyen, c¢oziinmeyen
ozellikte bir bilesik olustururlar. Ayrica safra asitleriyle baglanarak digk: ile
atilmasmi arttirirlar, bdylece kolestrolii bertaraf eden dolayli bir etkiye de
sahiptirler. Plazma kolesteroliiniin kontrolii ile saponinler insanlarda saglikli
beslenme konusunda yararlar saglar. Izole edilen ve gidalarda bulunan
saponinlerin hayvanlarin ¢ogunda plazma kolesteroliinii diislirdiigii gézlenmistir
(Jukanti et al., 2012; Artik ve Sezgin, 2010). Saponince zengin gidalarin plazma
kolesteroliinii %16-24 oraninda diisiirdiigii rapor edilmistir (Jukanti et al., 2012).

Saponinlerin yararh etkileri, ilaglar, emiilsiyon yapicilar, yardimcit maddeler, tat
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degistiriciler, tatlandiricilar ve hormon sentezi Onciilerinde ticari olarak

uygulanmaktadir (Hostettman and Marston, 1995; Wei, 2011).

Saponinler hemolitik aktivite gosterirler. Bu glikozitler kolesterol veya
lesitinle birleserek alyuvar ¢eperini hemoglobin i¢in gegirgen hale getirerek kani
hemolize ederler. Saponinlerin toksik etki diizeyi 50-100 mg/kg viicut agirliginin
tizerindedir. Toksik etki diizeyi bagirsaktan emilim oranina baglidir. Gidalarla
viicuda alinan saponinler insanlarda toksik etki gostermezken, damar igine verilen
saponinlerin toksik etki gdsterme riski agiz yolu ile alinan saponinlerden 10-100
kat daha fazladir. Soguk kanli hayvanlar 6zellikle baliklar icin asir1 derecede
toksiktirler. Saponinler normalde kana karismadan sindirim yolunda kalirlar fakat
bu sirada mide ve bagirsak yaralar1 varsa bu bolgelerdeki yara diizeyini arttirirlar.
Kana karigtig1 zaman organizmada bir¢ok zararlar olusmakta ve karaciger hasari,
alyuvar hasari, solunum yetersizligi ve kriz gibi 6nemli saglik sorunlar1 ortaya

cikmaktadir (Oakenfull, 1981; Artik ve Sezgin, 2010)

Saponinlerin besin 6gelerinin kullanilabilirligini ve enzim aktivitesini
digtirdiigic bulunmustur (Wei, 2011; Singh and Basu, 2012). Tek mideli
hayvanlarda, s6z konusu saponinler biiyiime inhibitorii olarak etki eder ve acilik
ile bogaz tahris edici aktivitesi nedeniyle yem alimini azaltir. Gida kaynakl farkl
bitkilerde bulunan saponinlerin, somon baliginda kilo alimin1 azalttig
belirtilmistir (Wei, 2011). Tripsin ve kimotripsin gibi ¢esitli sindirim enzimlerini

inhibe ederek protein sindirilebilirligini etkilerler (Wei, 2011).

Bu bitki sekonder metabolitlerinin pankreatik lipazi inhibe ettigi ve boylece
obezite ve ilgili hastaliklarin tedavisi igin potansiyel bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Garza et al., 2011). Oleanane, lupine ve dammarane tipi saponinler
pankreatik lipazi inhibe edebilmektedir. Bu sebep ile obezite ve buna baglh
hastaliklarda tedavi potansiyeline sahip olsa da klinik agidan saponinlerin daha

fazla arastirilmasi gerekmektedir (Tucci et al., 2010).

Sibirya ginseng (Accanthopanax sessiliflorus) yapraklarinin saponinlerce
zengin kisimlarindan elde edilen fraksiyonlar1 in vitro pankreatik lipaz {izerine

giiclii inhibisyon etki gdstermistir. Lipaz aktivitesinin inhibisyonunun doza bagh
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sekilde gerceklestigi ve 1Cso degerleri sirasiyla 0.36 ve 0.75 mg/mL olarak
bulunmustur (Birari and Bhutani, 2007).

Eski zamanlardan beri diinyanin her yerinde yayin olarak ii¢ cesit cay
(oolong, yesil ve siyah) 6zellikle lipit metabolizmasi ve obeziteyi dnlemede gesitli
saglik faydalar1 i¢in kullanilmaktadir. Cay saponinlerinin (E1 ve E2 g¢ay
saponinleri karigimi) doza bagli olarak pankreatik lipazi inhibe etme 6zelligine
sahip oldugu rapor edilmistir. Inhibisyonun yarismali oldugu ve lesitin-emiilsiye
triolein igin lipaz aktivite Km ve Vmax degerleri sirastyla 42 mg/mL ve 476.2
nkat/L olarak saptanmistir. Cay saponinin Ki degeri 0.25 mg/mL olarak
belirlenmistir (Birari and Bhutani, 2007; Tucci et al., 2010).

Japon atkestanesi (Aesculus turbinate) ve Avrupa atkestanesi (Aesculus
hippocastanum) ¢ekirdeklerinden elde edilen triterpen oligoglukositler karigiminin
(escin) antidiyabetik ve anti-obezite etkileri olan nutrasotik ozellikleri vardir.
(Birari and Bhutani, 2007). At kestanesi ¢ekirdeklerinden izole edilen triterpen
saponin karisimi olan escinlerin pankreatik lipaz inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir (ICsp of 24 mg/mL) (Tucci et al., 2010).

2.4.2. Polifenoller

Polifenoller bircok bitkide ve ozellikle meyvelerin kabuklarinda yogun
olarak bulunan ikincil metabolitlerdir. Gliniimiizde spesifik olarak polifenollerin
saglik lizerine olumlu etkileri iyi bilinmektedir. Antioksidan ve sindirim enzimi
inhibitorleri olarak hem kalp damar hastaliklar1 hem de kanser riskini azaltabilir
(Tucci et al., 2010; Garza et al., 2011). Polifenollerin lipit ve nisasta sindirimi ile
ilgili lipaz, proteaz ve glukosidaz gibi enzimleri inhibe ederek, besin Ogesi
emilimini modiile edebildigi bildirilmektedir. Bu da kalori alimi, obezite ve kan
glukoz kontrolii iizerine olumlu etkilere neden olabilmektedir. Fenolik
bilesiklerden prosiyanidinler gidanin duyusal ve besleyici kalitesine katkida
bulunan bilesenlerdir. Tiikiiriik proteinleri ile etkileserek burukluk hissinden
sorumludur (Gongalves et al., 2011). Pankreatik lipaz, lipoprotein lipaz ve
gliserofosfat dehidrogenaz dahil olmak iizere yag metabolizmasi ile ilgili

enzimleri inhibe ettikleri belirlenmistir. Polifenol ekstraktlar1 kan glukoz



18

diizeyleri, trigliserit ve LDL kolesteroliinii azaltma, yag oksidasyonu ve enerji
tilketimini arttirma, viicut agirligi ve yaglanmayi azaltma yetenegine sahiptirler.
Flavonlar, flavonollar, tanen ve kalkon dahil bir¢cok polifenoller pankreatik lipaz
inhibitér aktivite gosterirler. Flavonoidler, en az bir aromatik hidroksil ve bir
karbon koprii ile baglanan iki ya da daha fazla aromatik halka igeren bitki
sekonder metabolit tiiridiir. Bunlardan bazilar1 ya bitkiler tek baslarina ya da gida
isleme sonucu, biiyiik molekiillere polimerize edilirler. Bu polimerler taninler
olarak adlandirilir ve ti¢ alt smifi (kondanse tanin, tiirevlendirilmis tanin ve
hidrolize taninler) saglik lizerine yararl etkiler gosterirler. Kondanse tannin olarak
da bilinen proantosiyanidinler, Bati diyetinde flavonoidlerin en yaygin bir
grubudur. Ligninlerden sonra dogal fenolik maddelerin ikinci en bol grubu olarak
kabul edilirler. Karbon-karbon ve eter bag: ile baglantili flavanlarin monomer
birimlerinden olusurlar. Hububat, bakliyat, meyve, sebze ve igecek (ozellikle
kirmizt sarap ve g¢ay) gibi gidalarda bulunurlar. Enflamatuar siiregler,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger patolojik durumlar iizerinde olumlu etkisini
gosteren antioksidanlar olarak kabul edilen bir role sahiptirler (Garza et al., 2011).
Omnegin, bu bilesikler tripsin, amilaz, lipaz gibi farkli sindirici enzimleri {izerine
inhibitor etkiye sahiptirler ve beslenme ile alinan lipitlerin emilimini inhibe

ederek plazma trigliseriti azaltirlar (Garza et al., 2011, Ikarashi et al., 2011).

Elma polifenolleri baslica klorojenik asit, katesin, epikatesin, rutin,
prosiyanidin gibi polifenolleri igermektedir. Elmadaki prosiyanidinler c¢esitli
polimerize katesinlerden olusmaktadir. (Tucci et al., 2010). Elma polifenolleri
ekstraktinin pankreatik lipazi (ICso degeri 5.6 pg/mL) inhibe ettigi bulunmustur
(Sugiyama et al., 2007; Tucci et al., 2010). Ayrica elma polifenollerinden
ekstrakte edilen prosiyanidin fraksiyonlar1 panreatik lipaz aktivitesini (ICsq degeri
1.4 pg/mL) inhibe etmistir. Denek siganlara misir yagi yiiklemesi sonrasinda, 200
mg/kg diizeyinde verilen elma polifenolleri plazma trigliserit seviyesinde énemli
diizeyde azalisa neden olmustur. Prosiyanidin fraksiyonu kontrol gruba kiyasla
trigliserit emilimini inhibe etmistir. 600 mg elma polifenolleri igeren kapsiiller
insanlara verildiginde trigliserit yiiklemesi sonrasinda trigliseritin tasinmasini,
plasebo alan kisilere kiyasla inhibe ettigi ve higbir yan etkinin gozlenmedigi
saptanmustir (Tucci et al., 2010).
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Kurutulmus ¢ay polifenolleri % 93.6 katesin igermektedir. Bu oran % 5.1
(+)-katesin (C) ve (-)-epigallokatesin (EGC), % 40.9 (-)-epigallokatesin gallat
(EGCG), % 30.4 (-)-epikatesin gallat (ECG), % 10.9 (+)-gallokatesin gallat
(GCG) ve % 6.3 (-)-epikatesini (EC) seklindedir (He et al., 2007). He et al. (2007)
caligmalarinda dort sindirim enzimi - a-amilaz, pepsin, tripsin ve lipaz -
kullanilarak ¢ay polifenolii-enzim interaksiyonunun inhibisyon 0&zellikleri
incelenmis, polifenol konsantrasyonu ve enzimlerin molekiil agirhgi arttikga
inhibisyonun dogrusal olarak arttig1 gézlemlenmistir. 0.05 mg/mL ¢ay polifenolii
varliginda, a-amilaz, pepsin, tripsin ve lipaz inhibisyonu sirasiyla % 61, % 32, %

38 ve % 54 olarak bulunmustur.

Cay polifenolleri-enzim baglanma mekanizmas1 kovalent olmayan
interaksiyonlar ile gerceklesmektedir. Cay polifenolleri yapisindaki hidroksil ve
galloil gruplar proteinlerin polar gruplartyla (amid, guanidin, peptid, amino ve
karboksil gruplari) hidrojen bagi olusturabilirler. Diger bir deyisle, enzimlerdeki
polar gruplarin miktar1 ve bilesimleri, enzim ve cay polifenolleri arasindaki
hidrojen baglarinin olusumunu ve stabilitesini etkilemektedir. Ayrica c¢ay
polifenollerindeki galloil gruplari, hidrofobitesi nedeniyle enzimlerde bulunan
prolin, fenialanin ve trozin gibi ¢ogu hidrofobik aminoasiti hidrofobik etkilesimler
ile kuvvetlice baglar. Bu baglanmalar sonucu enzimin yapisi degiserek aktivitesi

geri dontisiimsiiz zarar goriir (He et al., 2007).

Oolong ¢ayimdan ayrilan polifenollerin ICsy degerleri EPC 3,5-di-O-gallat -
0.098 uM, prodelfinidin B-2 3,3"-di-O-gallat — 0.107 uM, assamicain A - 0.120
uM, oolonghomobisflavan A - 0.108 uM, theasinensin D - 0.098, oolongtheanin
3’-O-gallat - 0.068 uM, theaflavin - 0.106 uM olarak saptanmustir. En yiiksek
pankreatik lipaz inhibitorii gosteren fenolik bilesen ise theaflavin 3,3 -O-gallat’tir

(ICs0 0.092 uM) (Birari and Bhutani, 2007).

Uziim ¢ekirdegi ekstrakti biyoaktif fitokimyasallarca zengindir ve
pankreatik lipaz ve lipoprotein lipazi lizerine inhibisyon etkisi ile diyet yaglarinin
emilimini ve adipoz dokuda birikimini azaltir. Uziim cekirdegi ekstraktinin bu
etkisi, yapisinda bulunan flavonoidler, prosiyanidinler ve bunlarin antioksidatif

metabolitleri gibi cesitli bilesenlerin sinerjistik etkilerinden kaynaklanmaktadir.
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Bir¢ok calismanin sonucu toksik etkisinin olmadigin1 géstermistir, boylece iiziim
cekirdeginden elde edilen proantosiyanidince zengin ekstraklarin gidalarda
kullanilabilirligini desteklemistir (Birari and Bhutani, 2007). Uziim ¢ekirdegi
ektstraktinin (1 mg/mL konsantrasyonda) lipaz aktivitesini % 80 oraninda inhibe
ettigi saptanmistir. Potansiyel kilo kaybinda {irliniin etkisini degerlendirmek igin

hayvan ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir (Tucci et al., 2010).

Yerfistig1 ekstraktinin (Arachis hypogaea) o-amilaz ve pankreatik lipazi
inhibe etme etkisine sahip oldugu belirlenmistir (Birari and Bhutani, 2007; Tucci
et al., 2010). Yerfistig1 kabuklar1 luteolin, baz1 yag asitleri, kafeik, ferulik ve
benzoik asit gibi birgok biyoaktif molekiil i¢ermektedir. Bunlarin yaninda
kumarin tiirevleri ve flavonoid glikosidler esas aktif bilesenlerdir. (Birari and
Bhutani, 2007). Yerfistig1 kabugu ekstraktinin 10 mg/mL doz ile % 92 oraninda
lipaz aktivitesini inhibe ettigi saptanmigtir. Gida tiiketimini degistirmeden yagh
diyetin % 1’1 oraninda alindiginda, siganlarda kilo alimini azalttigi belirlenmistir

(Tucci et al., 2010).

Bogiirtlen polifenolleri (antosiyanin ve ellagitanin gibi) postprandiyal
hiperglisemiyi azaltict etki gostermislerdir. In vitro antosiyaninler dogrudan
pankreas hiicrelerinden insiilin salinimini uyarabilmesine ragmen, postprandiyal
hiperglisemi tizerindeki temel etkisi a-glukosidaz ile a-amilaz inhibisyonuna bagl
olarak goériinmektedir. Buna ek olarak, bu ekstraktin ayni zamanda pankreatik
lipaz tizerinde inhibitdr etki gdsterdigi in vitro olarak saptanmistir. Ellagitanince
zengin ekstraktlarin (ahududu, ¢ilek gibi) lipazi inhibe etmede ¢ok etkili olduklari
belirlenmistir (Tucci et al., 2010).

2.4.2.1. Antosiyaninler

Antosiyaninler flavonoidler olarak bilinen bitki bilesenlerinin alt grubudur
ve meyve ¢icek sebzelerin kirmizi, mavi, mor renklerinden sorumludurlar (Aza-
Gonzalez and Ochoa-Alejo, 2012; Arnnok et al., 2012). Antosiyanidinler dogada
genelde bir veya daha fazla sekere ve/veya agil sekere bagli olarak bulunurlar.
Antosiyanidinler sekerle baglandiginda antosiyaninler olusur. Boylece bir

antosiyanin molekiilii normalde iki kisimdan olusur: antosiyanidin ve glikosit
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bagi. Bitkilerde en yaygin bulunan antosiyanin yapist siyanidin-3-glukosittir
(Arnnok et al., 2012).

Bu bilesikler tozlastiricilar1 ¢ekme ve foto-oksidatif bitki hasarini 6nleme
gibi birgok biyolojik fonksiyonlara sahiptirler. Antioksidan kapasite ile ilgili
olarak UV hasara karsi saglanan koruma bir¢ok degisik bitkide incelenmistir
(Aza-Gonzalez and Ochoa-Alejo, 2012; Aza-Gonzalez et al.,, 2012).
Antosiyaninlerin, antioksidan o6zellikleri ve anti-kanser, anti-diyabetik, anti-
inflamatuar ve vazoprotektif etkileri, koroner kalp hastaliklarin1 6nleme ve gérme
keskinligini arttirma gibi saglik yararlar ile 6nemi giderek artmaktadir. Sadece
saglik acgisindan yararlar ile degil ayn1 zamanda gida endiistrisinde renklendirici
olarak da yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Arnnok et al., 2012; Shipp and
Abdel-Aal, 2010).

Antosiyaninler insan beslenmesinde yaygin olarak dagilim gosterirler,
Amerika'da tahmini giinliik alim 12.5 mg olarak bulunmustur (Shipp and Abdel-
Aal, 2010). Antosiyaninler meyve ve sebzelerin islenmesi ve depolanmasi
sirasinda stabil degildirler. Meyve sebzelerin kahverengilesmesinin genel olarak

antosiyaninlerin hizlt bir par¢alanmasi sonucu oldugu diistiniilmektedir (Arnnok et

al., 2012).

Antosiyaninlerin diisiik oranlarda emilim gdsterdigi belirtilmektedir.
Flavonoid glikozitler emilim Oncesinde liimen veya bagirsak hiicrelerinde
parcalanmaktadir. Ancak antosiyaninler i¢in durum farklidir ve idrarda glikozit
(veya glukuronit) formda tespit edilmislerdir. Bu durumun nedeni olarak
antosiyanin aglikonlarinin bagirsaklardaki pH derecelerine dayaniksiz olmalar ve

emilim ger¢eklesmeden once bozulmalari gosterilmektedir (Giiven vd., 2010).

2.4.2.2. Prosiyanidinler

Proantosiyanidinler karakteristik bir C6-C3-C6 difenil propan iskeletine
sahip flavonoid sinifina aittirler. Proantosiyanidinlerin biyosentezi son basamagi
flavan-3-ol ve flavan-3,4-diollerin oligomerlere doniismesi olan fenilpropanoid

yol izini takip eder. Donilisim ve oranlarin tam olarak asil mekanizmasi
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bilinmemektedir. Onceden literatiirde proantosiyanidinler icin genellikle
16koantosiyanidin veya kondense taninler isimleri kullanilmaktaydi. Daha sonra
tekrar tanimlama yapilmis ve l6koantosiyanidinler monomerik flavan-3,4-diolleri
belirtirken, proantosiyanidinler monomerik flavan-3-ollerin oligomerleri olarak
tanimlanmusgtir. Lokoantosiyanidinler antosiyanidin sentaz enzimi
(I16koantosiyanidin dioksigenaz) ile antosiyanidinlere biyolojik doniisiimiinii ifade
eder. Loko beyaz/renksiz, 16ko bilesigi oksidasyon ile bir renge doniisebilen
renksiz bilesen olarak tanimlanir. Proantosiyanidinler sicak mineral asitte inkiibe
edildiklerinde antosiyanidinlere doniisiirler. Lokoantosiyandinler de bu o6zellige

sahiptir (Appeldoorn, 2009).

Proantosiyanidinler monomerik flavan-3-olin A ve B halkalarinda
hidroksilleme kaliplarina bagli olarak en az 15 alt gruba ayrlabilir. Gida
kaynaklarinda  bulunan alt gruplar prosiyanidin, prodelfinidin  ve
propelargonidindir. Diger 12 alt grup gida olmayan kaynaklarda tespit edilmistir.
Prosiyanidin gidalarda bulunan en yaygin gruptur (Appeldoorn, 2009).

Proantosiyanidinler c¢ikolata, elma, iliziim, yer fistig1, sarap ve c¢esitli
baharatlar gibi bircok gidada bulunur. Amerika’da 1994-1996 donem araliginda
bir insanda giinliik proantosiyanidin alimi 57.7 mg olarak rapor edilmistir.
Amerikan diyetinde proantosiyanidinin en 6nemli kaynaklari elma (%32), ¢ikolata
(%17.9) ve liziim (%17.8) olarak belirtilmistir (Gu et al., 2004).

Mink et al. (2007) Iowa Kadin Sagligi Calismasinda, 34489 menepoz
sonras1 kadinda proantosiyanidin alimin1 6lgmiigler, en az ve en ¢cok alim sirasiyla

62 ve 524 mg/giin olarak tespit etmiglerdir. Ortalama alim 228 mg/giin olarak
tahmin edilmistir (Mink et al., 2007; Appeldoorn, 2009).

Proantosiyanidinlerin diisiik oranlarda emilim gosterdigi belirtilmektedir
(Giiven vd., 2010). Proantosiyanidinlerin diyetimizde yer aldigi bilinmektedir,
fakat tiiketiminden sonraki yolu emilimi tam anlasilamamistir. Prosiyadin
dimerleri taklit edilmis gastrik suda (pH 2, 3.5 saat) inkiibe edildiginde stabil
olmadig1 ve konsantrasyonlarmin %30 azaldigi bulunmustur (Spencer et al.,
2000).
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2.4.3. Terpenler

Terpenler ¢ok c¢esitli bitkiler tarafindan {iretilen biiyilk bir hidrokarbon
sinifidir. Terpenlerin kimyasal modifikasyonu sonucu terpenoidler olusur. Bunlar
¢ogu bitkinin esansiyel yaglarinin ana bilesenleridir. Gidalarda bulunan karnosik
asit/karnosol, krosin/kroteinler lipaz enzimini inhibe etme oOzelligine sahiptir
(Tucci et al., 2010).

Krosin bir glikosilath karotenoiddir. Krosin ve metaboliti krotein pankretaik
lipaz1 kuvvetli olarak inhibe eder. Lipaz-substrat ortamina eklendiginde, Krosin
substrat ile yarigmali olarak pankreatik lipaza hizla baglanir ve tersinir
inhibisyona neden olur (krosetin 1Csp=2.1 mg/mL, krosin 1Csp=2.7 mg/mL) (Lee
et al., 2005; Sheng et al., 2006; Tucci et al., 2010).

2.4.3.1. Karnosik asit

Karnosik asit adacay1 (Salvia officinalis) yapraklarindan metanolik ekstrak
ile izole edilen bir ¢esit diterpendir (Birari and Bhutani, 2007; Tucci et al., 2010).
Biberiye ekstraktinda da fenolik diterpen olan karnosik asit ve karnasol gibi
antioksidan aktivite gosteren bu bilesenler bulunur (Thorsen and Hildebrandt,
2003; Luis and Johnson, 2005; Riznar et al., 2008). Karnosik asit biberiye
ekstraktinda en c¢ok bulunan major fenolik diterpendir ve bu yiizden referans
bilesen olarak segilmektedir (Thorsen and Hildebrandt, 2003). Karnosik asitin
stabilitesinin zayif oldugu belirtilmektedir (Riznar et al., 2008). Karnosik asit
igerik miktarlar1 bu tiir tiriinler i¢in bir kalite parametresidir, ¢iinkii bu ekstraktlar
dogal antioksidan kaynagi olarak gida endiistrisinde ticari ilgiye sahiptirler
(Troncoso et al., 2005; Yan et al., 2009). Ayrica anti-inflamatuar, antiplatelet,

antibakteriyel, antikanser ve fotokoruyucu etkileri vardir (Yan et al., 2009).

Luis and Johnson (2005) calismalarinda biberiyedeki (Rosmarinus
officinalis L. - gesidi Sissinghurst English) karnosik asit igerigini 12.18+0.609
mg/g olarak belirtmislerdir. Moreno et al.(2006), biberiyedeki karnosik asit
icerigini yapraklarda 29.3+2.9 g/100g, ¢igeklerde 13.6+1.3 g/100g olarak ifade

etmislerdir.
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Karnosik asit pankreatik lipazi konsantrasyona bagli sekilde yarigmali
olarak inhibe eder ve ICsy degeri 12 pg/mL (36 puM)’dir. Ayica zeytinyagi
yiiklemesi yapilan sicanlarda serum trigliserit seviyesinin yiikselmesini azalttig
goriilmiistiir. Adagayinin bioaktif-giidiimli fraksiyonasyonu ile karnosol (ICsq 4.4
pug/mL), roylenolik asit (ICso 35 pg/mL), 7-meth-oksirosmanol (ICsp 32 pg/mL)
ve oleanolik asit (ICsp 83 ug/mL) elde edilir (Birari and Bhutani, 2007). Bugiine

kadar insanlar iizerine yapilan ¢aligmalar yeterli degildir (Tucci et al., 2010).
2.5. Biyoyararhlik - Biyoerisebilirlik

Sagliklt bir gida veya fonksiyonel gida iiretiminde, gida bilimcileri i¢in
sadece gidada veya gida takviyesinde bulunan besin 6gesinin miktart degil besin

ogesinin biyoyararliliginin ne kadar oldugu da olduk¢a 6nemlidir (Shipp and
Abdel-Aal, 2010).

Besin 0Ogelerinin ve biyoaktif bilesiklerin gidalar ile viicuda alinan
miktarlartyla viicutta kullanilan miktarlar1 farklilik gosterir. Bu durum s6z konusu
bilesenin biyoyararlilig1r ile iliskilendirilmistir (Ammerman et al., 1995).
Biyoyararlilik, gidanin sindirilmesi ile alinan bilesigin, metabolik ve fizyolojik
fonksiyonlar i¢in kullanilan kismi olarak tanimlanmaktadir (Acosta, 2009). Baska
bir deyisle biyoyararlilik herhangi bir aktif bilesenin viicutta emilen miktar1 ve
oranmin organizmada kullanima hazir halde olan diizeyidir. Daha siklikla
kullanilan bir yaklasimda “Biyoerisebilirlik (bioaccessibility)” alinan bilesigin,
gida matrisinden agiga ¢ikan ve sindirim sonrasi (daha ziyade in vitro yontemlerin
kullanildig1) ince bagirsakta emilime hazir olan kismi olarak tanimlanir (Prada

and Aguilera, 2007; Zmitek et al., 2008; Ercan and El, 2011).

Emilim ince bagirsakta villuslarda gergeklesir. Villuslarin iizerinde epitel
hiicreleri emilim hiicreleri olarak gorev yapar. Emilim siireci, besin gesinin epitel
hiicreleri tarafindan ince bagirsak liimeninden ¢ekilmesi, besin 6gesinin transferi

ve diger doku ve organlara tasinmasini igerir (House, 1999).

Son c¢aligmalar gidalarla alinan besin 6gelerinin tamaminin biyolojik olarak

kullanilmadig1 ortaya konmustur. Biyoyararlilik hem beslenme modelinden hem
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de onunla iligkili faktorlerden etkilenir. Biyoyararlilik, gidanin fiziksel 6zelligi,
kimyasal bilesimi ve bireysel sindirim kapasitesi gibi bir¢ok nedene bagli olarak
degisir (Sandstrom, 2001). Sekil 2.1’de biyoyararliligr etkileyen faktorler

Ozetlenmistir.

Gidalarin biyoyararliliginin ve biyoerigebilirliginin denek hayvanlar1 ile
caligmasi sirasinda uyulmasi gereken etik kurallar nedeniyle zaman igerinde
biyoyararlilik ¢alismalarinin insan sindirim sisteminin fizyolojisinin enzimler, pH
degerleri ve inkiibasyon siireleri ile taklit edildigi in vitro sindirim model
sistemlerinde calisilmas1 yayginlasmistir. [n vivo calismalar ile korelasyonlari
yiiksek olan in vitro sindirim sistemlerinde sonuglar, biyolojik sistemin sonucu

olarak degerlendirilmektedir (Evans and Fornasini, 2003).

Gidadaki Bilesik
Gidanin Gastrik pH ve Gastrik
matriksi ] Redoks Potansiyeli - ¢ hastaliklar
Gastrik Fonksiyon
Elementin Tiri
| ha
Beslenme ince Bagirsakta Gidanin
durumu | Emilim bilesenleri
Yas ve Genotip
cinsiyet
Yasam stili -
Endokrin ¢
faktdrler Viicutta Beslenme
Fizyolojik 7| alikonan miktar durumu
durum
(hamilelik, <
laktasyon,
fiziksel R Fizyolojik
aktivite) g Fonksiyon

Biyoyararhilik

Sekil 2.1. Biyoyararlilig: etkileyen faktorler (Walczyk, 2001)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal malzemeler

Diosgenin (D1634), 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (PNPG) (N1377), 4-
methylumbelliferyl oleate (4MUO) (75164), potasyum iyodiir (746428), iyot
(207772), hidroklorik asit (320331), nisasta (33615), fare intestinal aseton tozu
(11630), potasyum kloriir (746436), a-amilaz (A1031), pepsin (P7012), pankreatin
(P1750), lipaz (L3126), n-Butanol (B7906), asetonitril (34998), Dulbecco fosfat
tuz tamponu (D5773), sodyum sitrat (S1804), 4-(Dimetilamino)sinnamaldehit
(D4506) Sigma firmasindan satin alinmustir. Karnosik asit (91209), fosforik asit
(79606) Fluka Sigma Aldrich firmasindan; metanol (1586018), sodyum hidroksit
(106462) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan alinmigtir. Tiim kimyasal

maddeler analitik 6zellikte olacak sekilde ilgili firmalardan saglanmstir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Analizlerde kullanilan ekipmanlar; etiiv (Memmert, UNB 400, Almanya),
goriiniir bolge spektrofotometre (Novaspec Plus Visible Spectrophotometer,
Amersham Biosciences, General Electric, Tiirkiye), santrifiij (Thermo Scientific,
IEC CI312 Multispeed Centrifuge, Almanya), su banyosu (Memmert, WNB14,
Almanya), homojenizatér (IKA, T25 Digital Ultra-Turrax, Almanya), ultrasonik
homojenizatér (Bandelin Sonopuls), vorteks karigtirict (Yellow Line TTS3
Digital), mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan Flash, Finlandiya),
vakumlu evaporator (Polyscience, 120V, ABD), calkalamali inkiibator (Stuart,
S1500 OSA, Birlesik Krallik), HPLC (Agilent Technologies, 1200 Series,
Almanya) ve pH metre (WTW, inoLab® pH 7110, Almanya)’dir.

3.1.3. Gida ornekleri

Arastirmada kullanilacak gida ornekleri (elma, siyah iiziim, tar¢in, demir

dikeni, nohut, adacayi, biberiye) Izmir ilindeki marketlerden temin edilmistir.
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Elma (Malus communis) cinsi olarak iilkemizde yaygin olarak yetistirilen,
polifenol miktar1 diger elma cinslerinden fazla oldugu saptanan Amasya elmasi
secilmistir (Karadeniz ve Eksi, 2001). Antosiyanince zengin siyah iliziim ¢esidi
olarak ¢ekirdegi en yiiksek prosiyanidin igerigine sahip Papaz karasi iiziimii
secilmistir (Artik, 2006). Prosiyanidince zengin olan ve iilkemizde yaygin olarak
bulunan Kasia tiirii tar¢in (Cinnamomum) kullanilmistir. Saponince zengin gida
icin nohutun Tiirkiye’de iiretilen ve en ¢ok tercih edilen tiirii olan Kabuli tipi
Kogbasi nohut (Cicer arietinum L.), demir dikeni (Tribulus terrestris)
kullanilmistir. Ayrica ¢aligmada karnosik asit¢e zengin olan adagayr olarak da
Anadolu Adagayi (Salvia fruticosa Mill.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

kullanilmistir. Ornekler analize kadar uygun sekilde depolanmustir.

Gida orneklerinden elma, siyah {iziim, tar¢in ve biberiye tiiketildikleri gibi,
bir islem yapilmadan calismaya alinmistir. Demir dikeni ve adacaymin 10 g
kurutulmus bitki yapraklar1 250 ml kaynamis suya atilmig ve 10 dakika demleme
siiresi sonunda stiziilen kismi kullanilmistir. Nohut, 25°C sicaklikta, 10 saat,
agirliginin 3 kati saf suda tavlandiktan sonra, suyu ile birlikte basingh tencerede

15 dakika hasglanmistir.

3.2. Analizler

Yapilan analizler ve bu amagla kullanilan yontemler asagida verilmistir.

Tiim analizler 3 tekrar ve 2 paralel olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1. Toplam antosiyanin tayini

Toplam monomerik antosiyaninlerin  miktarin1 belirlemek igin pH-
diferansiyel metot olarak adlandirilan kolorimetrik yontem kullanilmigtir (Cam et
al., 2009; Diamanti, 2010). Yontemin ilkesi, monomerik antosiyaninlerin
pH1.0’de renkli oksonium formunun, pH 4.5’te ise renksiz hemiketal formunun

egemen olmasina dayanmaktadir (Ozkan vd., 2007).

Ekstraksiyon islemi modifiye edilerek uygulanmistir.  Oncelikle

ekstraksiyon amaciyla 0.5 g ornek tartilmis ve lizerine 10 mL %1 formik asit



28

iceren metanol eklenmistir. Bu karisim ultrasonik homojenizatorde %50
amplitude’da 2 dk homojenize edilmis ve 40 saniye sonikasyon islemi
uygulanmistir. Daha sonra 4°C’de 10000 x g’de 10 dak santrifiijlenmis ve sivi
kisim bagka bir tiipe aktarilmistir. Kalan c¢okeltiye tekrar 10 mL ekstrakiyon
solventi ilave edilmis, 5 dakika vorteks yapildiktan sonra ayni sekilde santrifiij
islemi uygulanmis ve santrifiij sonrasinda elde edilen siv1 kisim alinarak ilk elde

edilen siv1 kisimla birlestirilmistir.

Toplam monomerik antosiyaninler pH diferansiyel yontemiyle saptanmustir.
Omnekler (0.4 mL) iki test tiipiine alinmis ve bir tanesine 3.6 mL 0.025 M KCI
tampon ¢ozeltisi (pH 1.0) digerine ise 3.6 mL 0.4 M sodyum asetat tampon
¢ozeltisi (pH 4.5) eklenmistir. Sirasiyla 510 nm’de ve 700 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Diizeltilmis absorbans degeri (A) asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.
Toplam monomerik antosiyanin absorbans degeri
A= (As10-A700)pH1.0-(As10-A700)pH4 5
Toplam antosiyanin absorbans degeri
A= (As10-A700)pH1.0
Toplam antosiyanin miktar1 (AS) asagidaki formiile gére hesaplanmuistir.
AS (mg/L)=(A) (MA) (S) 1000/ (¢) 1

A: Diizeltilmis absorbans degeri, MA: Siyanidin-3-glikozitin molekiil
agirhgr (449.2), S: seyreltme Kkatsayisi, & Molar absorptivite (26900), t:

Spektrofotometrede kuvvet katman kalinlig

Orneklerin antosiyanin igerigi mg siyanidin-3-glikozit/100 g veya mg
siyanidin-3-glikozit/100 mL olarak hesaplanmustir.
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3.2.2. Toplam prosiyanidin tayini

Toplam prosiyanidin tayini Wallace (2010)’in ¢alismasinda kullandigi
yonteme gore yapilmustir. 0.1 g 6rnek {lizerine 7 mL 70:29.5:0.5 Aseton / su /
asetik asit karisimi ilave edilmistir ve 2 dakika vorteksde karistirilmistir. Daha
sonra 5 dakika ultrasonik homojenizatorde homojenize edilmis ve tekrar 2 dakika
vorteksde karistirilmistir. 3250 xg'de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernetant
alinmistir. 20 pL 6rnek/standart, 2380 uL metanol ve 100 uL hazirlanmigs DMAC
¢ozeltisi (4-dimethylaminocinnimaldehyde) (metanolde 1:1 (v/v) 6N H,SO,4 ve %
2 DMAC (w/v)) ile kiivetler hazirlanmis ve 15 dakika beklenmistir. 640 nm’de
absorbanslar okunmustur. Toplam prosiyanidin igerigi katesin cinsinden
hesaplanmistir. Orneklerin prosiyanidin igerigi kalibrasyon grafigi kullanilarak

hesaplanmustir.

3.2.3. Toplam saponin tayini

Toplam saponin igerigini belirlemek i¢in standart olarak diosgenin
kullanilan spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Wu et al., 2010). Ornekler %6
su igerigine kadar 50°C’de kurutulmus ve ogiitiilerek elekten (0.8 mm mesh)
gegcirilmigtir. 60-90°C’de petrolyum eter ile ultrasonik olarak 1 saat muamele
edilmistir. 5 mL metanol ile 10000 rpm'de homojenize edilmis, 5200 x g’de 10
dak santrifiij uygulanarak 2 kez ekstrakte edilmistir. 60°C sicak su ile kurutulmus
ve 4 kez 5 mL n-biitanol doymus su (40:4) ile 5200 x g’de 10 dak santrifiij
uygulanarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra evapore edilmis ve metanolde
coziilerek spektrofotometrede 408 nm dalga boyunda toplam saponin igerigi
belirlenmistir. Orneklerin saponin igerigi kalibrasyon grafigi kullanilarak

hesaplanmustir.

3.2.4. Karnosik asit tayini

Karnosik asit miktarin1 belirlemek i¢in Yan et al. (2009) c¢alismasinda
kullandiklar1 yontem uygulanmustir. Ornekler 60 sn vortekste karistiriimis ve 100
pL 2.5 mol/L hidroklorik asit eklenmis 120 s vorteks edilmistir. Karisim 4 mL n-
hekzan—isopropil alkol (9:1, v/v) ile 5 dakika karistiritlmig, 0°C’de 6000 rpm’de
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10 dakika santrifiij edilmistir. Oda sicakliginda azot altinda kuruyana kadar
evapore edilmistir. 200 puL. metanol-fosforik asit (95:5, v/v) ile yeniden
¢ozllmistir. HPLC analizinden 6nce filtre (0.22 pum) edilmistir. Karnosik asit
stok ¢ozeltisi metanol—fosforik asit (95:5, v/v) ile 530.0 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir ve kullanilana kadar 4°C’de saklanmistir. Analiz Yiiksek Basing
Sivi Kromotografisi (HPLC) Agilent Technologies 1200 series HPLC cihazinda
gerceklestirilmistir. Kromatografik kosullar su sekildedir: Kolon: Agilent PLRP-
S kolon (300 A, 8um, 150x4.6 mm), Mobil Faz: asetonitril — % 0.1 fosforik asit
cozeltisi (55:45, v/v), Akis hizi: 1.0 mL/min, Sicaklik: 25°C., Dedektor: UV
dedektor (Diode Array), A =210 nm.

3.2.5. In vitro sindirim analizi

Biyoerisilebilirligi tespit edebilmek igin 6rneklere Minekus et al. (2014)
metodu kullanilarak in vitro sindirim uygulamasi yapilmistir. Yontem, simule
sindirim sivilarinin ve sindirim enzimlerinin kullanimiyla uygulanan statik bir in

vitro sindirim metodudur.

Taklit edilmis mide / ince bagirsak sindirim modelleri, giivenli, hizli ve in
vivo yontemler gibi etik kisitlamalara sahip olmamasi sebebiyle giiniimiizde
yogun olarak kullanilmaktadir. /n vitro yontemlerde sindirim ve emilim siirecleri
(biyoyararlanim i¢in) ya da yalnizca sindirim siireci (biyoerisilebilirlik) taklit
edilir ve oOlciilen tepki son ekstredeki biyolojik olarak aktif bilesigin veya besin

0gesinin konsantrasyonudur (Prada and Aguilera, 2007).

Ik asamada 15.1 mmol/L KCIl, 3.7 mmol/L KH,PO,, 13.6 mmol/L
NaHCOj3, 0.15 mmol/L MgCl,(H20)s, ve 0.06 mmol/L (NH4),COj3 igeren simule
agiz sivist (Simulated Saliva Fluid, SSF) hazirlanmistir. Sonrasinda 6.9 mmol/L
KCI, 0.9 mmol/L KH5PO,4, 25 mmol/L NaHCO3, 47.2 mmol/L NaCl, 0.1 mmol/L
MgCl,(H20)6, ve 0.5 mmol/L (NH,4),CO3 igeren simule mide sivisi (Simulated
Gastric Fluid, SGF) hazirlanmistir. Son olarak, 6.8 mmol/L KCI, 0.8 mmol/L
KH,PQO4, 85 mmol/L NaHCO3, 38.4 mmol/L NaCl ve 0.33 mmol/L MgCl,(H20)s
iceren simule intestinal siv1 (Simulated Intestinal Fluid, SIF) hazirlanarak sindirim

stvilart tamamlanmistir. Sindirim igleminden hemen 6nce enzim aktivasyonlarini
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saglamak tizere 0.3 mol/L CaCl,(H,0), hazirlanmistir. Ayrica 2000 U/mL aktivite
olacak sekilde pepsin stok ¢ozeltisi hazirlanmig ve 100 U/mL tripsin aktivitesine
ulagmak igin SIF ile hazirlanan ile pankreatin ¢ozeltisine son aktivite 2000 U/mL

olacak sekilde pankreatik lipaz ilave edilmistir.

Orneklerin (5 g kat1 gida/ 5 mL s1v1 gida) iizerine 4 mL SSF, 25 uL 0.3 M
CaCl; ve 975 uL ultrasaf su eklenerek 150 rpm, 37°C’de 2 dakika, ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilarak sindirim isleminin agiz asamasi

tamamlanmustir.

Siirenin sonunda vakit kaybetmeksizin 8 mL SGF ve 5 pL CaCl, eklenerek
3M HCI ile pH 3’e¢ ayarlanmis ve bu islem icin harcanan HCI miktari
kaydedilmistir. Daha sonra 1 mL pepsin ilave edilmis, son hacim 20 mL olacak
sekilde, eklenen HCl de goz oniinde bulundurularak bir hesaplama yapildiktan
sonra eksik olan kisim ultrasaf su ile tamamlanip 150 rpm, 37°C’de 2 saat

boyunca siirecek olan inkiibasyon baslatilmistir.

2 saatin sonunda 11 mL SIF ilave edilip 1 M NaOH kullanilarak pH 7’ye
ayarlanmigtir. Sonra 5 mL pankreatin, 2.5 mL safra (160 mM) ve 40 pL CaCl,
eklenip Toplam hacim bu defa 40 mL olacak sekilde, harcanan NaOH miktar1 da
g6z oniinde bulundurulup eksik kisim ultrasaf su ile tamamlanmis ve 150 rpm,

37°C’de 2 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

Tiim sindirim siiresinin sonunda, ortama 8 pl of 500 mM Pefabloc enzim
inhibitorii eklenerek reaksiyonlar durdurulmus ve 6rnekler vakit kaybetmeksizin

-18°C'de azot altinda dondurulmustur.

Sindirim isleminin sonunda elde edilen sivi Oncelikle 1000xg’de
santrifiijlenerek sindirime ugramamis kati kisim uzaklastirilmistir. Daha sonra
kalan siv1 kisim, 0.45 pum seliiloz asetat filtreden gecirilerek filtre altinda kalan

kisim biyoerisilebilir materyal olarak kabul edilmistir (Courraud et al., 2013).

In vitro sindirim sonras1 drnekteki biyoaktif bilesigin miktarinm, sindirim

oncesinde Ornekte bulunan biyoaktif bilesigin (kontrol) miktarma orani o
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biyoaktif bilesenin biyoerisebilirligi olarak degerlendirilmistir. Biyoerisilebilir

kismin saptanmasi i¢in, asagida verilen formiil kullanilmistir.

% Biyoerisebilirlik = (S /K ) x 100

S = In vitro sindirilmis drnekteki miktar:

K = Sindirim 6ncesinde 0rnekteki miktari

3.2.6. Enzim inhibisyon analizleri

Enzim inhibisyon analizlerine alinacak ornek ekstraktlarinin hazirlanmasi
amaciyla 0.5-5 g araliginda 6rnek tartilmis ve 10 mL fosfat tamponu (50 mM, pH
6.9, 6.85 mM NaCl iceren) eklendikten sonra 1.5 dakika 3000/dak devirde
vortekslenmigtir. Sonrasinda, 1 dakika 107 W ultrasonik prob uygulamasi yapilan
ornekler, 8500xg’de 15 dak santrifiijlenmistir. Ust faz mavi bant filtre kagidindan
siiziilerek alinmistir. Kati faza ayni islem tekrar uygulanmis ve iist fazlar
birlestirilerek analize alinmistir. Ekstraktlar fosfat tamponu ile seyreltilerek farkli

konsantrasyonlarda 6rnekler elde edilmistir.

Elde edilen farkli konsantrasyondaki ekstraktlara asagida belirtilen o-
glukozidaz, a-amilaz, lipaz enzim inhibisyon analizleri uygulandiktan sonra enzim
inhibisyon yiizdeleri asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir. Analiz 3 kez
tekrar edilmis, ortalama degerler ile inhibitor konsantrasyonuna karst enzim
inhibiyon ylizdesi grafikleri elde edilmistir. Reaksiyonun baglangi¢c hizini %50
inhibe etmek ic¢in gerekli olan inhibitor konsantrasyonu olarak tanimlanan ICs
degerleri, reaksiyon ortami konsantrasyonunun logaritmasina karsi % inhibisyon

kullanilarak GraphPad Prism programu ile hesaplanmaistir.

% Inhibisyon: [(Akontrol - Akontrolkérﬁ) - (Aémek'Aémekkérﬁ) ] / (Akontrol -
Akontrolkf)rii) x 100

Axontrol, Axontrolksriis Asmek V& Asmekksri Sirastyla aktif enzim ve tampon igeren
reaksiyon karisimi, aktif olmayan enzim ve tampon iceren reaksiyon karigimi,

aktif enzim ve drnek igeren reaksiyon karigimi ve aktif olmayan enzim ve O6rnek
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iceren reaksiyon karisgimininin absorbansini tanimlamaktadir. Tim karigimlar

substrat igermektedir.

Tiiketimden O6nce orneklerin enzim inhibisyonunun degerlendirilmesine ek
olarak, enzim inhibisyon analizleri 1 mg/mL konsantrasyondaki orneklerin in
vitro mide sindiriminden sonra da yapilmistir. Ciinkii Orneklerin inhibisyon
etkilerinin a-glukozidaz, a-amilaz, lipaz enzimleriyle karsilasacagi bagirsak
ortamindan once in vitro mide sindirimi sonuna kadar nasil etkilenecegini

saptamak amaglanmistir.

Katesin standardinin, saponin standardi diosgeninin ve karnosik asit
standardinin enzim inhibisyon yiizdeleri saptanmis ve gida Ornekleri ile

karsilastirilmistir.

Elma, liziim ve tar¢in 6rneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki prosiyanidin
icerikleri sirastyla katesin es degeri olarak 1.47, 0.86 ve 64.32 pg/mL
bulunmustur. Bu yilizden, katesin standardinin 0.86, 1.47 and 64.32 pg/mL

konsantrasyonlarda enzim inhibisyonlar1 saptanmistir.

Demirdikeni ve nohut 6rneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki saponin
icerikleri sirasiyla 13.16 ve 24.08 pg/mL bulunmustur. Bu yiizden, saponin
standardi diosgeninin 13.16 ve 24.08 pg/mL konsantrasyonlarda enzim

inhibisyonlar1 saptanmigtir.

Adagay1 ve biberiye drneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki karnosik asit
icerikleri sirasiyla 3.76 ve 18.72 pg/mL bulunmustur. Bu yiizden, karnosik asit
standardinin 3.76 ve 18.72 pg/mL konsantrasyonlarda enzim inhibisyonlari

saptanmuistir.

Ayrica ilk defa bizim tarafimizdan gelistirilen asagidaki formiil ile gida

orneklerinin esdeger inhibisyon kapasiteleri (EIC) hesaplanmistir.

EIC= Ornek inhibisyon grafiginin egimi / (Standart inhibisyon grafiginin

egimi X 6rnek hacmi )
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Ornek inhibisyon grafiginin egimi = % inhibisyon / mg/mL
Standart inhibisyon grafiginin egimi = % inhibisyon / pM
Ornek hacmi = mL

% 50 [Esdeger inhibisyon kapasiteleri Orneklerin ve standardin
konsantrasyona kars1 inhibisyon grafiklerinin % 50 inhibisyondaki egimlerinin
oranlanmasiyla hesaplanmig, "mM standart / g 6rnek" olarak ifade edilmistir.
Antosiyanin ve prosiyanidince zengin Ornekler olan elma, iliziim ve tar¢in icin
katesin esdeger inhibisyon kapasiteleri (CEICsp), saponince zengin 6rnekler olan
nohut ve demirdikeni i¢in diosgenin esdeger inhibisyon kapasitesileri (DEICs),
karnosik asit¢e zengin Ornekler olan adagay1 ve biberiye i¢in karnosik asit esdeger
inhibisyon kapasitesileri (CAEICsp) hesaplanmigtir. ICso degerinin kii¢iikk olmasi
daha yiiksek inhibisyon etki anlamima gelirken, esdeger inhibisyon kapasite
degerlerinde ise biliylik degerler daha yiiksek inhibisyon etki anlamina
gelmektedir.

3.2.6.1. a-Glukozidaz enzim inhibisyonu

Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi Koh et al. (2010) tarafindan
onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Yontem substrat olarak
kullanilan 4-nitrofenil a-D-glikopiranozidin, a-glukozidaz enzimi ile par¢calanmasi
sonucunda aciga c¢ikan indikator ozellikteki p-nitrofenoliin verdigi sar1 rengin
spektrofotometrik olarak dlgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Ozellikle demir ve
diger metallerle p-nitrofenol arasinda olusacak interaksiyonu dnlemek amaciyla
analiz ortamina 0.1 M EDTA ¢ozeltisi eklenerek yontem modifiye edilmistir.
Reaksiyon substrati PNPG (4-Nitrofenil a-D-glikopiranozid) (30 mM) distile suda
ve a-glukozidaz enzim (25 mg/mL) ¢ozeltileri fosfat tamponunda hazirlanmstir.
Enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in a-glukozidaz ¢ozeltisi buz banyosunda 10
dakika karistirillmig ve 4°C’de 10000 x g’de 30 dakika santrifiijlenerek, iist faz
alinmistir. Hazirlanan enzimin bir kismi 100°C’de 10 dakika 1sisal islem
uygulanarak inaktive edilmistir. Aktif ve inaktif enzimlerle, fosfat tamponu ve

ornek icerecek dort farkli kombinasyon olusturulacak sekilde test tiipleri
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hazirlanmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki inhibitor (340 pL) ve 20 uL a-glukozidaz
¢oOzeltisi tliplere konmus ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 40
uL PNPG ¢ozeltisi eklenmistir. 15 dakika inkiibasyondan sonra 10 puL 0.1 M
EDTA c¢ozeltisi ve daha sonra reaksiyonu durdurmak igin 190 pL. 1 M NayCOs
eklenmistir. Her tlipten 200 pL alinarak mikroplakanin kuyucuklarina konmus ve
400 nm’de absorbans (Thermo Scientific Varioskan Flash, Finland) okunmustur.
Kontrol olarak 6rnek (inhibitor) yerine fosfat tamponu eklenerek hazirlanmistir.
Deney hem aktif enzim ile hem de 100°C’de 10 dak 1sisal iglem uygulanmis enzim
ile gergeklestirilmistir. a-glukozidaz enzim inhibisyon yiizdesi hesaplanmis ve
ornek konsantrasyonlarinin logaritmalarina karst % inhibisyon degerlerinin

grafikleri GraphPad Prism programinda ¢izdirilerek ICsq degerleri elde edilmistir.

3.2.6.2. a-Amilaz enzim inhibisyonu

a-Amilaz inhibisyon aktivitesini saptamak i¢in Koh et al. (2010) ve Yang et
al. (2012) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. a-Amilaz
enzimi (104 U/mg toz enzim) fosfat tamponu ile hazirlanmis ve enzimin bir kismi1
100°C’de 10 dakika 1s1sal islem uygulanarak inaktive edilmistir. Analiz i¢in dort
farkli test tlipli hazirlanmistir. Bu tiiplerden ilki fosfat tamponu ve aktif enzim
(Kontrol), ikincisi fosfat tamponu ve inaktif enzim (Kontrol-Koér), tigiinciisii 6rnek
ve aktif enzim (Ornek) ve sonuncusu da drnek ve inaktif enzim (Ornek-Kér)

igermistir.

Farkli konsantrasyonlardaki 820 pL ornek tiiplere alinmis iizerlerine a-
amilaz enzimi ve inaktif enzim (100 pL) eklenerek su banyosunda 37°C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. 80 pL fosfat tamponunda hazirlanmis patates nisastasi
cozeltisi (%]1) eklenmis ve karigimlar su banyosunda 37°C’de 12 dak inkiibe
edilmistir. Reaksiyonu durdurmak icin 500 pL HCI (%10) ve daha sonra
ortamdaki nisasta miktarimi tespit etmek i¢in 150 pL iyot ¢ozeltisi (0.0025 M
1,/0.0065 M KI) ve 500 pL distile su eklenmistir. Her tiipten 200 pL alinarak
mikroplakanin kuyucuklarina konmus ve 620 nm’de absorbans (Thermo Scientific

Varioskan Flash, Finland) 6l¢iimii yapilmistir. Kontrol 6rnek (inhibitér) yerine
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fosfat tamponu eklenerek hazirlanmistir. Deney hem aktif enzim ile hem de
100°C’de 10 dak 1sisal islem uygulanmis a-amilaz (aktif olmayan enzim) ile
gerceklestirilmistir. a-Amilaz inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. 1Cso degeri
icin, reaksiyon ortami konsantrasyonunun (mg Ornek/mL reaksiyon ortami)
logaritmasina karsi % inhibisyon olarak GraphPad Prism programi ile grafik

cizilmis, ICs degerleri elde edilmistir.

3.2.6.3. Pankreatik lipaz aktivitesinin inhibisyonu

Pankreatik lipaz aktivitesi, substrat olarak 4-Metilumbelliferil oleat (4MUOQ)
kullanilarak olgiilmiistiir (Sugiyama et al., 2007). 25 mikrolitre 6rnek suda
coziilmiis ve 25 pL pankreatik lipaz ¢ozeltisi (1 mg/mL) karistirilmistir. 50 pL
AMUO c¢ozeltisi (0.1 mM) Dulbecco’nun fosfat tuz tamponunda ¢oziilmiis ve
enzim reaksiyonu baslatilmistir. 23°C’de 20 dakika inkiibasyon sonrasi, 100 pL
0.1 M sodyum sitrat eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Floresans mikroplaka
okuyucu kullanilarak lipaz ile agiga ¢ikan 4-metilumbelliferon Ol¢lilmiistiir
(uyarma dalga boyu 320 nm, emisyon dalga boyu 450 nm). Lipaz enzim
inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Orneklerin %350 inhibisyon konsantrasyonlari

(ICs0) hesaplanmustir.

3.2.7. istatistiksel analiz

Tim analizler 3 tekrar 2 paralel olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
veriler Microsoft Excel ¢alisma sayfasinda hesaplanmis ve Minitab 17.0 istatistik
software kullanilarak degerlendirilmistir. Ikiden fazla sayidaki orneklerin
karsilagtirilmalari tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanarak,
iki 6rnegin karsilastirmasi ise t-test kullanarak yapilmistir. p<0.05 ise istatistiksel

olarak onemli farklilik kabul edilmistir.

Ayrica Euclidean uzakligina dayali smiflama yontemi kullanilmigtir.
Euclidean uzaklik formiili smniflama yontemlerinde en yaygin kullanilan
formiildiir (Demiralay ve Camurcu, 2005). Hesaplanan Euclidean uzaklik
degerleriyle gida 6rneklerinin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri igin ICs

degerlerine gore yiizde benzerlikleri hesaplanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antosiyanin ve Prosiyanidince Zengin Ornekler

Elma (Amasya), tiziim (Papaz karasi) ve tar¢in (Kasia tiirti) 6rneklerinin
antosiyanin ve prosiyanidin igerikleri ile biyoerigebilirlik degerleri saptanmistir.
Gida orneklerinin (elma, liziim, tar¢in) a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri
tizerinde inhibe edici etkileri ICsy degerleri ile degerlendirilmis, 1 mg/mL
konsantrasyondaki gida orneklerinin in vitro sindirim 6ncesi ve in vitro mide
sindirimi sonrasi enzim inhibisyon yiizdeleri saptanmistir. Katesin standardinin o-
amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzim inhibisyon yiizdeleri belirlenmis ve gida

orneklerinin katesin cinsinden inhibisyon kapasiteleri (CEICsp) saptanmustir.
4.1.1. Antosiyanin icerikleri ve biyoerisebilirlik degerleri

Antosiyaninler bitki fizyolojisindeki 6nemli islevlerinin yani sira, saglik
lizerine yararli etkilere sahip bircok bitkinin meyve, ¢icek ve yaprak gibi
kisimlarinin mavi, mor ve kirmizi renginden sorumlu olan polifenolik bilesiklerin
flavonoid grubuna ait suda ¢oziinen bitkisel pigmentlerdir (Wu et al., 2006;
McDougall et al., 2005a). Antosiyaninlerin antioksidan ozelliklerinin yani sira
kanser hiicresinin biiylimesinin in vitro olarak inhibisyonu, merkezi sinir
sisteminin korunmasi amaciyla inflamatuar yanitlarin baskilanmasi, izole edilmis
pankreas hiicrelerinde insiilin {iretiminin indiiklenmesi, a-glukosidaz aktivitesinin
inhibisyonu yoluyla nisasta sindiriminin kisitlanmasi gibi saglik {izerine yararlari

da belirtilmektedir (McDougall et al., 2005a).

Calismamizda elma, iliziim ve tar¢in Orneklerinin toplam antosiyanin
icerikleri pH-diferansiyel metot olarak adlandirilan kolorimetrik yontem
kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1'de elma (Amasya), tiziim (Papaz karasi)
ve tar¢inin (Kasia tiirii) toplam antosiyanin igerikleri, in vitro sindirimden sonra
elde edilen antosiyanin icerikleri ve antosiyanin biyoerisebilirlik degerleri
verilmistir. Uziimiin toplam antosiyanin igerigi (164.76+2.51 mg/100 g), elma
(24.19+0.89 mg/100 g) ve targin (19.154+0.40 mg/100 g) orneklerinden yiiksek
bulunmustur (p < 0.05).
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Cizelge 4.1. Orneklerin toplam antosiyanin igerigi ve biyoerisebilirlik degerleri (ortalama deger +

standart sapma)
Ornekler Toplam antosiyanin In vitro sindirim sonrast Biyoerigebilirlik
igerigi (mg/100 g) icerigi (mg/100 g) (%)
Elma 24.19+0.8952 2.48+0.285° 10.23+14
Uziim 164.76+2.5142 13.55+0.98"" 8.23+0.64°
Targin 19.15+0.40%2 1.67+0.128° 8.73+0.70°

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak énemli farkliligi
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

Wu et al. (2006) elmalarin toplam antosiyanin igeriginin Fuji, Gala, Red
Delicious tiirleri i¢in sirastyla 1.3+£0.7, 2.3+0.8 and 12.3+1.9 mg/100 g oldugunu
belirtmislerdir.

Wu et al. (2006) ¢alismalarinda kirmizi {iziim ve concord tiziimdeki toplam
antosiyanin igerigini sirastyla 26.7+10.9, 120.1 mg/100 g olarak bulduklarini ifade
etmislerdir. Galet (1993) c¢alismasinda 23 farkli saraplik iiziim ¢esidinde
antosiyanin miktarinin, ¢esite ve yillara gore degismekle beraber, 42 - 4893 mg/kg
arasinda oldugunu ve Cabernet sauvignon'un 233.9 mg/100g, Tempranillo'nun
149.3 mg/100g ve Pinot noir'in 54.3 mg/100g antosiyanin igerdiklerini
bildirmistir. Mazza (1995) bazi iiziim ¢esitlerinde toplam antosiyanin igeriginin

tiire gore yaklasik 30 - 750 mg/100g arasinda degistigini belirtmistir.

Bu ¢alismada elma ve {iziim 6rneklerindeki antosiyanin biyoerigebilirligi in
vitro yontem ile tespit edilmistir. Taklit edilmis mide / ince bagirsak sindirim
modelleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir, ¢ilinkii giivenli ve hizh
yontemlerdir, ayrica in vivo yontemlerin sahip oldugu etik kisitlamalar1 yoktur. /n
vitro yontemler sindirim ve emilim siirecleri (biyoyararlilik i¢in) ya da yalnizca
sindirim siirecini (biyoerisilebilirlik) taklit eder ve dlgiilen tepki son ekstrakttaki
besin 6gesinin ve diger biyoaktif gida bilesenlerinin konsantrasyonudur (Prada ve

Aguilera, 2007).
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Calismamizda orneklere in vitro sindirim islemi uygulanmasinin ardindan
tekrar edilen toplam antosiyanin analizi ile miktarin sindirim Oncesine gore
onemli disiisler gosterdigi bulunmustur (p < 0.05). Antosiyanin biyoerisebilirlik
degerleri elma, {iziim ve tarc¢in 6rnekleri i¢in sirasiyla % 10.23+1, % 8.23+0.64 ve
% 8.73+0.70 bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Orneklerin antosiyanin biyoerisebilirligi

Antosiyaninlerin emilimi midede baslar ve kolonda devam eder. Midede
emilen antosiyaninlerin kan akisinda hizla ortaya c¢ikmasi beklenmektedir.
Antosiyaninler biiylik oOl¢iide bagirsakta emilirler, Ozellikle ince bagirsak
antosiyaninlerin maksimum stabilite saglamak i¢in gerekli olan pH (~ 1.0 -
3.0)'dan ¢ok daha yiiksek bir pH (7.0)'a sahiptir. Antosiyaninler tam olarak
(glikozile ve / veya asile edilmis) ya da serbest aglikonlar olarak emilebilir.
Endojenik a-glukozidazlar daha kiigiik ve daha hidrofobik olan aglikondan seker
molekiiliinii ayirma prosesine katilmaktadir. Bu antosiyaninlerin pasif difiizyona
daha egilimli olmalarin1 saglar. Emilen antosiyaninlerin yaklasik % 75-78'i
bagirsak dokusundan yukari alinir. Emilmeyen antosiyaninler bagirsak boyunca
hareket eder. Bagirsak mikroflorasi, glikosidik baglari parcalama ve biiyiik
miktarda antosiyaninin daha kii¢iik fenolik asitlere pargalanmasindan sorumludur.
Emilim ile ilgili olarak kalin bagirsak ince bagirsaktan daha az etkindir (He et al.,

2009; Wallace, 2010). Emilen antosiyaninler bagirsakta enterosit, karaciger ve
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bobrekte glukuronidasyon, siilfasyon, metilasyona siklikla maruz kalirlar. Seker
kisimlarinin tiirli, asilleme, gida matriksi gibi bir¢ok faktor antosiyaninlerin
emilimini etkiler. /n vivo calismalarda, antosiyaninlerin emiliminin ¢ok diisiik
oldugu ve % 0.02 - 0.2 arasinda degistigi bildirilmistir (Wallace, 2010). Lapidot et
al. (1998) kirmizi saraptan alinan antosiyaninlerin, insanda potansiyel
biyoyararliliginin belirlenmesini amaglamislar, sarap icimini takiben 12 saat
icinde idrarda, tiiketilen antosiyaninlerin % 1.5 - 5.1’inin bulundugunu

belirtmislerdir.

Antosiyaninlerin, iist gastrointestinal sistem kosullarini taklit eden in vitro
kosullarda kararsiz oldugu belirtilmistir. pH farkliliklarina maruz kalma, oksijen
ve 1sitma serum fraksiyonuna ulasilabilir antosiyanini biiyiikk oranda azaltmada

neden teskil eder (McDougall et al., 2005a).

4.1.2. Prosiyanidin icerikleri ve biyoerisebilirlik degerleri

Proantosiyanidinlerin varligi tahil, meyve, sebze ve sarap da dahil olmak
tizere birgok gidada doku, renk ve tad: etkiler (Beecher, 2004; Prior and Gu, 2005;
Santos-Buelga and Scalbert, 2000). Gidalardaki proantosiyanidinler giigli
antioksidan aktivitesi ve kalp-damar hastaliklari ve kanserler gibi kronik
hastaliklarin riskini azaltmada insan sagligi {izerindeki olast koruyucu etkileri
nedeniyle de beslenme ve ilag sanayiinde ilgi ¢ekmektedir (Prior and Gu, 2005;
Santos-Buelga and Scalbert, 2000). Kondense taninler olarak adlandirilan
proantosiyanidinler, spesifik tek (B baglantilar1) ve c¢ift (A baglantilar1) baglar
araciligiyla birlestirilmis olan monomerik flavanlardan olusan oligomerler ve
polimerleridir. Bu ikincil bitki metabolitleri 6nemli antioksidan aktiviteye sahiptir.
Kirmizi {iztim, sarap, tohumlar, pisirilmis ¢ikolata, tar¢in ve Ginkgo biloba gibi
bazi gidalar ve gida takviyelerinde yaygin olarak bulunurlar (Beecher, 2004).

Proantosiyanidinler monomerik flavan-3-ol in A ve B-halkasinda
hidroksilasyona dayanarak en az 15 alt gruba ayrilabilir. Alt gruplari olan
prosiyanidin, prodelfinidin ve propelargonidin insan tiiketimi agisindan en ¢ok
oneme sahip gruplardir. Diger 12 alt grup ¢ogunlukla gida dis1 kaynaklarda tespit

edilmistir. Ozellikle (epi)katesin iinitelerinden olusan homojen bir grup olan
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prosiyanidin, gidalarda en bol bulunan alt gruptur (Appeldoorn, 2009).

Calismamizda elma, {iziim ve tar¢in Orneklerinin toplam prosiyanidin

igerikleri spektrofotometrik yontemle kalibrasyon grafigi kullanilarak

cinsinden hesaplanmstir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Prosiyanidin kalibrasyon grafigi

Calismamizda belirlenen 6rneklerinin prosiyanidin igerikleri Cizelge 4.2'de

verilmistir. Tar¢inin prosiyanidin igerigi (6432.54+177.31 mg/100g), elma ve
tiziimden (147.21+3.88, 86.04+2.53 mg/100g) yiiksek bulunmustur (p < 0.05).

Cizelge 4.2. Orneklerin prosiyanidin igerigi ve biyoerisebilirlik degerleri (ortalama deger =+

standart sapma)

Ormekler Prosiyanidin igerigi In vitro sindirim sonrasi Biyoerigebilirlik
(mg/100 g) icerigi (mg/100 g) (%)

Elma 147.21+3.8852 25.85+0.715° 17.57+0.714

Uziim 86.042.5382 12.10+0.585° 14.08+0.74°

Targin 6432.54+177.31™* 1206.95+113.14%° 18.75+1.49*

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiiclik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli

farklilig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)
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Gu et al. (2004) elmalarda bulunan prosiyanidin igerigini red delicious,
golden delicious, granny smith, gala and fuji tiirleri igin sirasiyla 125.8+ 6.8,
91.1+ 4.7, 141.0+ 26.1, 92.4+ 8.4, 69.6+£15.8 mg/100 g olarak ifade etmislerdir.
Nemzer et al. (2013) ise Granny Smith, Red Delicious, Gala, Golden Delicious,
Fuji, Reinette tiirli elmalarin sirastyla 131.01, 127.79, 92.42, 83.01, 65.59, 42.88
mg/100 g prosiyanidin icerdigini belirtmislerdir. Bir baska ¢aligmada da elma
cesitlerine gbre prosiyanidin igeriginin degistigi, porsiyon basina Red Delicious
(207.7 mg) ve Granny Smith (183.3 mg) tiiri elmalarin McIntosh (105 mg) ve
Golden Delicious (92.5 mg) tiirii elmalardan daha yiiksek oranda prosiyanidin
icerdigi belirtilmistir (Hammerstone et al., 2000). Gu et al. (2004)'un ¢alismasinda
yesil tiziimiin 81.5+15 mg/100 g ve kirmizi {izimin 61.0+£12.3 mg/100 ¢
prosiyanidin i¢erdigi bulunmustur. Tar¢inin toplam prosiyanidin igerigi, Gu et al.

(2004)'un galismalarinda 8108.2+424.2 mg/100 g bulunurken, Nemzer et al.
(2013)'iin ¢aligmasinda 7908.14 mg/100g prosiyanidin igerdigi ifade edilmistir.

Calismamizda, elma, {izim ve tar¢cin Orneklerinin  prosiyanidin
biyoerisebilirlikleri in vitro metot kullanilarak belirlenmistir. /n vitro sindirim
sonrasinda prosiyanidin miktari tim 6rnekler igin 6nemli derecede diismiistiir (p <
0.05). Prosiyanidin biyoerisebilirlikleri elma, {izim ve targin Ornekleri igin
sirastyla % 17.57+0.71, % 14.08+0.74 ve % 18.75£1.49 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Orneklerin prosiyanidin biyoerisebilirligi
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Polifenollerin emilimi molekiiler agirligina baghdir. Biiyik molekiil
agirhigina sahip olmasi nedeniyle, proantosiyanidin polimerlerinin kolaylikla ince
bagirsakta ~ emilmesi  olast  degildir.  Bagirsak  bariyeri  boyunca
proantosiyanidinlerin emilimini gosteren kanitlar hala azdir (Santos-Buelga and
Scalbert 2000; Scalbert and Williamson, 2000). Flavonoid siniflar1 iginde
proantosiyanidinlerin biyoyararliligi, yliksek polimerizasyon derecelerine bagl
olarak en az goriinmektedir. Polimerize bilesiklerin monomerik bilesenlerine gore

10 ila 100 kat daha az biyoyararlanimi vardir (Tsang et al., 2005; Wallace, 2010).

Gu et al. (2011) calismalarinda kakao prosiyanidinlerinin diisiik
biyoyararliliga sahip oldugunu, kakaoda yiliksek miktarda bulunmalarina ragmen,
tiketimi takiben insan plazmasinda prosiyanidin oligomerlerinin tespit

edilemedigini belirtilmislerdir.

Proantosiyanidinler plazmada sadece esas olarak bulunan konjiige edilmis
formda degil, ayn1 zamanda siilfatlanmis, glukuronize ve metillenmis metabolitler
olarak da bulunur (Wallace, 2010). Bu, giinde 1000 mg toplam polifenol igeren
lizim cekirdegi ekstraktlar1 verilen 69 insan denekleriyle yapilan randomize cift
kor plasebo kontrollii 6 haftalik bir ¢alisma ile bir kez daha teyit edilmistir. 3-
hidroksifenilpropionik asit ve 4-O-metilgallik asit atiliminda tutarli bir artis ve 3-
hidroksifenilasetik asit atiliminda daha az tutarli bir artis goriilmiistiir. 3-
hidroksifenilpropionik asitte goriilen artig, bu bilesigin, in vivo metabolizma
proantosiyanidinin onemli bir fenolik asit par¢alanma iiriinii oldugu diislincesi ile
ayni dogrultudadir (Ward et al., 2004). Bu metabolitler sicanlarin idrarinda tespit
edilmistir (Tsang et al., 2005; Wallace, 2010).

Prosiyanidin pargalanma iiriinlerinin biyolojik 6zelliklerinin, bu bilesiklerin
tilketimine bagl olarak gosterdigi saglik yararlarinin ¢ok onemli oldugu hususu
not edilmelidir (Wallace, 2010). Prosiyanidince zengin kakao igecegi tiikketen 10
diyabetik bireyde yapilan 30 giinliik ¢alismada kan damar fonksiyonlarinda %30
iyilesme goriilmiistiir (Balzer et al., 2008). Youdim et al. (2004) tarafindan
yapilan c¢alismada kakao proantosiyanidinlerinin ve bunlarin pargalanma

irlinlerinin, kan beyin bariyerinde olumlu etkilesimi olabilecegini gostermistir.
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4.1.3. Orneklerin o-amilaz, o-glukosidaz ve lipaz enzimleri iizerindeki

inhibisyon etkileri

Gida Orneklerinin (elma, {iziim, tar¢in) o-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz
enzimleri lizerinde inhibe edici etkileri 1Cso degerleri ile degerlendirilmis ve
sonuclar Cizelge 4.3'te verilmistir. Enzim aktivitesi lizerine inhibitor etki ile ilgili
bilgi 1Csq degerleri veya her bir bilesik i¢in enzimatik aktivitenin % 50 6nlenmesi
icin gerekli olan konsantrasyon kullanilarak elde edilir (Griffith, 2012). Daha
diisiik 1Csp degerleri daha yiiksek enzim inhibisyon kapasitesine sahip oldugu
anlamma gelmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar elma, {iziim ve tar¢in
orneklerinin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri i¢in potansiyel inhibitor

oldugunu goéstermektedir.

Orneklerin konsantrasyona karsi yiizde o-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz
enzim inhibisyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.4 - 4.7). Inhibisyon grafiklerinde y
ekseni ortalama inhibisyon aktivitesi yiizdesini gosterirken, x ekseni Ornegin
ortalama konsantrasyonunu tanimlar (Griffith, 2012). Orneklerin yiizde enzim
inhibisyonu ile O6rneklerin konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon oldugu
saptanmistir.  Ornegin; ornekteki konsantrasyon arttikga sindirim  enzim

inhibisyonu da artis gostermistir (r*= 0.9).

120
- v =20,644In(x)- 76,356
z 100 3=0,98
. ¥ = 22,924In(x)- 95,582
= 80 R = 1].9'-"69
5 60 v =24,057In(x)- 126,95 + Elma
.é R*=09 = TTziim
= 40
= & Targin
=]
& 20 -

0 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

ug/ml

Sekil 4.4. Antosiyanin ve prosiyanidince zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi a-glukosidaz
inhibisyon grafikleri
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Sekil 4.5. Antosiyanin ve prosiyanidince zengin
inhibisyon grafikleri

orneklerin konsantrasyona karsi a-amilaz
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Sekil 4.6. EIma ve tar¢in 6rneklerin konsantrasyona kargi lipaz inhibisyon grafikleri
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Sekil 4.7. Uziim &rneginin konsantrasyona kars1 lipaz inhibisyon grafigi

Elma, iiziim, tar¢in Orneklerinin a-glukosidaz enzimi iizerine inhibisyon
etkilerini ifade eden ICsy degerleri sirasiyla 544.27+21.94, 445.63+15.67 ve
1592+17.58 pg/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

Uziim &rnegi a-glukosidaz enzimi iizerine elma ve targin 6rneklerinden daha

yiiksek inhibisyon etki gostermistir. Bunun sebebi iiziim 6rneginin daha yiiksek

antosiyanin igerigine sahip olmasi olabilir.

Cizelge 4.3. Orneklerin a-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri igin 1Csy degerleri

ICsp Degerleri (ng/mL)

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Elma 544.27+21.94%2 38.41+7.265° 52.65+2.055°
Uziim 445.63+15.67°° 56.12+3.60™° 581.70+54.14™2
Tar¢in 1592+17.58"2 3.54+0.86%¢ 49.63+2.72B°

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig:
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklilig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)
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Hogan et al. (2010) ¢alismasinda 2.5 mg/mL konsantrasyonda kirmizi sarap
tiziim posasmin (Cabernet Franc) sigan a-glukosidaz aktivitesini % 64 oraninda
inhibe ettigi ve 1Csp degerinin 1.63 mg/mL bulundugu rapor edilmistir. Hogan
(2009) Norton iiziim kabugu ekstraktinin (Vitis aestivalis) sigan a-glukosidaz igin
0.384 mg/mL ICsy degerinin saptandigini belirtmistir. Norton iizim kabugu
ekstraktinin (Vitis aestivalis) maya a-glukosidaz inhibitor aktivitesi (1Csp =10.5
ug/mL) ticari oral hipoglisemik ajan olan akarboza oranla (ICsp=341.8 pg/mL) 32
kat daha giiglii bulunmustur (Hogan, 2009). Baska bir ¢alismada, a-glukosidaz
icin 1Csg degeri liziim ¢ekirdegi ekstraktinin 1.15 + 0.16 pg/mL, akarbozun ise
91.0 + 10.8 pg/mL olarak bulunmustur (Griffith, 2012). Shihabudeen et al. (2011)
in vitro caligmalarinda, targ¢in ekstraktinin 670 pg/mL 1Csq degeri ile doza bagiml

a-glukosidaz inhibitér aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Elma, tziim ve tar¢in Orneklerinin a-amilaz enzimi tizerine inhibisyon
etkilerini ifade eden ICsq degerleri sirasiyla 38.41£7.26, 56.1243.60 and 3.54+0.86
pug/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Tar¢in 6rnegi a-amilaz enzimi tizerine
elma ve iiziim 6rnekleriden daha yiiksek inhibisyon etki gostermistir (p < 0.05).
Bunun nedeni tar¢in 6rneginin digerlerine gore daha yiiksek prosiyanidin icerigine

sahip olmasi olabilir.

Griffith (2012) ¢alismasinda, a-amilaz ic¢in 1Csg degeri akarbozun 6.90 +
0.81 pg/mL ve iiziim g¢ekirdegi ekstraktinin 8.74 + 0.81 pg/mL olarak bulundugu

ifade edilmistir.

Ponnusamy et al. (2011) calismasinda hipoglisemik 6zellikleri ile bilinen 11
tane Hint tibbi bitkisi pankreatik a-amilaz iizerine potansiyel inhibitor etkisini
degerlendirmek amaciyla solvent ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve a-amilaz
inhibisyon analizi uygulanmistir. Tar¢in yapraklarmm (Cinnamomum verum)
izopropanol ekstraktlar1 1.0 pg/mL ICsy degeri ile konsantrasyona bagli bir
inhibisyon gostermistir. Bitkilerin a-amilaz iizerine inhibe edici etkileri 6nemlidir,
bdylece nisastanin parcalanmasinin kontrolii saglanir, diisiik glukoz seviyelerine
yol acan nisasta hidroliz oran1 azalir. Fitokimyasal analizler alkaloidler, proteinler,
taninler, glikozitler, flavonoidler, saponinler ve steroidler gibi muhtemel onleyici

bilesiklerin varligini ortaya ¢ikarmistir (Ponnusamy et al., 2011).
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Elma, lizim, tar¢in 6rneklerinin lipaz enzimi {izerine inhibisyon etkilerini
ifade eden ICsy degerleri sirasiyla 52.6542.05, 581.70+54.14 ve 49.63+2.72
ug/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

Moreno et al. (2003) calismalarinda 1 mg/mL konsantrasyonda {iziim
cekirdegi ekstraktinin 5 dakika inkiibasyon boyunca lipaz enzim aktivitesini % 80
oraninda inhibe ettigini belirtmislerdir. Pankreatik lipaz yaglarin sindirimi igin
sorumlu olan en 6nemli enzimdir, bu nedenle bu enzimin inhibisyonunun fazla
kilo ve obezite ilizerine olumlu etkiler gosterebilecegi agiktir (Podsedek et al.,

2014).

Tiiketimden once drneklerin enzim inhibisyonunun degerlendirilmesine ek
olarak, enzim inhibisyonu analizleri 1 mg/mL konsantrasyondaki orneklerin in
vitro mide sindiriminden sonra da yapilmistir. Enzim inhibisyon yiizdeleri Cizelge

4.4'de verilmistir.

Cizelge 4.4. Orneklerin in vitro sindirim 6ncesi ve in vitro mide sindirimi sonrasi enzim
inhibisyon degerleri

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz

In vitro éncesi 63.67+1.308¢ 90.86+0.4452 68.18+1.26°"
Elma

In vitro sonrast 44.32+().84P¢ 79.01+0.32P2 59.99:+0.605°

In vitro éncesi 67.30+1.37°° 81.23+0.81¢2 64.51+1.76°°
Uziim

In vitro sonrast 48.21+0.49%¢ 68.7140.4352 57.27+1.017°

In vitro éncesi 44.13+1.00°°¢ 94.02+0.432 85.56+0.77°°
Tar¢in

In vitro sonrast 26.22+0.415¢ 80.97+0.54°2 75.41+0.528°

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig:
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklilig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

In vitro mide sindirimden sonraki enzim inhibisyon yiizdeleri, her enzim ve
her 6rnek i¢in in vitro sindirimden oncesine gore daha diisilk bulunmustur (p <

0.05). Bunun nedeni, sindirim siireci, sicaklik ve pH degisim (asidik ya da bazik
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bir ortam) gibi etkiler olabilir. 1 mg/mL konsantrasyondaki elma, iiziim ve targin
orneklerinde in vitro mide sindirimden sonraki en diisiik enzim inhibisyonu o-
glukosidaz enzimi igin tar¢in 6rneginde (% 26.22+0.41) bulunurken, en yiiksek
enzim inhibisyonu ise a-amilaz enzimi i¢in yine tar¢in 6rneginde (% 80.97+0.54)

bulunmustur (p < 0.05).

Elma, tiziim ve tar¢in 6rneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki prosiyanidin
igerikleri sirasiyla katesin es degeri olarak 1.47, 0.86 ve 64.32 ug/mL
bulunmustur. Bu yiizden, katesin standardinin 0.86, 1.47 and 64.32 pg/mL
konsantrasyonlarda enzim inhibisyonlar1 saptanmistir (Cizelge 4.5). Enzim
inhibisyon egrileri sekil 4.8’de goriildiigii gibi yiizde a-amilaz, a-glukosidaz ve
lipaz enzim inhibisyon degerlerinin konsantrasyona karst fonksiyonu olarak
cizilmistir. Enzim inhibisyon yiizdeleri katesin konsantrasyonuna kars1 logaritmik
olarak artis gostermistir (r° = 0.9). Katesin standardi en yiiksek inhibisyon

aktivitesini lipaz ve a-glukosidaz enzimlerine kiyasla a-amilaz enzimine karsi

gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.8. Katesin standardi1 enzim inhibisyon grafigi

0.86, 1.47 ve 64.32 ug/mL konsantrasyondaki katesin standardinin a-amilaz
enzim inhibisyon yiizdeleri sirastyla % 33.00+0.62, 35.83+0.53 ve 71.15+0.12, a-
glukosidaz enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 8.00+0.18, 10.32+0.41 ve
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30.33+£0.46, lipaz enzim inhibisyon yiizdeleri ise sirasiyla % 16.90+0.50,
22.334+0.49 and 45.7140.88 olarak bulunmustur. Ancak, sirasiyla 0.86, 1.47 ve
64.32 pg/mL katesin esdegeri prosiyanidin igeren 1mg/mL konsantrasyondaki
elma, lizlim ve tar¢in drnekleri katesin standardina gore a-amilaz, a-glukosidaz ve
lipaz enzimlerine kars1 daha yiiksek enzim inhibisyon aktiviteleri gostermislerdir
(Cizelge 4.5). Daha yiiksek enzim inhibisyon akitiviteleri katesin disindaki

biyoaktif bilesenler ve antinutrisyonel faktorler nedeniyle olabilir.

Cizelge 4.5. Katesin standardinin enzim inhibisyon yiizdeleri

Katesin standardinin konsantrasyonu

0.86 pg/mL 1.47 pg/mL 64.32 pg/mL
a-Glukosidaz inhibisyonu (%)  8.00+0.18%C 10.32+0.41°¢ 30.33+0.46*C
a-Amilaz inhibisyonu (%) 33.00+0.62°* 35.83+0.53"4 71.15+0.12%4
Lipaz inhibisyonu (%) 16.90+0.50%° 22.33+0.49"8 45.71+0.88%P

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak onemli farkliligi
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise ayni satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihigr gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

Katesin esdeger inhibisyon kapasiteleri (CEICsp) her enzim ve her 6rnek
icin hesaplanmstir (Cizelge 4.6). En yiiksek CEICsy degeri a-glukosidaz enzimi
i¢in lizim Orneginde bulunmustur. En yiiksek CEICs, degeri a-amilaz ve lipaz

enzimi i¢in tar¢in drneginde saptanmustir.

Cizelge 4.6. Orneklerin a-glukosidaz, a-amilaz, lipaz enzimleri i¢in CEICs degerleri

CEICsy Degerleri (mM katesin / g d6rnek)

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Elma 57.02 2.63 241.37
Uziim 64.63 0.69 91.73

Tar¢in 21.91 11.96 420.26
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4.2. Saponince Zengin Ornekler

Demirdikeni (Tribulus terrestris) ve nohut 6rneklerinin saponin igerikleri ile
biyoerisebilirlik degerleri saptanmustir. Gida 6rneklerinin (demirdikeni ve nohut)
a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri {izerinde inhibe edici etkileri 1Cs
degerleri ile degerlendirilmis, 1 mg/mL konsantrasyondaki gida orneklerinin in
vitro sindirim &ncesi ve in vitro mide sindirimi sonras1 enzim inhibisyon yiizdeleri
saptanmustir. Saponin standardi diosgeninin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzim
inhibisyon ylizdeleri belirlenmis ve gida Orneklerinin diosgenin cinsinden

inhibisyon kapasiteleri (DEICsp) saptanmustir.
4.2.1. Saponin icerikleri ve biyoerisebilirlik degerleri

Bir triterpen veya steroid aglikona seker molekiiliiniin baglanmasiyla olusan
yiiksek molekiiler agirlikli glikozitler olan saponinlerin sindirim enzim aktivitesini
azaltict Ozelliginin yanmi1 sira kan kolestrol distiriicti, anti-inflamatuar, anti-
diyabetik, anti-HIV, anti-aterosklerotik ve gastro-koruyucu vb etkileri oldugu
belirtilmektedir (Hosstettman and Marston, 1995; Wei, 2011).

Caligmamizda Orneklerin saponin igerigi spektrofotometrik yontem ile

kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Saponin kalibrasyon grafigi
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Demirdikeni (Tribulus terrestris) ve nohut &rneklerinin toplam saponin
icerikleri Cizelge 4.7'de verilmistir. Nohutun igerdigi toplam saponin icerigi
(24.08 = 2.01 mg/g, % 2.41) demirdikeninden (13.16 + 0.89 mg/g, % 1.32) daha
yiiksek bulunmustur (p < 0.05).

Cizelge 4.7. Orneklerin saponin igerigi ve biyoerisebilirlik degerleri (ortalama deger + standart

sapma)
Ornekler Saponin igerigi In vitro sindirim Biyoerisebilirlik
(mg/g) sonrasl igerigi (%)
(mg/g)
Demirdikeni 13.16+0.89%* 6.80+0.175" 51.84+2.85"
Nohut 24.08+2.014% 9.60+0.68" 39.98+2.97°

Farkl biiyiik harfler ayn1 kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig:
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise ayni satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklilig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

Literatiirde saponinlerin bir¢ok bakliyat, ac1 bakla, mercimek, nohut,
fasulye, bezelye gibi gidalarda bulundugu rapor edilmistir. Soya ve nohut insan
beslenmesinde saponinlerin énemli kaynagini olusturmaktadir. Nohutun toplam
saponin icerigi Fenwick and Oakenfull (1983)'un ¢alismasinda % 5.6 bulunurken,
Khokhar and Apenten (2009)'in ¢alismasinda % 3.6 bulunmustur. Jukanti et al.
(2012), nohutun igerdigi saponin miktarinin (56 g/kg) mercimek (3.7-4.6 g/kg) ve
bakla (3.5 g/kg) gibi gidalardan daha yiiksek oldugunu ifade etmistir. Bizim
calisjmamizda nohutun toplam saponin igerigi tiiketildigi sekilde yani pisirme
islemi sonrasinda tespit edilmistir, bu yiizden ¢alismamizda bulunan degerler
literatiir degerlerinden daha disiik bulunmustur. Srivastava and Vasishtha (2013)
nohutun pisirme islemi sirasinda toplam saponin igeriginde % 66.3 diisiis

gbzlendigini bildirmistir.

Sidjimova et al. (2011) Kuzey Bulgaristan'da 16 bélgeden toplanan Tribulus
terrestris 6rneklerinin ti¢ steroid saponins - protodioscin igeriklerinin 5.0 - 22.1
mg/g arasinda degistigini ifade etmistir. Lehman et al. (2013) Tribulus terrestris
orneklerinin (Slovakya, Hint, Avustralya tiiri) toplam saponin igeriklerinin

sirasiyla % 1.98, 0.54, 3.96 olarak bulundugunu belirtmistir. Bizim ¢alismamizda
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gozlenen degerlerin, demirdikeni (Tribulus terrestris) i¢in literatiirde rapor

edilenlere benzer oldugu goriilmektedir.

Ayrica ¢alismamizda demirdikeni ve nohut orneklerinin  saponin
biyoerigebilirligi in vitro yontem kullanilarak tespit edilmistir. Caligmamizda
demirdikeni ve nohut drneklerinde sindirim sonrasinda saponin miktar1 6nemli
derecede diismiistiir (p < 0.05). Demirdikeninde bulunan saponin biyoerisebilirlik
degeri (% 51.84+2.85) nohut ornegi icin elde edilen saponin biyoerigebilirlik
degerinden (% 39.98+2.97) daha fazla bulunmustur (p < 0.05) (Cizelge 4.7, Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Orneklerin saponin biyoerisebilirligi

Saponin genellikle diisiik biyolojik kullanilabilirlige sahip olarak kabul
edilir. Insan beslenmesinde saponin emilimi ¢ok degiskendir ve bir &giinde
tiiketilen saponin miktari, safra asitleri ile interaksiyon, gida isleme yontemleri ve
diyetle alinan saponine bireylerin metabolik adaptasyonu gibi bir¢ok faktore
baghdir. Buna ek olarak, ¢inko ve demir ile saponinlerin interaksiyonu
cozlinmeyen fitat - mineral kompleksleri olusturur ve saponinler ile minerallerin

biyoyararliligini azaltir (Shi et al., 2004).

Demirdikeni yapraklarindaki ¢inko ve demir igerigi sirasiyla 0.10+0.00
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mg/100 g ve 2.80+£0.7 mg/100 g olarak saptanmistir (Gafar et al., 2011). Nohutun
cinko ve demir igerigi ise sirasiyla 3.19 mg/100 g and 5.19 mg/100 g olarak
bulunmustur (Akgiin et al., 1987). Bu veriler demirdikeninin nohuttan daha

yiiksek saponin biyoerisilebilirligine sahip olmasinin nedeni olabilir.

4.2.3. Orneklerin o-amilaz, o-glukosidaz ve lipaz enzimleri iizerindeki

inhibisyon etkileri

Demirdikeni (Tribulus terrestris) ve nohutun a-amilaz, a-glukosidaz ve
lipaz enzimleri lizerine inhibitor aktiviteleri ICsy degerleri ile degerlendirilmis ve
sonuclar Cizelge 4.8’de verilmistir. Enzim inhibisyon egrileri, ylizde a-amilaz, a-
glukosidaz ve lipaz inhibisyon degerlerine kars1 6rneklerin konsantrasyonunun bir

fonksiyonu olarak c¢izilmis ve Sekil 4.11 - 4.13'de gosterilmistir.

Orneklerin yiizde enzim inhibisyon degerlerinin konsantrasyonlari ile pozitif
korelasyonda oldugu saptanmistir. Orneklerin konsantrasyonu arttikca a-
glukosidaz enzim inhibisyonunun (%) arttigi (r* = 0.99) gorillmiistiir. Yiizde o-
amilaz enzim inhibisyonu ve 6rnek konsantrasyonlari arasinda anlaml (r = 0.99)
bir korelasyon bulunmustur. Benzer bir sekilde, lipaz enzim inhibisyonunun
Srneklerin konsantrasyonu arttik¢a logaritmik olarak artis gosterdigi (r> = 0.99)

saptanmuigtir.
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Sekil 4.11. Saponince zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi a-glukosidaz inhibisyon grafikleri
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Sekil 4.12. Saponince zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi a-amilaz inhibisyon grafikleri
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Sekil 4.13. Saponince zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi lipaz inhibisyon grafikleri
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Demirdikeni (Tribulus terrestris) ve nohut a-glukosidaz (ICsp 6967+342.52
ve 2885+85.44 ng/mL, sirasiyla) ve a-amilaz enzimlerine (1Cso 342.83+26.22 ve
166.97+6.12 pug/mL, sirasiyla) karsi inhibitor aktivite gostermistir. Demirdikeni
ve nohut lipaz enzimine karsi ise sirasiyla 15.254+2.03 ve 9.74+1.09 pg/mL ICsg
degerleri ile inhibitor aktivite gostermistir (Cizelge 4.8). Nohut demirdikenine
gore a-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri i¢in daha yiiksek bir inhibisyon
etki gostermistir (p < 0.05). Bunun nedeni nohutun demirdikenine gore daha

yiiksek saponin igermesi olabilir.

Cizelge 4.8. Orneklerin a-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri igin ICsy degerleri

ICsq Degerleri (ng/mL)
Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Demirdikeni Aa Ab Ac
(Tribulus terrestris) 6967+342.52™ 342.83+26.22™ 15.25+2.03™
Nohut 2885+85.4482 166.97+6.128P 9.74+1.098¢

Farkl biiyiik harfler ayn1 kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

Literatiirde, demirdikeninin a-glukosidaz ve a-amilaz enzim inhibisyonu
tizerine etkisi ile ilgili iki ¢aligma vardir. Yoo et al. (2014) Tribulus terrestiris'in
glukosidaz inhbisyonu igin 1Cs degerini 9.7 mg/mL olarak bulmustur. Ponnusamy
et al. (2011) Tribulus terrestiris'in amilaz inhibisyonu ig¢in ICsp degerini 511

pg/mL olarak bulduklarini ifade etmislerdir.

Calismamizda, demirdikeni ve nohut ¢ok yiiksek a-amilaz inhibitor
aktivitesi, fakat a-glukosidaza karsi orta derecede bir inhibitor etki gostermistir.
Demirdikeni a-amilaz ve lipaz enzimlerine kiyasla a-glukosidaz enzimine karsi

daha zayif inhibisyon etki gostermistir (p < 0.05).

Ayn1 zamanda, demirdikeni ve nohutun, &zellikle lipaz enzimi inhibisyonu
i¢in diisiik ICsp (sirastyla 15.254+2.03 ve 9.74+1.09 pg/mL) degerleri ile yiiksek bir

afiniteye sahip olduklar1 bulunmustur. Pankreatik lipaz yag sindirimi i¢in sorumlu
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en 6nemli enzimdir, bu yiizden bu enzimin inhibisyonu fazla kilo ve obezite

tizerine yararli etkiler saglayabilecegi belirtilmektedir (Podsedek et al., 2014).

Tiiketimden O6nce orneklerin enzim inhibisyonunun degerlendirilmesine ek
olarak, 1 mg/mL konsantrasyondaki 6rneklerin in vitro mide sindiriminden sonra
da enzim inhibisyon analizleri yapilmis ve orneklerin inhibisyon etkilerinin o-
glukozidaz, a-amilaz, lipaz enzimleriyle karsilagacagi bagirsak ortamindan once
in vitro mide sindirimi sonuna kadar nasil etkilenecegini saptamak amag¢lanmustir.
In vitro sindirim &ncesi ve in vitro mide sindirimi sonrasi elde edien enzim

inhibisyon ylizdeleri Cizelge 4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9. Orneklerin in vitro sindirim 6ncesi ve in vitro mide sindirimi sonrasi enzim
inhibisyon degerleri

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz

(1 mg/mL konsantrasyonda) inhibisyonu (%) inhibisyonu (%)  inhibisyonu (%)

Demirdikeni  In vitro éncesi 11.58+1.77%¢ 72.96+1.635° 79.31+£1.03%°
In vitro sonras 8.13+0.90°° 66.04+1.86°" 74.58+1.08°2

Nohut In vitro ncesi 18.11+1.75”¢ 87.8242.20"° 92.63+1.2742
In vitro sonrast 10.94+1.325¢ 72.56+0.845° 85.38+0.73%2

Farkl biiyiik harfler ayn kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak énemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise ayni satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihigi gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

In vitro mide sindiriminden sonraki enzim inhibisyon yiizdeleri, her enzim
ve her Ornek igin in vitro sindirimden 6nce daha diisilk bulunmustur (p<0.05).
Bunun nedeni, sindirim stireci, sicaklik ve pH degisim (asidik ya da bazik bir
ortam) gibi etkiler olabilir. /n vitro mide sindiriminden sonra en diisiik enzim
inhibisyonu 1 mg/mL konsantrasyondaki demirdikeninde o-glukosidaz enzimi
icin saptanmustir (% 8.13£0.90) (p < 0.05). /n vitro mide sindirimden sonra en
yiiksek enzim inhibisyonu ise lipaz enzimi i¢in nohut 6rneginde (% 85.38+0.73)

bulunmustur (p< 0.05).

Saponin standardi olan diosgeninin de enzim inhisyon etkileri incelenmistir.
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Demirdikeni ve nohut drneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki saponin igerikleri
sirastyla 13.16 ve 24.08 pg/mL bulunmustur. Bu yiizden, saponin standardi
diosgeninin 13.16 ve 24.08 pg/mL konsantrasyonlarda enzim inhibisyonlari

saptanmustir (Cizelge 4.10).

Enzim inhibisyon egrileri sekil 4.14’de goriildiigii gibi yiizde a-amilaz, o-
glukosidaz ve lipaz enzim inhibisyon degerlerinin konsantrasyona karsi
fonksiyonu olarak ¢izilmistir. Enzim inhibisyon yiizdeleri diosgenin
konsantrasyonuna karsi logaritmik olarak artig gostermistir (r = 0.99). Saponin
standard1 en yiiksek inhibisyon aktivitesini a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerine

kiyasla lipaz enzimine kars1 gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.14. Diosgenin standardinin enzim inhibisyon grafikleri

13.16 ve 24.08 pg/mL konsantrasyondaki saponin standardinin a-amilaz
enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 17.35£0.86 ve % 29.18+0.78, a-
glukosidaz enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 5.69+0.36 ve % 17.97+0.83,
lipaz enzim inhibisyon yiizdeleri ise sirasiyla % 30.48+0.65 ve % 52.17+00.96
olarak bulunmustur. Ancak, sirasiyla 13.16 ve 24.08 pg/mL saponin igeren
Img/mL konsantrasyondaki demirdikeni ve nohut 6rnekleri saponin standardina
gore o-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimlerine karsi daha yiiksek enzim

inhibisyon aktiviteleri gostermislerdir (Cizelge 4.9, 4.10). Daha yiiksek enzim
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inhibisyon akitiviteleri saponin disindaki biyoaktif bilesenler ve antinutrisyonel

faktorler nedeniyle olabilir.

Cizelge 4.10. Saponin standardi diosgeninin enzim inhibisyon yiizdeleri

Diosgenin Konsantrasyonu

13.16 pg/mL 24.08 pg/mL
o-Glukosidaz inhibisyonu (%) 5.69+0.36 ©P 17.97+0.83 2
a-Amilaz inhibisyonu (%) 17.35+0.86 &° 29.18+0.78 B2
Lipaz inhibisyonu (%) 30.48+0.65™" 52.17+00.96 **

Farkli biyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise ayni satirdaki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli
farklihigi gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

Ayrica her Ornek ve her enzim i¢in Diosgenin esdeger inhibisyon
kapasitesileri (DEICsp) hesaplanmis ve elde edilen degerleri Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Orneklerin o-glukosidaz, a-amilaz, lipaz enzimleri i¢in DEICs, degerleri

DEICs, Degerleri (mM diosgenin / g 6rnek)

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Demirdikeni 0.07 0.70 47.96
Nohut 0.14 1.82 105.17

En yiiksek DEICs degerleri nohut ve demirdikeni i¢in de a-glukosidaz ve
a-amilaz enzimlerine kiyasla lipaz enzimi i¢in bulunmustur. Nohut igin elde
edilen degerlerin demirdikeninden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica en
diisiik DEICs degerleri nohut ve demirdikeni 6rnegi igin de a-glukosidaz enzimi

i¢in bulunmustur. Bu degerlerin 1Cso degerleri ile uyumlu oldugu goriilmistiir.
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4.3. Karnosik Asitce Zengin Ornekler

Adagay1 ve biberiye O6rneklerinin karnosik asit igerikleri ile biyoerisebilirlik
degerleri saptanmistir. Bu gida Orneklerinin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz
enzimleri iizerinde inhibe edici etkileri I1Csy degerleri ile degerlendirilmis, 1
mg/mL konsantrasyondaki orneklerin in vitro sindirim oncesi ve in vitro mide
sindirimi  sonras1 enzim inhibisyon yiizdeleri saptanmistir. Karnosik asit
standardinin a-amilaz, o-glukosidaz ve lipaz enzim inhibisyon yiizdeleri
belirlenmis ve Orneklerin karnosik asit cinsinden inhibisyon kapasiteleri

(CAEICsp) saptanmistir.
4.3.1. Karnosik asit icerikleri ve biyoerisebilirlik degerleri

Karnosik asit, yiiksek antioksidan aktivitesi ile biberiye ve adagayinda
fenolik diterpenoid fraksiyonundaki 6nemli bir bilesendir ve ayrica anti-
inflamatuar, antibakteriyel, antikanser gibi etkilere sahiptir (Troncoso et al., 2005;
Yan et al., 2009).

Calismamizda hazirlanan karnosik asit standartlariyla (5, 25, 50, 150 ve 50
ppm) karnosik asit konsantrasyonuna (ppm) karsi pik alani (mAUxs) ile
olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 4.15'de verilmistir. Karnosik asitin alikonma
zamani 10.544+0.01 dk bulunmustur. Karnosik asit standardina ve adagay1 ile

biberiye 6rneklerine ait kromatogramlar Sekil 4.16'da goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Karnosik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.16. Ornek kromatogramlar a) karnosik asit standard1 b) adagayi c) biberiye

Adagay1 ve biberiye Orneklerinin karnosik asit igerikleri Cizelge 4.12'de
verilmistir. Biberiyenin igerdigi karnosik asit miktar1 (18.72 = 0.33 mg/g)
adagaymdan (3.76 + 0.13 mg/g) daha yiiksek bulunmustur (p < 0.05).

Cizelge 4.12. Orneklerin karnosik asit igerigi ve biyoerisebilirlik degerleri (ortalama deger +
standart sapma)

Ornekler Karnosik Asit igerigi In vitro sindirim Biyoerisebilirlik
(mg/g) sonrast igerigi (mg/g) (%)

Adagayi 3.76+0.13%8 1.69+0.05"8 45.10+1.88"

Biberiye 18.72+0.33%4 7.17+0.13%A 38.32+0.21°5

Farkli biiyiik harfler aym kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiiclik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklilig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)
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Luis and Johnson (2005), biberiyedeki (Rosmarinus officinalis L. plants-
cultivar Sissinghurst English) karnosik asit igerigini 12.18+0.609 mg/g olarak
bulmuslardir. Moreno et al. (2006) biberiyenin karnosik asit igerigini
yapraklarinda 29.3+2.9 g/100g, ciceklerinde 13.6+1.3 ¢/100g olarak tespit
etmisglerdir. Peng et al (2007) biberiyede bulunan karnosik asit miktarin1 60°C'de
stiper kritik sivi ekstraksiyonu, 80°C'de siiper kritik sivi ekstraksiyonu, etanol ve
asetonik ekstraksiyon ig¢in sirasiyla 31.3, 30.4, 13.6 and 24.7 mg/g olarak
bulduklarmni ifade etmislerdir. Berker vd. (2006)'nin ¢alismasinda karnosik asit
icerigi 7 farkli marka adacayr i¢in 2.99+0.01 - 7.16+0.16 mg/g arasinda
bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar literatiirde belirtilen

sonugclar ile yakin bulunmustur.

Calismamizda, adacayr ve biberiye Orneklerinin  karnosik  asit
biyoerisebilirlikleri in vitro metot kullanilarak belirlenmistir. Karnosik asit
biyoerisebilirlikleri adagay1 ve biberiye ornekleri i¢in sirasiyla % 45.10+£1.88 ve
% 38.32+0.21 olarak bulunmustur (Cizelge 4.12, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Orneklerin karnosik asit biyoerisebilirligi

Karnosik asit biyoyararliligi hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir. Emilimi
takiben, karnosik asit parcalanabilir veya bilinmeyen tiirevlerine doniisebilir.

Karnasol, rosmanol, epirosmanol ve isorosmanol gibi birgok pargalanma iiriinii ve
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metabolitleri bitki materyallerinde tespit edilmis olmakla beraber, bu konu halen
acgikca bilinmemektedir. Bu nedenle, karnosik asit ve metabolitlerinin emilim,
dagilim ve eliminasyon hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gereklidir

(Doolaege et al., 2011).

Yan et al. (2009) siganlarin karnosik asit (90 mg / kg) alimindan sonra
emilimi (Tmax = 125.6 + 118.4 dakika) yavas oldugunu belirtmistir. Bununla
birlikte, maksimum plazma konsantrasyonu yiiksektir ve uzun bir siire icin
muhafaza edilmistir. Karnosik asit mutlak biyoyararliligit % 65.09 + 1.422 olarak
yiiksek bulunmustur, bu da gelecekteki uygulamalar i¢in yararl bir 6zellik oldugu

belirtilmistir.

Doolaege et al. (2011) calismalarinda biberiyede bulunan baslica
antioksidan olan karnosik asidin emilimi, dagilimi1 ve eliminasyonunu in vivo
olarak sicanlarda incelemistir. Bu nedenle, karnosik asit, sicanlara tek bir doz
intravendz (20.5 = 4.2 mg / kg) ve agizdan (64.3 = 5.8 mg / kg) olarak tatbik
edilmistir. Karnosik asit biyoyararliligt 360 dakika sonra % 40.1 olarak
bulunmustur. Karnosik asit izleri sicanlarda bagirsak icerigi, karaciger ve karin ve
bacak kas dokusunda bulunmustur. Karnosik asitin diskida geri kazanimi, 24 saat
oral uygulamadan sonra, % 15.6 = 8.2 olarak bulunmustur. Karnosik asitin
farelerde agizdan uygulama sonrasi kan dolagiminda emilmekte oldugu ve bu

nedenle biyolojik olarak yarayisli oldugu tespit edilmistir (Doolaege et al., 2011).

4.3.3. Orneklerin o-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri iizerindeki

inhibisyon etkileri

Adacay1 ve biberiye 6rneklerinin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri
tizerinde inhibe edici etkilerileri ICsg degerleri ile degerlendirilmis ve sonuglar
Cizelge 14'de verilmistir. Enzim aktivitesi lizerine inhibitor etki ile ilgili bilgi 1Csg
degerleri veya her bir bilesik icin enzimatik aktivitenin % 50 Onlenmesi igin
gerekli olan konsantrasyonu kullanilarak elde edilir (Griffith, 2012). Daha diisiik
ICso degerleri daha yiliksek enzim inhibisyon kapasitesine sahip oldugu anlamina

gelmektedir.
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Enzim inhibisyon grafikleri 6rneklerin konsantrasyonlarina karsi yiizde o-
amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzim inhibisyonlari ¢izilmistir (Sekil 4.18 - 4.20).
Orneklerin yiizde enzim inhibisyonu ile 6rneklerin konsantrasyonu arasinda
pozitif korelasyon oldugu saptanmistir. Orneklerin sindirim enzim inhibisyon
yiizdeleri (%) Orneklerin konsantrasyonundaki artig ile logaritmik olarak artis

gostermistir (= 0.9).
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Sekil 4.18. Karnosik asitge zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi a-glukosidaz inhibisyon
grafikleri
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Sekil 4.19. Karnosik asit¢e zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi a-amilaz inhibisyon grafikleri



65

¥ = 9.8731In(x) + 34,845
90 R*= 0,996

v = 10,128In(x) + 30,524
*=0,9903

+ Adacayi

m Biberive

% lipaz inhibisyonu
>/
<

0 50 100 150 200 250 300
ng/ml

Sekil 4.20. Karnosik asitge zengin 6rneklerin konsantrasyona karsi lipaz inhibisyon grafikleri

Adagay1 ve biberiye a-glukosidaz (ICsp 88.49+2.35 ve 76.80+1.68 pg/mL,
sirastyla) ve a-amilaz (ICsp 107.65+£12.64 ve 95.65+2.73 ug/mL, sirasiyla)
enzimlerine karsi inhibe edici aktivite gdstermistir. Ayrica adagay1 ve biberiye
sirastyla 6.2040.63, 4.31+0.62 pg/mL ICsp degerleri ile lipaz enzimine Kkarsi
inhibitdr aktivite gdstermistir (Cizelge 4.13). Orneklerin o-glukosidaz ve a-amilaz
enzimleri ile karsilastirildiginda lipaza kargt daha biyiik inhibisyon etki
gosterdikleri bulunmustur (p < 0.05). Bunun nedeni yiiksek karnosik asit i¢erigine

sahip olmalar1 olabilir.

Cizelge 4.13. Orneklerin o-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri igin ICs, degerleri

ICso Degerleri (ug/mL)
Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Adagay1 88.49+2.35”P 107.65+12.64%2 6.20+0.63"¢
Biberiye 76.80+1.685° 95.65+2.73”2 4.31+0.625¢

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiiclik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihigr gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)
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Loizzo et al. (2008) Salvia acetabulosa metanol ekstraktinin a-amilaz (ICsp
91.2 ug/mL) ve a-glukosidaz (ICsp 76.9 pg/mL) enzimlerine karsi inhibitor etki
gosterdigini  belirtmislerdir. Adagayr yapraklarimin (Salvia officinalis L.)
metanolik ekstrakti lipitlerin sindirimde yer alan pankreatik lipaza karsi 6nemli
inhibitor etki gostermistir. Adagay1 ekstraktinin pankreatik lipaz icin ICso degeri
36 pug/mL olarak bulunmustur (Ninomiya et al., 2004)

Bir calismada biberiye ekstraktinin pankreatik lipaz i¢in 13.8 ug/mL olarak
bir 1Cso degerine sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar enzim inhibitor aktivitesinin
doza bagli oldugunu gostermistir. 6.3 - 200 pg/mL konsantrasyonlarda enzim
inhibisyon ylizdesinin % 36.8 - 95.1 arasinda degismekte oldugu belirtilmistir
(Bustanji et al., 2010).

Tiiketimlerinden once orneklerin enzim inhibisyonlarinin
degerlendirilmesine ilave olarak, 1 mg/mL konsantrasyondaki érneklerin in vitro
mide sindiriminden sonra da enzim inhibisyonu analizleri yapilmistir. Enzim

inhibisyon yiizdeleri Cizelge 4.14'de verilmistir.

Cizelge 4.14. Orneklerin in vitro sindirim &ncesi ve in vitro mide sindirimi sonrasi enzim
inhibisyon degerleri

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
(1 mg/mL konsantrasyonda) inhibisyonu (%) inhibisyonu (%) inhibisyonu (%)
In vitro éncesi 90.31+1.3852 70.56+0.835¢ 88.15+0.515P
Adagay1
In vitro sonrast 80.72+1.16°° 58.34+0.67°¢ 78.32+0.59°°
In vitro éncesi 93.12+0.38"% 75.84+0.384¢ 90.26+0.66™°
Biberiye
In vitro sonrast 84.71+0.86%2 68.82+0.86°¢ 79.94+0.66°"°

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig
gostermektedir. Farkli kiiglik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

In vitro mide sindiriminden sonraki enzim inhibisyon yiizdeleri, her enzim
ve her 6rnek igin in vitro sindirim 6ncesine gére daha diisiik bulunmustur (p <

0.05). Bunun nedeni, sindirim siireci, sicaklik ve pH degisim (asidik ya da bazik


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874108003048
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bir ortam) gibi etkiler olabilir.

In vitro mide sindiriminden sonra en diisiik enzim inhibisyonu 1 mg/mL
konsantrasyondaki adagayinda a-amilaz enzimi igin saptanmistir (% 58.34+0.67)
(p < 0.05). In vitro mide sindiriminden sonra en yiiksek enzim inhibisyonu ise a-
glukosidaz enzimi i¢in biberiye orneginde (% 84.71+0.86) bulunmustur (p <
0.05).

Adagay1 ve biberiye orneklerinin 1 mg/mL konsantrasyondaki karnosik asit
igerikleri sirasiyla 3.76 ve 18.72 pg/mL bulunmustur. Bu yiizden, karnosik asit
standardinin 3.76 ve 18.72 pg/mL konsantrasyonlarda enzim inhibisyonlar

saptanmistir (Cizelge 4.15).

Enzim inhibisyon egrileri sekil 4.21°’de goriildiigii gibi ylizde a-amilaz, a-
glukosidaz ve lipaz enzim inhibisyon degerlerinin konsantrasyona karsi
fonksiyonu olarak c¢izilmistir. Enzim inhibisyon yiizdeleri karnosik asit
standardinin konsantrasyonuna kars: logaritmik olarak artis gostermistir (r? = 0.9).
Karnosik asit standardi en yiiksek inhibisyon aktivitesini a-amilaz ve a-glukosidaz

enzimlerine kiyasla lipaz enzimine kars1 gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.21. Karnosik asit standardinin enzim inhibisyon grafikleri
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Cizelge 4.15. Karnosik asit standardinin enzim inhibisyon yiizdeleri

Karnosik asit konsantrasyonu

3.76 pg/mL 18.72 pg/mL
a-Glukosidaz inhibisyonu (%) 8.51+0.41°8 41.46+0.19*8
o-Amilaz inhibisyonu (%) 4.41£0.41°¢ 32.55+0.22%¢
Lipaz inhibisyonu (%) 12.07+0.11°4 60.12+0.44**

Farkl biiyiik harfler ayn kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farkliligi
gostermektedir. Farkli kiiglik harfler ise aymi satirdaki degerlerin istatistiksel olarak Onemli
farklihig1 gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)

3.76 ve 18.72 ug/mL konsantrasyondaki karnosik asit standardinin a-amilaz
enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 4.41+0.41 ve 32.55+0.22, a-glukosidaz
enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 8.51+£0.41 ve 41.46+0.19, lipaz enzim
inhibisyon yiizdeleri ise swrasiyla % 12.07+0.11 ve 60.12+0.44 olarak
bulunmustur. Ancak, sirasiyla 3.76 ve 18.72 pg/mL karnosik asit igeren 1 mg/mL
konsantrasyondaki adagay1 ve biberiye 6rnekleri karnosik asit standardina gore a-
amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimlerine karsi daha yiliksek enzim inhibisyon
aktiviteleri gostermislerdir (Cizelge 4.15). Daha yiiksek enzim inhibisyon
akitiviteleri karnosik asit digindaki biyoaktif bilesenler ve antinutrisyonel faktorler
nedeniyle olabilir.

Karnosik asit esdeger inhibisyon kapasitesileri (CAEICsq) her enzim ve her
ornek igin hesaplanmigtir (Cizelge 4.16). En yiiksek CAEICs, degeri a-
glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimi i¢in biberiye Orneginde bulunmustur.
CAEICsy ve ICsy degerlerinden, biberiyenin adagayina gore sindirim enzimleri

icin daha yiiksek inhibisyon kapasitesine sahip oldugu anlagilmaktadir.

Cizelge 4.16. Orneklerin a-glukosidaz, a-amilaz, lipaz enzimleri igin CAEICs degerleri

CAEICs, Degerleri (mM karnosik asit / g rnek)

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz

Adagay1 4.55 0.67 103.75

Biberiye 4,78 0.83 149.09
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4.4, Tiim Orneklerin a-Amilaz, a-Glukosidaz ve Lipaz Enzimleri Uzerindeki

Inhibisyon Etkilerinin Kiyaslanmasi

Elma, iizim, tar¢in, demirdikeni, nohut, adacayi, biberiye orneklerinin a-
glukosidaz enzimi lizerine inhibisyon etkilerini ifade eden ICsy degerleri sirasiyla
544.27+21.94, 445.63+£15.67, 1592+17.58, 6967+342.52, 2885+85.44, 88.49+2.35
ve 76.80+1.68 pg/mL olarak bulunmustur.

En yiiksek ICsy degeri (6967+342.52 ug/mL) ile a-glukosidaz enzimi
lizerine en az inhibisyon etki gosteren 6rnegin demirdikeni oldugu goriilmektedir
(p < 0.05) (Sekil 4.22). 1Csp degeri, %50 inhibisyonun saglandigi konsantrasyonu
ifade ettiginden, ne kadar diisiik olursa, o kadar etkili olacagi degerlendirilmesi
yapilacag icin, yiiksek ICsq degeri, beklenilen sonucun elde edilememesi olarak
degerlendirilebilir. a-Glukosidaz enzimi lizerine en yliksek inhibisyon etkiyi

gosteren gidanin ise en diisiik 1Cso degeri (76.80+1.68 pg/mL) ile biberiye oldugu

goriilmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.22. Orneklerin a-glukosidaz enzimi igin 1Cs, degerleri
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Elma, iizim, tar¢in, demirdikeni, nohut, adacayi, biberiye orneklerinin a-
amilaz enzimi iizerine inhibisyon etkilerini ifade eden 1Csy degerleri sirasiyla
38.41+7.26, 56.12+3.60, 3.54+0.86, 342.83+26.22, 166.97+6.12, 107.65+12.64 ve
95.65+2.73 pg/mL olarak bulunmustur. En yiiksek 1Csy degeri (342.83+26.22
pug/mL) ile a-amilaz enzimi {izerine en az inhibisyon etki goésteren Ornegin
demirdikeni oldugu goriilmektedir (p < 0.05) a-Amilaz enzimi lizerine en yiiksek
inhibisyon etkiyi gosteren gidanin en diisiik 1Csp degeri (3.54+0.86 ug/mL) ile
tar¢in oldugu goriilmektedir (p < 0.05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Orneklerin a-amilaz enzimi igin 1Cs; degerleri

Elma, iziim, tar¢in, demirdikeni, nohut, adagay1, biberiye 6rneklerinin lipaz
enzimi iizerine inhibisyon etkilerini ifade eden 1Csq degerleri sirastyla 52.65+2.05,
581.70+£54.14, 49.63+2.72, 15.25+£2.03, 9.74£1.09, 6.20+£0.63 ve 4.31+0.62
pg/mL olarak tespit edilmistir. Orneklerin diisiik ICso degerleri ile lipaz enzimi
icin yiiksek afiniteye sahip olduklar1 goriilmektedir. En yiiksek ICso degeri
(581.70+54.14 pg/mL) ile lipaz enzimi lizerine en az inhibisyon etki gosteren
ornegin tiziim oldugu goriilmektedir (p < 0.05) Lipaz enzimi iizerine en yiiksek
inhibisyon etkiyi gosteren gidanin ise en diisiik 1Csp degeri (4.31+0.62 pg/mL) ile
biberiye oldugu bulunmustur (p < 0.05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Orneklerin lipaz enzimi icin 1Cs, degerleri

Incelenen tiim gida orneklerinin (elma, iiziim, tarcin, demirdikeni, nohut,

adagayi, biberiye) a-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri iizerinde inhibe edici

etkileri 1Csg degerleri ile degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.17'de verilmistir.

Cizelge 4.17. Orneklerin o-glukosidaz, a-amilaz ve lipaz enzimleri igin ICs, degerleri

ICsp Degerleri (ng/mL)

Ornekler a-Glukosidaz a-Amilaz Lipaz
Elma 544.27+21.94P2 38.41+7.26°° 52.65+2.055%°
Uziim 445.63+15.67°F° 56.12+3.60°° 581.70+54.14%2
Targin 1592+17.58%2 3.54+0.865¢ 49.63+2.728°
Demirdikeni 6967+342.52° 342.83+26.22"° 15.25+2.038°
Nohut 2885+85.4452 166.97+6.125° 9.74+1.095¢
Adacay1 88.49+2 355P 107.65+12.64%% 6.20+0.635¢
Biberiye 76.801.685P 95.65+2.73%° 4.31+0.625¢

Farkli biiyiik harfler ayni kolon igerisindeki degerlerin istatistiksel olarak 6nemli farklilig:
gostermektedir. Farkli kiigiik harfler ise ayni satirdaki degerlerin istatistiksel olarak onemli

farkliligi gostermektedir (p < 0.05). (n = 6)
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Incelenen gida drnekleri iginde en dikkati ceken gida 6rneginin a-glukosidaz
ve lipaz enzimi i¢in en diisiik 1Cso degerlerine sahip olan biberiye 6rneginin

oldugu goriilmektedir.

Insanlarda,  karbonhidratlar ~ oligosakaritlerin ~ ve  disakKkaritlerin
monosakkaritlere par¢alanmasindan sorumlu pankreatik a-amilaz ve bagirsak a-
glukosidaz enzimleri ile hidrolize edilirler. Bu enzimlerin inhibisyonunun insiiline
bagimli olmayan diyabet tedavisinde kullanimi yararlidir ¢linkii kandaki glukozun

aciga ¢ikmasini yavagslatir (Podsegdek et al., 2014).

Pankreatik a-amilaz inhibitorleri nisastanin pargalanmasi kontrolii yolu ile
tokluk hiperglisemi seviyesini diisiirmek i¢in etkili bir strateji sunarlar

(Ponnusamy et al., 2011).

a-Amilazin nisastay:1 dissakkaritlere parcaladigini ve bunun glukoz salinimi
icin izomaltaza ozellikle a-glukosidaza gore hareket ettigini belirtmek énemlidir.
Giiclii bir a-glukosidaz inhibitor aktivitesi varliginda, bagirsakta disakkaritlerin
glukoza pargalanmasinin kontrolii a-amilaz inhibisyonundan daha O6nemli
goriinmektedir. Bununla birlikte, potansiyel a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi ile
orta derecede a-amilaz inhibisyonu, bagirsakta glukoz iiretimi i¢in karbohidrat
substratinin kullanilabilirligini yavaglatabilerek 1yi bir strateji olusturulabilir
(Kajaria et al., 2013). Sentetik inhibitorler giliglii a-amilaz ve o-glukosidaz
inhibitor ozellikleri ile, kolonda sindirilmemis sakkaritlerin anormal bakteriyal
fermentasyonuna yol acan pankreatik o-amilazin ¢ok fazla inhibisyonu ile

sonuglanir (Nagmoti and Juvekar, 2013).

Biberiye orneginin de bu bilgileri destekleyici sekilde giiglii a-glukosidaz ve
lipaz inhibitdrii oldugu, orta derecede a-amilaz inhibitor etkisine sahip oldugu

saptanmistir.

Gida ornekleri o-amilaz, o-glukosidaz ve lipaz enzimleri igin ICsp
degerlerine bagli olarak Euclidean uzakligmma dayali simiflandirilmistir (Sekil
4.25).
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Sekil 4.25. Gida orneklerinin a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri i¢in ICsp degerlerine bagli
olarak Euclidean uzakligma dayali siniflandirilmasi (1-Elma, 2-Uziim, 3-Targin, 4-
Demirdikeni, 5-Nohut, 6-Adagayi, 7-Biberiye)

Adacay1 ve biberiye 6rneklerinin ICsy degerleri agisindan % 97.64 oraninda
benzer oldugu bulunmustur. Elma ve tar¢inin da % 88.45 oraninda benzer oldugu
ve bu grubun adagay1 ve biberiye grubu ile % 75 oraninda benzedigi saptanmustir.
Bu gruplara nohut 6rneginin % 65 oraninda benzedigi, lipaz enzimi i¢in en yliksek
ICso degerine sahip olan {iziimiin ise % 32 oraninda benzedigi saptanmustir. o-
Amilaz ve o-glukosidaz enzimleri icin en yiiksek ICsy degerlerine sahip olan

demirdikeninin ise diger 6rneklerle benzerliginin % 0.00 oldugu saptanmustir.
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5. SONUC

Diinyada hem gelismis iilkelerde hem de gelismekte olan tilkelerde obezite
her gegen giin artis gostermektedir. Fazla kilo ve obezite ile iligkili hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde en Onemli stratejilerden biri karbonhidrat ve
lipitlerin hidroliz ve emiliminde rol oynayan sindirim enzimlerine karsi dogal
inhibitorlerinin gelistirilmesidir. Calismamizda a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz
sindirim enzimleri lizerinde inhibe edici etkilerileri oldugu bilinen bilesenlerden
antosiyanin ve prosiyanidince zengin gida orneklerinden elma, {iziim ve targin;
saponince zengin gida 6rneklerinden demir dikeni (Tribulus terrestris) ve nohut,

karnosik asit¢e zengin gida drneklerinden adagayi ve biberiye incelenmistir.

Antosiyanince zengin Ornekler iginde, liziimiin 164.76 + 2.51 mg/100 g,
elmanin 24.19 + 0.89 mg/100 g ve tar¢cinin 19.15+0.40 mg/100 g antosiyanin
icerdigi bulunmustur. Ornekler arasinda en yiiksek antosiyanin miktar1 {iziimde
saptanmigtir (p<0.05). Antosiyanin biyoerisebilirligi elmada (% 10.23+1) iiziim
(% 8.23+0.64) ve targ¢ina (% 8.73+0.70) gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Prosiyanidince zengin ornekler i¢inde en fazla prosiyanidin igerigi tarcin
(6432.54+£177.31 mg/100g) oOrneginde gorilmiistir. Bunu elma (147.21+3.88
mg/100g) ve {izim (86.04+2.53 mg/100g) izlemistir (pP<0.05). Prosiyanidin
biyoerigebilirligi tar¢inda (% 18.75+1.49) ve elmada (% 17.57+0.71) tiziime (%
14.08+0.74) gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Nohutun saponin igerigi 24.0842.01 mg/g bulunurken, demir dikeninin
(Tribulus terrestris) saponin igerigi 13.16+0.89 mg/g bulunmustur (p<0.05).
Saponin biyoerisebilirligi demir dikeninde (% 51.84+2.85) nohuta (% 39.98+2.97)
gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Biberiyede bulunan karnosik asit miktar1 (18.72+0.33 mg/g) adagaymdan
(3.76+0.13 mg/g) daha yiikksek bulunmustur (p<0.05). Karnosik asit
biyoerisebilirligi biberiye ve adacayr drnekleri i¢in sirasiyla % 45.10+1.88 ve %
38.32+0.21 olarak saptanmugtir.



75

Gida orneklerinin (elma, tiziim, targin, demir dikeni, nohut, adagayi,
biberiye) a-amilaz, a-glukosidaz ve lipaz enzimleri iizerinde inhibe edici
etkilerileri 1Csp degerleri ile degerlendirilmis, o-glukosidaz enzimi {izerine en
yiiksek inhibisyon etkiyi gosteren gidanin en disiik ICso degeri (76.80+1.68
pg/mL) ile biberiye oldugu, a-amilaz enzimi iizerine en yiiksek inhibisyon etkiyi
gosteren gidanin en diisiik 1Cso degeri (3.54+0.86 pg/mL) ile targ¢in oldugu, lipaz
enzimi lizerine en yliksek inhibisyon etkiyi gosteren gidanin en diisiik 1Cso degeri
(4.3140.62 pg/mL) ile biberiye oldugu goriilmektedir. Biberiye 6rneginin giiclii -
glukosidaz ve lipaz inhibitorii oldugu, orta derecede a-amilaz inhibitor etkisine

sahip oldugu saptanmustir.

Ayrica c¢alismamizda gelistirilen formiil ile gida orneklerinin standartlar
cinsinden esdeger inhibisyon kapasiteleri ifade edilmistir. Antosiyanin ve
prosiyanidince zengin Ornekler olan elma, iizim ve tar¢in i¢in katesin esdeger
inhibisyon kapasiteleri (CEICsp), saponince zengin Ornekler olan nohut ve
demirdikeni i¢in diosgenin esdeger inhibisyon kapasitesileri (DEICsp), karnosik
asitce zengin Ornekler olan adacayr ve biberiye icin karnosik asit esdeger
inhibisyon kapasitesileri (CAEICsp) hesaplanmistir. Elde edilen degerlerin de ICsg

degerleri ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Tiiketimden once Orneklerin enzim inhibisyonunun degerlendirilmesine ek
olarak, enzim inhibisyonu analizleri 1 mg/mL konsantrasyondaki 6rneklerin in
vitro mide sindiriminden sonra da yapilmustir. /n vitro mide indirimden sonraki
enzim inhibisyon yiizdeleri, her enzim ve her 6rnek igin in vitro sindirim 6ncesine
gore daha diisiik bulunmustur (p < 0.05). Bunun nedeni, sindirim siireci, sicaklik
ve pH degisim (asidik ya da bazik bir ortam) gibi etkiler olabilir. 1 mg/mL
konsantrasyonda orneklerde in vitro mide sindirimden sonraki en diisiik enzim
inhibisyonu a-glukosidaz enzimi i¢in demirdikeni orneginde (% 8.13+0.90)
bulunurken, en yiiksek enzim inhibisyonu ise lipaz enzimi i¢in nohut 6rneginde

(% 85.38+0.73) bulunmustur.

Calismamizda biyoaktif bilesiklerce zengin elma, siyah {iziim, tar¢in, demir
dikeni, nohut, adagay1 ve biberiyenin karbonhidrazlar ve lipaz lizerine inhibisyon

etkileri arastirilarak obeziteyi 6nlemeye yeni bir bakis agisiyla yaklagilmistir. Gida
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orneklerinin (elma, lizim, tar¢in, demir dikeni, nohut, adagayi, biberiye) a-amilaz,
a-glukosidaz ve lipaz sindirim enzimlerini in vitro olarak inhibe etme
potansiyeline sahip olduklarim1 ve diisiik kalorili bir diyet ile birlikte, viicut
agirhigi yonetiminde Onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak bu gidalarin ekstraktlarinin ileride izolasyonu, aktif
inhibe edici bilesiklerin tanimlanmasi, bu bilesiklerin sinerjistik ve antogonistik
etkilerinin saptanmas1 ve obezite ile miicadelede etkili olabilecek yeni gidalarin
tasarlanmasi miimkiin olabilecektir. Bu gidalar, obezite ve diyabet i¢in sentetik
ilaglara gore dogal, giivenli ve uygun maliyetli alternatifler saglayabilir. Bu

nedenle ilgili alandaki literatiire nemli bir katki saglayacaktir.

Calismadan elde edilen sonuclarin Oncelikle konu ile ilgili literatiir
eksikligini tamamlayacagi ve bu konuda planlanabilecek yeni ¢alismalara kaynak
olusturacag1 diisiiniilmektedir. Calismada kullanilan in vitro yontemler ile elde

edilen veriler yapilabilecek in vivo ¢alismalara da bir 6n bilgi niteligi tasimaktadir.
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