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OZET

ULKEMIZDE BEBEK VE KUCUK COCUK GIDALARINA
TAKVIYE EDILMIiS$ FOLIK ASIiTiN BiYOERISILEBILIRLIGININ
IN VITRO GASTROINTESTINAL SiSTEM ILE INCELENMESI

Omer Faruk Mizrak
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik

Mayis- 2019, 60 sayfa

Bebeklerin ve ¢ocuklarin biiyiime ve gelisiminde yeterli ve dengeli beslenme
onemlidir. Bebek mamasi1 temel olarak siit ve siit iiriinleri ile formiile edilmektedir.
Bebeklerin yeterli ve dengeli beslenmesi igin bebek gidalarina belirli miktarda vitamin
ve mineral takviyesi yapilmaktadir. Siit ve siit tirlinlerinde dogal folat miktar1 ¢ok
diisiik oldugundan bebek mamalari folik asit ile zenginlestirilmektedir. Ancak siit ve
stit tirlinlerinde belirli miktarda folat baglayici protein bulunmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, in vitro bir gastrointestinal sindirim sistemi ile farklt mide pH degerleri altinda
siit ve siit Uriinleri ile formiile edilmis bebek ek gidalarina, devam siitlerine ve
mamalarina takviye edilen folik asidin biyoerisilebilirligini tespit etmektir. Bebek
mamasi orneklerinde folik asidin biyoloerisilebilirligi mide pH 1.5'te % 56-71, mide
pH 4'te % 35-49 arasinda degismektedir. Tahil bazli bebek ek gidalarinda (siit tozu
dahil), mide pH 1.5'te % 59-78, mide pH 4'te % 31-67 arasinda degismektedir. Bebek
devam siitlerinde, mide pH 1.5'te % 42-67 arasinda degismektedir ve mide pH 4'te %
38-57 arasinda degismektedir. Sonug olarak, bebek mamasina eklenen folik asidin
biyoerisilebilirliginin hem folat baglayici proteinlerden (FBP) hem de mide pH'indan
etkilendigi distliniilmektedir. Bu nedenle folik asidin biyoerisilebilirliginin yiiksek
mide pH'da diisiik oldugu gézlendi. Bu sonuglar folik asidin biyoerisilebilirliginin in

vivo olarak daha diisiik olabilecegini gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Folik asit, Folat baglayici1 protein, Biyoerisilebilirlik, Siit, Ek

gida.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACCESSIBILITY OF FORTIFIED FOLIC ACID
IN INFANT FORMULA MILKS AND YOUNG CHILDREN FOLLOW-ON
MILKS ANALYZED WITH IN VITRO GASTROINTESTINAL DIGESTIVE
SYSTEM IN TURKEY

Omer Faruk Mizrak
Master, Nutrition and Dietetics

May 2019, 60 pages

Adeguate and balanced nutrition is important in the growth and development of infants
and young children. Baby foods are mainly formulated with milk and milk products,
although the amount of natural folate in the milk is very low.

The aim of this study was to determine the bioaccessibility of added folic acid in baby
foods formulated with milk and milk products under conditions of different gastric pH
values by an in vitro simulated gastrointestinal digestive system. In infant formula
samples, the bioaccessibility of folic acid ranges between 56-71 % at gastric pH 1.5,
while it ranges between 35-49 % at gastric pH 4. In cereal-based baby foods (including
milk powder), it ranges between 59-78 % at gastric pH 1.5, and it ranges between 31-
67% at gastric pH 4. In follow-on baby milk, it ranges between 42-67 % at gastric pH
1.5, and it ranges between 38-57 % at gastric pH 4.

Consequently, it is thought that the bioaccesibility of folic acid that is added to baby
food is affected by both folate binding proteins (FBP) and gastric pH. Therefore, it was
observed that the bioaccesibility of folic acid was lower in the higher gastric pH. These

results may indicate that the bioaccessibility of folic acid may be lower in vivo.

Keywords: Folic acid, Folate binding protein, Bioavailability, Milk, Supplementary
food.
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GIRIS

Yeterli ve dengeli beslenme, bebeklerin (0-6 ay) ve kiigiik ¢ocuklarin (6-36 ay)
biiylime ve gelismesinde onemlidir. Anne siitii, bebeklerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in
gerekli besinleri igerir. Bu nedenle 6 aylik olana kadar bebeklerin anne siitii ile
emzirilmesi onerilir. Bebekler 6. aydan sonra hizl1 bir sekilde biiytidiigii i¢in, anne stitii
bebegin tiim beslenme ihtiyaglarini karsilamayabilir. Bu nedenle 6. aydan sonra
tamamlayict bebek gidalar verilir. Giiniimiizde, bebeklerin bu ihtiyacini karsilamak
icin, piyasada pek cok zenginlestirilmis bebek ek gidalar1 mevcuttur. Bu ek gidalar
siit, siit triinleri, ekstriide edilmis tahil tiriinleri, vitamin ve mineraller ile formiile
edilmistir. Suda ¢oziinen vitamin grubundan olan folat siitte diisitk miktarda
bulundugundan sentetik formu olan folik asit ile zenginlestirilme yapilir (Hernell O.,
2011; Lonnerdal B., 2013).

Suda ¢ozliniir bir vitamin olan folik asit sentetiktir ve gidalarda dogal olarak bulunmaz.
Folik asit yap1 olarak dogal folata gore stabil ve biyoyararliligi daha yiiksek olan
formudur. Folatlar genel olarak gidalarda tetrahidrofolat (THF), 5-Metil THF ve 10-
formil-THF poliglutamil formlarinda bulunur. (Ball, G. F., 2013) Yesil yaprakli
sebzeler, karaciger, bobrekler, tahillar ve findik folat i¢in iyi bir kaynaktir (Arcot J. ve
Shrestha A., 2005). Folatin poliglutamat formlari, ince bagirsakta emilmeden 6nce
monoglutamatlara hidrolize edilir. Plazmada 5- Metil THF seklinde bulunur ve
karacigerde biyokimyasal olarak aktif olan THF'ye doniistiiriiliir. THF, hiicre
replikasyonu ve metilasyon reaksiyonlarinda birgok rol oynar. Bir koenzim olarak
THF, tek karbonlu birimler tasir ve deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezi i¢in gerekli
olan serin, glisin, histidin, kolin, metiyonin, piirin ve pirimidinlerin doniisiimlerinin
metabolizmasina dahil olur. Homosistein, metiyoninin sisteine doniisiimiinde olusan
bir ara tirlindiir. THF, homosisteinin (Hcy) metionine remetilasyonu ile 6nemli bir rol
oynar. Plazmadaki Hcy seviyesinin artmasi, kardiyovaskiiler hastaliklara (KVH),
alzaheimer, farkli kanser tiirlerine, norodegaratif hastaliklara, hamilelik sirasindaki
komplikasyonlara ve dogustan gelen bozukluklara neden olabilir. Folat eksikligi noral
tip defektlerine (NTD) neden olmaktadir. Bu nedenle giinlik 400 pg folik asit
takviyesinin gebelik oncesinde ve gebeligin erken evrelerinde kullanilmasi onerilir

(IOM, 1998).



Inek siitiinde dogal folat seviyesi ¢ok diisiiktiir ve siit % 90 oraninda 5- Metil THF
folat formu igerir. Folat yoniinden zengin gidalara kiyasla siit daha diisiik miktarlarda
folat igcermektedir. Bebek mamalar1 ¢cogunlukla siitle formiile edilir ve siit i¢indeki
dogal folat miktar1 ¢ok diisiik oldugundan, yeterli beslenme i¢in izin verilen sinirlarda

folik asit takviye edilir.

Islenmis ve islenmemis siit belirli bir miktar ¢oziiniir folat baglayici1 protein (FBP)
icerir ve FBP miktar1 folattan iki kat daha yiiksektir. Inek siitiinden izole edilen
FBP'nin yapisinda 222 amino asit bulunur (Birn, H., vd., 2005). FBP bagirsak
bakterileri tarafindan folat alimin1 6nlemekte, bozulmalara kars1 korumakta ve folatin
bagirsak mukozasina taginmasina yardimci olmaktadir. Cig ve pastorize inek siitiinde
FBP miktar1 90-350 mg / kg, inek siitiinde ise 310-2280 mg / kg'dir. Sentetik folik asit,
5-MTHF formuyla karsilastirildiginda, FBP'ye baglanmada yaklasik 100 kat daha
yiiksek afiniteye sahiptir. Asitli mide kosullar1 altinda (pH < 4.5), folik asit FBP'den
ayrilir ve ince bagirsakta (pH-6-7) tekrar baglanir (Verwei M., 2004).

In vivo galigmalar zaman, maliyet ve etik problemler agisindan zorluk tasidigindan,
giinlimiizde gidalarin biyoerisilebilirligi daha ¢ok in vitro sistemler ile ¢alisilmaktadr.
Bu ¢aligmalar simiile edilmis in vitro sindirim sistemi ile gerceklestirilir (Sopade P.A.
ve Gidley M.J. 2009). in vivo ve in vitro calismalar arasinda korelasyonlarin oldugu
goriilmiis ve bu metotlar ¢aligmamizda kullanilmistir. Calismamizda simiile edilmis in
vitro gastrointestinal sindirim sistemi ile folik asit i¢eren devam siitleri, ek gidalar ve
mamalarmin biyoerisilebilirligi incelenmistir. Yapilan bu ¢aligmanin amaci, in vitro
gastrointestinal sindirim sistemi ile simiile edilerek siit ve siit iirlinleri ile formiile
edilmis bebek gidalarinda eklenen folik asidin farkli mide pH degerlerindeki

biyoerisilebilirligini incelemektir.



BIRINCI BOLUM
LITERATUR TARAMASI

1.1. Folik Asit

Folik asit, suda ¢oziinen bir vitamindir ve gidalarda dogal olarak bulunmaz. Folik asit,
bir hetero-bisiklik pteridin halkasi, para-aminobenzoik asit (PABA) ve glutamik asit
olmak iizere li¢ ana yapidan olusmaktadir (Ball, 2005). Ayrica yapisinda sadece bir
glutamik asit icerdiginden dolayr "pteroylglutamic acid, PteGlu" olarak da
adlandirilmaktadir (Snow, C. F., 1999; Lucock M., 2000; Ball G.F.M., 2004). Folik
asit gidalardaki tiim folatlarin en stabil ve biyoyararlanimi yiiksek olan formu
oldugundan dolayi; genellikle gida takviyesi ve farmasoétiklerin formiilasyonu igin
kullanilmaktadir (Cuskelly G.J. vd., 1996; Landen vd., 2016; Elliot, 2008; Zema, P,
2018).

Dogal gidalarin ¢ogunda folat, pteridin halkasi, 7,8-dihidrofolat (DHF) veya 5,6,7,8-
tetrahidrofolat (THF) formuna indirgenir (Sekil 17.1). Bu indirgenmis formlar, 5 veya
10 nitrojen pozisyonlarmna tutturulmus veya her iki pozisyon arasinda karbon atomu
ile kovalent olarak baglanmis halde bulunur. 10-formil-THF, 5-MTHF, 5-formimino-

THF ve 5,10-metilen-THF formlar1 folat metabolizmasinin onemli ara maddeleridir.

1.2. Folat

Folat, insanlarda vitamin aktivitesini gdsteren tiim pteroik asit tiirevleri i¢in genel bir
tanimlayici olarak kullanilir. Ana folat bilesigi, metilen bir koprii ile p-aminobenzoik
aside baglanan bisiklik bir pterin molekiilii igerir ve bir a-peptid bag ile tek bir L-

glutamik asit molekiiliine baglanir.
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Sekil 1. Folik asit kimyasal yapisi.

Folat, suda ¢6ziinen Bg vitaminleri igin toplu bir terimdir. Bir veya daha fazla L-
glutamik asit kalintis1 ile konjuge edilmis 4 - (pteridin-6-metilamino) benzoik asidin
iskeletine dayali bir grup heterosiklik bilesiktir (Zema P. ve Pilosof A.M., 2018). Folat,
pilirin ve pirimidin biyosentezinde karbon transfer reaksiyonuna ve amino asit

interkonversiyonlarina katilan suda ¢6ziinen bir vitamindir (Krumdieck C.L., 1990).

Folat folik asit gibi biyolojik aktivite gosterir ve genellikle bes ile yedi glutamik asit
molekiilii igeren poliglutamat formunda bulunmaktadir (Ball G.F.M., 2004,
Eitenmiller R.R., Landen Jr W.O. ve Ye L., 2016; Snow, C. F., 1999; Lucock M.,
2000). Diyet folati, poliglutamat konjugat bilesikleri, indirgenmis folatlar ve
tetrahidrofolatlar dahil olmak iizere folat bilesiklerinin kompleks ve degisken bir

karisimidir (Anonim, 2006).

Folatlar genel olarak gidalarda proteinlere (Ball, G. F., 2013) ve depo polisakkaritlere
(cesitli nisasta ve glikojen tipleri) bagl sekilde bulunur (Ball, 2005). insanlar ve
hayvanlar folatlar1 sentezleyemezler, bu nedenle de alimlar1 tamamen besinsel
kaynaklara baghdir (Rébeillé F., vd., 2006; Scott J., Rébeillé F. ve Fletcher J., 2000).
Folatlar, niikleik asitlerin ve proteinlerin sentezi gibi temel biyolojik islemlerde yer
alir. Bu nedenle yetersizligi noral tiip defektleri gibi Konjenital hastaliklara neden
olabilir (Refsum H., 2001).

~— p-Aminobenzoic —|=—L-Glutamic acid



1.2.1. Folat Cesitleri

Folat olarak siniflandirilabilecek 100'den fazla tiirev vardir ve Folik asitin besin
aktiviteleri ile benzerdir (Uysal U.D., Oncu-Kaya, E.M. ve Tungel M., 2010)

Folatin poliglutamat formlari, canli hiicrelerin temel bir biyokimyasal bilesenidir ve
gama-glutamil hidrolaz ile ince bagirsakta absorbe edilmeden 6nce monoglutamatlara
hidrolize edilir (Bender, D. A., 2003). Folat plazmada 5-MTHF formunda bulunur ve
karacigerde biyokimyasal olarak aktif olan THF'ye doniistiiriilir.

Dogal formdaki folatlarin bazilari, 5- MTHF, 5-formiltetrahidrofolat (5-HCO-
H4PteGlu) ve 10-formiltetrahidrofolat (10-HCO-H4Pte-Glu)'dir.

Hayvansal tirtinlerdeki baslica folat formlar1 5-metil tetrahidrofolat (5-CH3-H4 folat)
ve tetrahidrofolat (H4 folat); meyve ve sebzelerde 5- MTHF folat (Indrawati, vd.,
2004); tahil iirtinlerinde 5-formil tetrahidrofolat (5-HCO-H4 folat), 10-formil-folik
asit, 5-CH3-H4 folattir (Ball G.F., 2005). 5-MTHF, biyolojik olarak en aktif folat
formudur ve folik asitin kullanilmasi i¢in viicutta doniistiiriilmesi gereken molekiildiir

(Anonim, 2006; Lin, M. Y., ve Young, C. M., 2000).

Tiim folat bilesikleri agirlikli olarak y-peptid baglar ile bes ve yedi glutamat kalintisi
iceren poliglutamatlar olarak bulunur. Folat konjugatlar1 PteGlu’n tilirevlerine

kisaltilir; 6rnegin, S-MTHF; PteGlu3, triglutamil-5-MTHF asidi belirtir.

1.2.2. Folat Baglayici Protein (FBP)

FBP folata baglanarak folatin tasinmasinda rol oynamakta ve folat1 bozulmalara kars1
korumaktadir (Nygren, L., Sternesjo, A., ve Bjorck, L., 2003; Nygren-Babol, L., ve
Jagerstad, M., 2012). FBP'nin folat biyoyararlanimindaki rolii ve emilimine etkisi,
gastrointestinal sistem sonrasi folatin baglanmasiyla iligkilidir. Asidik gastrik kosullar
alinda FBP'den ayrilan folik asit ince bagirsakta (pH 6-7) FBP’ye yeniden
baglanmaktadir. Gastrointestinal sistemin sonunda FBP kismen denatiire olmakta ve
folat biyoyararliligin1 etkilemektedir. Folik asit ve 5S-MTHF FBP'ye farkli miktarlarda
baglanmaktadir. FBP’nin baglanma kapasitesi folik asit takviyeli siit tirtinlerinde, 5-

MTHF takviyeli siit iirlinlerine gore daha yiiksek bulunmustur. Folik asit ve 5-



MTHF’1n gastrointestinal sistem sonunda FBP'ye baglanmasi biyoyararliliklarini

azaltmaktadir (Verwei M., vd., 2004).

!
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Sekil 2. Folat cesitleri.



1.3. Folatin Besinsel Kaynaklari

Insanlar ve hayvanlar folatlar1 sentezleyemezler, bu nedenle (Rébeillé F., vd., 2006;
Scott J., Rébeillé F. ve Fletcher J., 2000) bitkisel besinler diyetteki temel folat
kaynagidir.

Gidalardaki folat seviyeleri degismektedir. Dogal gidalar arasinda folatlar; tahillar,
baklagiller de dahil olmak iizere marul, kuskonmaz, brokoli, portakal suyu, bugday
tohumunda, ay¢igegi tohumu, karnabahar ve lahanada, (Chew S.C., Loh, S.P. ve Khor
G.L., 2012) karacigerde, bobreklerde ve yesil yaprakli sebzelerde (fasulye, bezelye ve
1spanak gibi) yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (Arcot J. ve Shrestha A., 2005; United
States Department of Agriculture (USDA), 2010; Office of Dietary Supplements
(ODS), 2009; Anonim, 2006; Bassett M.N. ve Samman N.C., 2010). Miktar ve
biyoyararlanim agisindan en iyi folat kaynaklart karaciger, zenginlestirilmis
kahvaltilik gevrekler, tahil tirtinleri, baklagiller ve yesil yaprakli sebzelerdir (Arcot J.
ve Shrestha A., 2005).

1.3.1. Siit

Folat alimin artirmak i¢in folik asit takviyesi yapilan potansiyel bir gida olarak siit ve
siit diriinleri kullanilir. Islenmemis siitte dogal olarak bulunan 5-MTHF FBP’ye
baglanir (Birn, H., 2006; Kane, M. A., ve Waxman, S., 1990), mono ve
poliglutamatlarin bir karigimi olarak bulunur (Konings E.J., vd., 2001; LeBlanc, J. G.,
vd., 2007. Siitiin yapisinda bulunan FBP &zellikle folat biyoyararlaniminda etkili
olmaktadir (Verwei M., vd., 2003).

Yeterli ve dengeli beslenme, bebek (0-6 ay) ve kiigiik ¢ocuklarin (6-36 ay) biiylime ve
gelismesinde dnemlidir. Anne siitii, bebeklerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli
besinleri igermektedir. Bu nedenle, bebek beslenmesinde ilk 6 ay anne siitii
onerilmektedir (Hernell O., 2011; Loénnerdal B., 2013).



Bebek mamalar1 genel olarak siit ve siit iiriinleriyle formiile edilmekte ve siitte bulunan
dogal folat miktari ¢ok diisiik oldugundan, yeterli beslenmeye izin verilen miktarlarda

folik asit takviyesi yapilmaktadir (Verwei M., 2004).

1.3.2. Siitteki Folat ve Miktari

Siitte bulunan folat konsantrasyonu, folat bakimindan zengin gida iiriinlerine kiyasla
daha diisiik olsa da, yiiksek siit tiiketimine sahip iilkelerde giinliik folat aliminin % 10-
15'inden sorumludur (Konings, E.J., vd., 2001). Siit, folik asit veya 5-MTHF takviyesi
icin potansiyel bir matristir ¢linkii yaygin olarak tiiketilmekte ve folat

biyoyararlanimini artirmaktadir (Verwei M., vd., 2004).

ABD Ulusal Gida Kompozisyon Veri Taban1 (USDA) ve Demark Gida Veri tabanina
(DTU) gore, inek siitiindeki toplam folat miktar1 5-10 pg / 100 g araliginda, siit tozu
ve yagsiz siitte ise 15-60 ug / 100 g araligindadir. Bebek mamalar1 genel olarak siit ve

stit tirtinleri ile formiile edilmektedir (Verwei M., vd., 2004).

1.3.3. Siitte Folat Baglayic1 Protein ve Yapist

Siit ¢6ziiniir FBP igermektedir (Nygren-Babol L. ve Karonen K.L., 2009). FBP, folik
aside folatin 5-MTHF formundan yaklasik 100 kat daha yiiksek afiniteye sahiptir
(Nygren-Babol L., vd., 2005).

Islenmis ve islenmemis siit belirli miktarlarda folat baglayici protein (FBP) igerir ve
FBP'nin folata molar oran siitte 1:1'dir (Paulos, C. M., vd., 2004). inek siitiinden izole
edilen FBP yapis1 222 amino aside sahiptir ve sekiz adet disiilfiir kopriisii icermektedir.
Molekiil agirhigi yaklasik 30.000-35.000 Da'dir (Birn, H., vd., 2005). FBP folatin
bagirsak bakterileri tarafindan alinmasini 6nlemede, viicut 1sisinda bozulmalara kars1
(Nygren, L., Sternesjo, A., ve Bjorck, L., 2003) korunmasimda ve folatin bagirsak
mukozasina tasinmasinda etkili olmaktadir (Lonnerdal, B.; 2003; Jones, M. L.,
Treloar, T., ve Nixon, P. F.,, 2003). Bu etkilerinden dolay1 FBP folatlarin
biyoyararlanimininda énemli bir rol oynamaktadir (Swiatlo N., vd., 1990). Cig, 1s1l
islem gormemis inek siitinde FBP araligi 90-350 mg/kg'dir (LNB, vd., 2004);
pastorize inek siitiinde 168 mg/kg'dir (Wigetrz K., vd., 1996) ; toz haldeki inek siitiinde
ise 2280-4450 mg / kg'dir (Swiatlo N., vd., 1990).
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Asidik gastrik kosullar altinda (pH < 4.5) folik asit FBP'den ayrilir, fakat ince
bagirsakta (pH 6-7) tekrardan baglanmaktadir. Siit ve yogurda FBP ilavesi folat
biyoyararlanimini azaltmaktadir. FBP ilavesiz siitte, folik asit biyoyararlanimi 5-

MTHF'den daha diisiik bulunmaktadir (Verwei M., 2004; de Jong R.J., vd, 2005).

1.4. Bebek Beslenmesinde Folik Asit Ve Folatin Onemi

Biiyiime c¢agindaki bebeklerde hiicre sentezi hizi arttigindan dolayr folik asit
gereksinimi de artar (Tamura, T., vd., 1997). Folatlarin, bebeklerde noral tiip
defektlerinin yaninda artmis plazma homosisteininin sebep oldugu hastaliklarin
onlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Bebeklik ve biiyiime hizinin yiiksek oldugu
ergenlik doneminde yeterli folik asit alimi i¢in kritik bir donemdir (Tamura, T., vd.,
1997; Houghton L.A., vd., 1997; VanderJagt D.J., vd., 2000). Bilissel yeterliligin
artmasinda ve belirli kanser tiirlerinin azaltilmasinda folatin 6nemli rolii oldugu

bildirilmistir (Witthoft C.M., vd., 1999).

Folatlar, ¢esitli hiicresel reaksiyonlar i¢in tek karbon iinitesi tagiyan faktorler olarak
hareket eder. Boylece, normal hiicre fonksiyonu i¢in 6nemli olan DNA biyosentez

dongiisiine ve metilasyon dongiistine dahil olurlar.

Folat, ¢ocuklarda spinabifida ve anensefali gibi noral tip defektleri (NTD'ler),
megaloblastik anemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, belirli kanserlerbazi ve ciddi
hastaliklarin 6nlenmesinde rol almaktadir. Bu islevlerinden dolay1 son zamanlarda
bebek saglig1 ve beslenmesi alaninda iizerinde aktif olarak ¢alisilan vitaminlerdendir
(Shohag M.J.I., vd., 2011). Bu nedenle, bebek beslenmesinde takviye edilen

vitaminlerin baginda gelmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi (Teblig No: 2007/50) ve Avrupa Birligi Hukuku'na (2006/141 /
EC sayili Komisyon Direktifi) gore, bebek mamalarindaki folik asit igin maksimum

smir 50 pg / 100 kkal, ve giinliik referans alimi1 150 pg diyet folat esdegerleridir
(DFE'ler).



1.5. Folik Asit Yetersizligi Sonuglar1 ve Takviyesi

Folatlar, DNA, RNA ve proteinlerin sentezi gibi insan viicudundaki bazi temel
biyolojik siireclere katilmaktadir. Folat eksikligi olan gebelerde prematiire dogumlar,
fiziksel yetersizlik veya anensefali ve noral tiip defektleri (NTD) ile dogumlar
goriilebilmektedir (Berry R.J., vd., 1999; Haslam N. ve Probert C.S., 1998; Honein
M.A, vd., 2001).

Diisiik veya yetersiz folat alimlari, konjenital malformasyonlar ve noral tiip defektleri,
yiikksek homosistein diizeyleri ve megaloblastik anemi gibi kronik bozukluklarin

gelisimine neden olabilmektedir (Garbis, S. D., vd., 2001).

Noral tiip defektlerinin (Botto, L. D., ve Yang, Q., 2000; Cuskelly G.J., McNulty H.
ve Scott J.M., 1996), kardiyovaskiiler hastaliklarinin 6nlenmesi (Boushey C.J., vd.,
1996; Graham I.A. ve O’Allaghan P., 2000) ve kolon kanseri riskinin azaltilmasi
(Giovannucci E., vd., 1998; Rampersaud G.C., Bailey L.B., ve Kauwell G.P., 2002)
yeterli folat alimi ile saglanabilir. Bu, folat bakimindan zengin gidalarin yiiksek
miktarda tiiketilmesi veya folik asit takviye edilmis gida {irlinlerinin alimi ile
saglanabilir (Bailey L.B., Rampersaud G.C. ve Kauwell G.P., 2003; Brouwer I.A., vd.,
1999; Tamura T., 1997).

Folik asit alimmin azalmasi ve yetersizligi kardiyovaskiiler hastaliklar, major
depresyon, sizofreni, alzheimer ile kolorektal, uterus, servikal, akciger ve 6zofagus
gibi bazi karsinomlar i¢in artan risklere yol agmaktadir (Krishnaswamy K. ve Nair
K.M., 2001; Eskes T.K., 2000; VanderJagt D.J., vd., 2000; Reynolds E.H., 2002;
Antony A.C. ve Hansen D.K., 2000; Ford E.S., Byers T.E. ve Giles W.H., 1998).

Folat eksikligi noral tiip defektlerine (NTD) neden olabileceginden dolay1 (Mulinare
J., vd., 1995; Relton C.L., Pearce M.S. ve Parker L., 2005; Eichholzer M., Tonz O. ve
Zimmermann R., 2006) gebelik 6ncesi ve gebeligin erken evrelerinde diyetlerinde
folik asit acisindan zengin gidalarin alinmasina ek olarak giinlik 400 nug folik asit
takviyesi almalar1 Onerilmektedir (IOM, 1998). Son yillarda folatlarin noral tiip
defektlerine, koroner kalp hastaliklarina, bazi kanser tiirlerine ve bozulmus bilissel
islevlere kars1 sagligi koruma rollerine iliskin yapilan ¢alismalarda, birgok tilkede folat

aliminin arttiritlmasi 6nerilmistir (Selhub J. ve Rosenberg 1.H.1996).
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NTD ve folat eksikligi arasindaki iliskiye dair bir¢ok giiclii kanit nedeniyle, pek ¢cok
iilkede gidalara folat takviyesi yapilmaktadir. 1996 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan, zenginlestirilmis ekmek, tahil, un,
misir unu, makarna, piring ve diger tahil trtinlerine folik asit takviyesini gerektiren
diizenlemeler yayinlanmistir (Satchell, B.F., 1996). Farkli tirinlere takviye edilen folik
asit miktari, 95 ile 309 mg/ 100 g iiriin arasinda degismektedir. Bu takviye araligi, 140
ng folik asit / 100 g tahil-tahil iirtinii hedef seviyesine gore se¢ilmistir. FDA tarafindan
yapilan ilk tahminler, yas ve tiiketim modellerine bagli olarak yetiskinlerde 70 ile 130
ug / 100 g arasinda folat alimmin artmasimi beklemektedir (Food and Drug
Administration, 1993).

1.6. Biyoyararlilik ve Biyoerisilebilirlik

Biyoyararlilik, genel olarak, bir besinin metabolik kullanimi, bagirsak emilimi,
tasinmasi, metabolizmasi ve atilimi islemlerini igerir (VLAG, 1997; Bouayed, J.,
Hoffmann, L., ve Bohn, T., 2011). Gidalardaki besin 6geleri ve biyoaktif bilesenlerin
sadece belirli bir miktar1 organizma tarafindan etkin bir sekilde kullanilmaktadir
(Fernandez-Garcia vd, 2009). Beslenme agisindan bakildiginda biyoyararlilik,
fizyolojik fonksiyonlarda kullanilmak veya depolanmak {iizere alinan besin ve
biyoaktif bilesigin fraksiyonunu ifade eder (Gharibzahedi, S. M. T. Ve Jafari, S. M.
2017) ve tiikketilen besin veya besin 6gesinin viicudun islevsel olarak kullanabilecegi

bir orani olarak tanimlanir (Blenford D., 1995).

Biyoyararlilik ve biyoerisilebilirlik  terimleri  siklikla  birbirlerinin  yerine
kullanilmasmma ragmen, biyoerisilebilirlik kavrami biyoyararliligin = kapsami
ierisindedir. In vivo biyoyararlilik ¢alismalari in vitro yontemlere gére zaman, etik
ve maliyet agisindan daha zordur (Fernandez-Garcia E., Carvajal-Lérida I. ve Pérez-

Galvez A., 2009).

Biyoerisilebilirlik analizleri ise her tiirlii gidaya uyarlanabilen genel deneysel teknikler
kullanilarak yapilmaktadir. Besinlerin biyoerisilebilirlikleri genellikle gastrointestinal
sistemin kompartmanlar1 6rnek alinarak hazirlanan in vitro sistemlerin kullanimi ile

incelenmektedir (Sopade P.A. ve Gidley M.J. 2009). in vitro biyoerisilebilirlik
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analizleri; simiile edilmis agiz, mide ve ince bagirsak modellerinde yapilmaktadir.
Birgok ¢alisma, in vivo ve in vitro ¢aligmalar arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gOstermistir ve bu yontemler birgok ¢alismada kullanilmaktadir (Dupont D., vd., 2010;
Barbé F., vd., 2013; Ménard O., vd., 2014).

1.6.1. Bebeklerin Mide pH’lar1

Calismalar, FBP’lerin folatin tasinmasi ve bozulmasina karsi korunmasinda etkili
oldugunu gostermektedir. Folat ve folik asit FBP’ye baglanarak tasinmaktadir. Ancak
bu vitaminin viicutta kullanilabilmesi i¢in bagli bulundugu FBP’den ayrilmasi
gerekmektedir. FBP’nin folat ve folik asite baglanma kapasitesi ortamin pH degerine

bagli olarak degismektedir.

Yetiskin mide pH’1 1,5 iken, bebeklerin mide pH’lar1 3,5-4 arasindadir. Yasin
artmasiyla birlikte mide pH*‘1 diisiik seviyelere gelerek mide asiditesi artmaktadir.
Diisiik pH’larda FBP’den folatin ayrilmasi1 yiiksek pH’lara gore daha c¢ok
gerceklesmektedir. Folatin FBP’den ayrilmasi farkli pH’larda farkli derecelerde
oldugundan dolay1 yetiskinlerde ve bebeklerde folatin biyoyararliligi farklilik
gostermektedir (Verwei M., vd., 2003).

Siit ve siit iirtinlerinde bulunan folik asitin biyoyararlanimi ve biyoerisilebilirligi ile
ilgili bebeklerde ¢ok az galisma bulunmaktadir. Bugiine kadar, takviye folik asitin
biyoyararlanimi ve biyoerisilebilirli§ine yonelik in vivo ve in vitro ¢aligmalar, sadece

yetigkin gastrik pH kosullarina yonelik yapilmastir.

1.6.2. FBP Mekanizmasi

Folat ve folik asitin FBP ile baglanmasi sonucu vitamin, bakteriyel alim ve bozulmaya
kars1 korunmakta ve transportu saglanmaktadir (Lonnerdal, B. 2003; Jones, M. L.,
Treloar, T., ve Nixon, P. F., 2003). FBP’ye bagli halde bulunan folik asit viicutta

kullanilamamaktadir. Vitamin, viicutta biyoyararlilik gosterebilmesi i¢in baglh

12



bulundugu FBP’den ayrilmasi gerekmektedir. FBP’den ayrilarak serbest hale gelen

folat viicutta kullanilabilir forma doniistiiriilerek biyoyararlilik gostermektedir.

FBP'nin folat absorpsiyonu iizerindeki etkisi, gastrik pasaj sonrasi folatin baglanmasi
ile iliskilidir. Folatin FBP’den ayrilmasi 5 ve daha diisiik pH'larda (Achanta, K.,
Boeneke, C. A., ve Aryana, K. J., 2007) meydana gelmektedir. Asidik gastrik kosullar
altinda (pH-4.5), folik asit, FBP'den ayrilir, fakat ince bagirsakta (pH-6-7) FBP ile
tekrardan baglanmaktadir. Gastrointestinal sistemin sonunda FBP kismen denatiire

olmakta ve folat biyoyararliligin1 azaltmaktadir (Verwei M., vd., 2003).

Folat ve FBP takviyeli, pastorize edilmis ve ultra yiiksek sicaklikta (UHT) islenmis
stitteki FBP mekanizmasi arastirilmistir. UHT islemi, siitte bulunan FBP'yi yok
etmektedir ve sonug olarak, folat UHT siitiinde serbest formda aciga ¢ikmaktadr.
Pastorize siitte ise FBP 1sinmadan dolay1 kismen tahrip olmakta ve folatin bir kismi
FBP’ye baglh kalmaktadir (Wigertz K., vd., 1996).

1.6.3. Folat ve Folik Asit Biyoyararliliklari

Folatin biyoyararlanimi, diger faktorlerin yani sira, dogal kaynaklarda poliglutamil
formunda veya takviye edilmis gidalarda sentetik monoglutamil formunda olmasina
baglidir. Poliglutamil folatlar, folik asitten farkli olarak, absorbe edilmeden once ince

bagirsakta enzimatik dekonjugasyona tabi tutulmalidir (Ball G.F., 2005).

Insan gastrointestinal sisteminden simiile edilen biyoerisilebilirlik calismalari, folik
asit ve 5-MTHF takviyeli siit karsilastirildiginda folik asitin daha diisiik biyoyararliliga
sahip oldugunu bildirmektedir (Arkbage K., vd., 2003; Verwei M., vd., 2004).

Dogal gida firiinlerinde ki yaygin folat bilesigi 5-MTHF iken, takviye edilmis
tiriinlerde folik asit bulunmaktadir. Folik asit, vfolatlarin fizyolojik aktif formu
degildir, ancak besin takviyesi olarak veya gidalarin zenginlestirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir (Breithaupt D.E., 2001; Verwei M., 2004). Gidalarda dogal halde
bulunan folat, folik asit ile karsilastirildiginda oOnemli Olgiide daha yiliksek
biyoyararlilik gostermektedir. 5-MTHF, biyolojik olarak en aktif folat formudur ve

folik asitin kullanilmasi i¢in viicutta doniistiiriilmesi gereken molekiildiir. Bazi
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bireylerde, folik asiti 5-MTHF'ye doniistirmek icin gerekli enzim olan
metilenetetrahidrofolat rediiktaz (5S-MTHFR) yetersizligine rastlanmaktadir, ancak
biyoyararliliktaki bu fark hastanin enzimatik genotipinden ayr1 olarak goriilmelidir

(Ball, 2005).

Folat ve folik asit biyoyararlanimi, ¢esitli i¢sel veya digsal faktorlerden etkilenebilir.
Bu faktorler, gastrointestinal sistemin fonksiyonu, yas, cinsiyet, uyusturucu ve alkol
kullanimidir. Ekstrinsik faktorler ise diyetle alinan folatin ¢esiti, gida matrisi veya

isleme ve depolamadir.

FBP'nin folat emilimi tizerindeki etkisi, gastrik pasaj sonrasi folatin baglanmasi ile
iligkilidir. Asidik gastrik kosullar altinda (pH < 4.5), FBP'den ayrilan folik asit, ince
bagirsakta (pH 6-7) yeniden baglanmaktadir. Folik asit ve 5-MTHF’1n gastrik pasaj
sirasinda FBP'ye farkli Olglilerde baglanmasi ile biyoyararliligini etkilemektedir.
Gastrointestinal sistemin sonunda FBP kismen enzimler tarafindan denatiire
edilmeden kalmakta ve folat biyoyararliligini azaltmaktadir. FBP’nin baglanma
kapasitesi folik asit takviyeli siit iiriinlerinde, 5-MTHF takviyeli siit {irinlerine gore
daha yiiksektir (Verwei M., 2004). Gastrointestinal sistemin kompartmanlari 6rnek
aliarak hazirlanan in vitro modellerde folik asit takviyeli siit iiriinlerinden, ilave FBP
icermeyen Orneklerin  biyoerisilebilirligi  5-MTHF takviyeli siit {riinlerinin

biyoerisilebilirliginden daha diisiik bulunmaktadir (Verwei, M., 2003)

Dinamik bilgisayar kontrollii gastrointestinal model (TNO gastrointestinal model
(TIM)) kullanilarak folat biyoerisilebilirligi incelenen bir ¢alismada; hem farkli FBP
konsantrasyonlar1 hem de folik asit ve 5-MTHF ile zenginlestirilmis ultra yiiksek
sicaklikta (UHT) islenmis siit ve pastorize siit kullanilmistir. Gastrointestinal pasaj
sirasinda FBP stabilitesini ve FBP'nin folat biyoyararlanimi iizerindeki etkisini
incelemek i¢in FBP ilave edilmis UHT ve pastdrize siit tirinleri kullanilmigtir. UHT
islemi, FBP'yi denatiire etmekte ve folat UHT siitiinde serbest formda acgiga
cikmaktadir. Pastorize siitte ise FBP diisiik 1s1l islemden dolayr kismen denatiire
olmakta ve folatlarin bir kism1 FBP’ye bagli kalmaktadir (Wigertz K., vd., 1996). Folat
biyoerisilebilirligi ve FBP stabilitesi, gastrointestinal sistem 6rnek alinarak hazirlanan
bu in vitro modelde biyoerisilebilirlik analizleri; folik asit, folat ve FBP
konsantrasyonlar1 6l¢iilerek yapilmistir. Folik asit takviyeli siit {iriinlerinden ilave FBP

icermeyen Orneklerin biyoerisilebilirligi; 5-MTHF takviyeli siit tiriinlerinden daha
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diisiik bulunmustur. Folik asit takviyeli siite, FBP takviyesi folat biyoerisilebilirligini
azaltmistir. Bu c¢alismada siit folat i¢cin uygun bir tasiyict gibi goriinmektedir, ¢linkii
hem folik asit hem de 5-MTHF matriksten kolayca salinmakta ve emilebilmektedir.
Ancak, sonuglar folik asitin ince bagirsaktan ge¢isi sirasinda FBP'ye kismen bagh
kaldigin1 ve folik asitin biyoerisilebilirliini azalttigin1 gostermektedir (Verwei M.,

vd., 2003).

FBP'nin folat biyoyararlanimindaki rolii; folati bakteriyel alim, bozulmaya karsi
korumasinin yaninda (Nygren, L., Sternesjd, A., ve Bjorck, L., 2003) plazmada folat
tasimasindan sorumludur (Nygren-Babol, L., ve Jagerstad, M., 2012). FBP'nin folat
emilimi tlizerindeki etkisi; gastrik pasaj sonrasi folatin baglanmasi ile olmaktadir.
(Lonnerdal, B., 2003; Jones, M. L., Treloar, T., ve Nixon, P. F., 2003; Picciano, M. F.,
vd., 2004; Donovan, S. M., 2006). FBP'nin folik asit emilimi tlizerine etkisi, inek
siitinde FBP’ye bagli folik asit ve serbest folik asit verilen siganlarda arastirilmistir.
Asidik gastrik kosullar altinda (pH<4.5) folik asit, FBP'den ayrilmakta ve ince
bagirsakta (pH 6-7) yeniden baglanmaktadir. Folik asitin ince bagirsakta yeniden
baglanmas1 biyoyararlihgmni diisiirmektedir (Picciano, M. F., vd., 2004). In vitro
dinamik gastrointestinal model kullanilarak yapilan bir calismada ise, FBP'nin
gastrointestinal sistemde kismen denatiire oldgunu ve folat biyoerisilebilirligini
azalttigini gostermektedir (Verwei M.,, vd., 2013; Arkbage K., Verwei M. ve
Havenaar R., 2003). Folik asit ve 5-MTHF’in FBP'ye baglanma dereceleri ve gastrik
pasaj sirasinda folat baglanmasina FBP stabilitesine etkisi aragtirilmigtir. Folik asit ve
5-MTHF, FBP'ye farkli dlclide baglanmaktadir. Folik asit takviyeli siit lirlinlerinde
FBP’ye baglanma daha ¢ok olmakta ve 5-MTHF takviyeli siit triinleri ile
karsilagtirildiginda biyoyararliliklar: daha diisiik bulunmustur (Verwei M. vd., 2004).

Asidik gastrik kosullar altinda (pH<4.5), folik asit, FBP'den ayrilir ve ince bagirsakta
(pH-6-7) FBP ile tekrardan baglanir. in vitro ¢aligmalar, siit ve yogurda FBP ilavesinin
folat biyoyararlanimini azalttigin1 gdstermektedir. Siite FBP ilavesi yapilmadan, folik
asit ve 5-MTHF biyoerisilebilirligi azalmis ve folik asit biyoerisilebilirligi 5-
MTHF'den daha diisiik bulunmustur. Bir baska ¢alismada, pastorize siitte 5S-MTHF
biyoerisilebilirligi FBP'den etkilenmemis ancak folik asit biyoerisilebilirligi FBP
ilavesiyle azalmistir (Verwei M., 2004).
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Folik asit emilimi cogunlukla ince bagirsagin jejunum kisminda gerceklesir ve emilim
pH 6,3’te en belirgin sekilde etkilenmektedir. Folatlar, bagirsak mukozasindan
gecerken ya da folatlarin depolama orgami olan karacigerin gegisi sirasinda
indirgenerek ve metillenir. Tiim hiicre i¢i folatlar, poliglutamil formunda bulunurken,
plazmada taginanlar metillenmis monoglutamil formunda bulunurlar (Scaglione, F. ve

Panzavolta, G. 2014).

Folat biyoyararlanimi, diyetle alinan folata, gida matrisine veya isleme ve depolamaya
baglidir. Biyoyararlilik; gastrointestinal sistem fonksiyonundan, yas, cinsiyet ve alkol
kullanimindan da etkilenmektedir. (Parada, J., ve Aguilera, J. M., 2007; Villanueva, J.
A., ve Halsted, C. H., 2004;Boeneke, C. A., & Aryana, K. J., 2008) Folat
biyoyararlanimma iligkin en son teknolojiyi Ozetleyen c¢alismada; pteroil
poliglutamatlar  (folatlar) neredeyse tamamen emilirken, sentetik pteroil
monoglutamik asit (folik asit) daha az biyoyararlilik gostermektedir (% 50-80).
(Clifford A.J., Jones A.D. ve Bills N.D., 1990; Clifford A.J., 1991).

FBP'nin folat biyoyararliligi {izerindeki roliinii aragtiran in vivo c¢aligmalarin ¢ogu
hayvanlar iizerinde gergeklestirilmistir (Parodi P.W., 1997; Donovan, S. M., 2006;
Nygren, L., Sternesjo, A., ve Bjorck, L., 2003; Picciano, M. F., vd., 2004; Swiatlo N.,
vd., 1990). Yapilan ¢aligmalar, anne siitii ile beslenen bebeklerin, biberonla beslenen
bebeklerden daha iyi folat diizeylerine sahip oldugunu gostermektedir (Sweeney, M.
R. Vd., 2005; Engbersen A.M., vd., 1995; Wigertz K., 1997; Witthoft, C.M., vd.,
1999).
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IKINCI BOLUM
MATERYAL VE METOT

Calisma Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi AR-GE Laboratuarinda Haziran
2018’de yapilmistir. Calismada kullanilan maddeler ve metotlar asagida yer

almaktadir.

2.1. Kimyasallar

Calismada yer alan kimyasallar: Askorbik asit (AA), asetonitril (ACN), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2P04), sodyum kloriir (NaCl), asetik asit (ACS reaktifi, >%
99.7), alfa-amilaz (Aspergillus oryzae tozu, 1.5 U / mg) ve pankreatin (domuz
pankreasindan 8x USP spesifikasyonlarindan) Sigma'dan (St. Louis, MO, ABD) elde
edildi. Proteaz (Bacillus licheniformis kaynakli 350 subtilisin A, 350 U / ml)
Megazyme'den (UK) elde edildi. Folik asit (% 96-102, saf) Acros Organics'ten (New
Jersey, ABD). Kati1 faz ekstraksiyon (SPE) kolonu (Bond Elut SAX, 500 mg, 3 mi),
Agilent Technologies'den (CA, ABD) elde edildi ve folik asidin saflagtirilmast i¢in
kullanildi. Bu ¢alismada, diger tiim kimyasallar yiiksek saflikta kullanildi.

2.2. Numuneler

Bu galismaya ii¢ grup folik asit kaynakli bebek ek gidasi be mamasi dahil edildi.
Orneklem; 3 farkli marka devam siitii, 3 farkli marka siit bazli bebek mamasi ve siit
tozu ile formiile edilmis 8 farkli tahil bazli bebek ek gidasindan olusmaktaydi. Bu
mamalar Istanbul’daki farkli marketlerden satin alindi. Bebek mamasi igerikleri Tablo

2'de gosterilmistir.
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2.3. Soliisyon ve Standartlarin Hazirlanmasi

Fosfat Tampon Cozeltisi (0,1 M): 1 L’lik balon jojeye 13,6 g potasyum dihidrojen
fosfat ve 1 g L-askorbik asit tartildi, hacim deiyonize suyla tamamlandi ve pH 7,5’¢
ayarlanarak hazirlandi.

Sodyum asetat (0.1 M) iceren ¢ozelti, asagidaki sekilde yapildi: 0.82 g sodyum asetat,
10 g sodyum klorit ve 1 g askorbik asit, 100 ml'lik bir erlene tartildi. Karisim deiyonize
suda ¢0ziildii. Daha sonra 1 M NaOH ile pH 4.5'e ayarlandi ve hacim deiyonize su ile
tamamlandi. Tampon ¢6zeltisinin deiyonize su ile seyreltilmesiyle SAX kolon
sartlandirma tampon ¢o6zeltisi (0.01 M) hazirland1 ve pH tekrar 7.2'ye ayarlandi.
Standartlarin Hazirlanmasi: Folik asidin standart stok ¢ozeltisi (100 pg/ml): 100 m1’lik
balon jojeye 10 mg 5-metiltetrahidrofolat standardi tartildi, 10-15 ml fosfat tampon ile
¢oziindiiriilerek hacimine tamamlandi. Calismalarda stok standarttan gerekli
seyreltmeler yapilarak ¢alisma standartlar1 hazirlandi.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (%20): 100 ml’lik balon jojeye 20 g sodyum hidroksit
tartild1 ve su veya buz banyosunun i¢inde ¢dziindiiriilerek hacimine deiyonize suyla

tamamlandi.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (0,1 N): 1 L’lik balon jojeye 8,28 ml hidroklorik asit
eklendi, hacim deiyonize suyun {izerine hidroklorik asidin yavasca eklenmesiyle

tamamlandi.

2.4. Folik Asit Ekstraksiyonu metodu

Folik asit ekstraksiyon yontemleri, (Rychlika, vd., 2007) metodundan bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Calismamizda dogal folatlar analiz
edilmediginden si¢an plazmasi ve tavuk pankreasi dekonjugasyon enzimi olarak
kullanilmamistir. Bu ¢alismada folik asidin ekstraksiyonu i¢in iki farkli yontem yer
almistir. Ik yontemde, proteaz ve alfa amilaz, bir di-enzim uygulamas: olarak, ikinci

yontemde ise sadece pankreatin kullanilmistir.

Ik yontem su sekildedir: 100 ml'lik erlenlere bebek siitinden 10 ml , bebek

mamasindan ve tahil bazli ek gidadan 2’ser g ayr1 ayr1 tartilmistir. Daha sonra, her bir
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erlene 40 ml fosfat tamponu (0.1 M) ¢ozeltisi ilave edildi ve karisim manyetik bir
karistiricida 10 dakika karistirilmigtir. Oksitlenmeyi onlemek igin, yaklasik 25 ul 2-
merkaptoetanol eklenmistir. Hazirlanan karisima 0.1 ml alfa amilaz enzimi ilave edildi
ve 2 saat siire ile 37 °C'de galkalamali suyu banyosunda inkiibe edildi ve daha sonra
enzim 10 dakika boyunca 100 °C'de su banyosunda denatiire edilmistir. Ornekler oda
sicakligina sogutulduktan sonra, 0.2 ml proteaz ilave edilmis ve numuneler, 2 saat
boyunca 37 °C'de c¢alkalayici Su banyosunda tekrar inkiibe edilmistir. Enzim
denatiirasyonu saglamak ic¢in, 10 dakika boyunca 100 °C'de su banyosunda
bekletilmistir. Oda sicakligina sogutulduktan sonra, son hacim fosfat tampon ¢ozeltisi
ile 50 ml'ye tamamlanmistir. Numuneler, 50 ml Falkon tiiplerine aktarilmistir, 4000
rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve 0.45 mikron seliiloz-asetat (CA)

filtresinden siiziilmiistiir. Daha sonra iist faz SAX kolonu ile saflastirilmistir.

2.5. Pankreatin Metodu Optimizasyonu

[k yontemden farkli olarak, bir enzim karisimi olan pankreatin, ikinci yontemde
kullanild1 ve enzimatik inkiibasyon, tek bir asamada ger¢eklestirildi. Bu calismada
metot optimizasyonu i¢in sertifikali referans materyali (Standart Referans Materyali
1846: Bebek Formiilii) kullanildi. Uygun enzim miktarin1 belirlemek igin farkli
miktarlarda pankreatin (0.25, 0.5, 1 ve 2 g) eklendi.

Pankreatin enzimi kullanarak 6rneklerde bulunan folik asit miktarini belirledigimiz bu
metotta: 100 ml'lik erlenlere 10 ml siit 6rnegi, 2 g bebek mamasi ve 2 g tahil bazli ek
gidas1 ayr1 ayn tartildi. Tiim orneklere 6 ml askorbik asit eklendi ve 10 dakika
karistirildi. Daha sonra, her bir erlene 15 ml fosfat tamponu (0.1 M) ¢ozeltisi ilave
edildi ve karisim manyetik bir karistiricida 10 dakika karistirildi. Karisimin pH’1 IM
NaOH ile 7,2’ye ayarlandi. Hazirlanan karisima pankreatin ilave edildi ve 2 saat siire
ile 37 °C'de galkalamali suyu banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra enzim 10 dakika
boyunca 100 °C'de su banyosunda bekletilerek denatiire edildi. Oda sicakligina
sogutulduktan sonra, son hacim fosfat tampon ¢ozeltisi ile 50 ml'ye tamamlandi.
Numuneler, 50 ml Falkon tiiplerine aktarildi, 4000 rpm'de 10 dakika boyunca
santrifiijlendi ve 0.45 mikron seliiloz-asetat (CA) filtresinden siiziildii. Daha sonra iist

faz, bir SAX kolonu ile saflagtirildi.
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2.6. SAX kolonu ile numunelerin saflastirilmasi

SAX kolon, sirasiyla 5 ml metanol ve 5 ml 0.01 M fosfat tampon ¢ozeltisi ile
sartlandirildi. Daha sonra, SAX kolonuna filtre edilmis slipernatan ¢ozeltisinden 5 ml
eklendi. Kolona eklenen numune, vakum pompasi ile dakikada 1 ml'lik bir gegcecek
sekilde ayarlandi. Numune gegirildikten sonra kolon yikamasi, 10 ml 0.01 M fosfat
tampon ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirildi. Bu adimdan sonra, folik asidi toplamak
icin kolona yavas yavas 2 ml folik asit yiiriitme ¢ozeltisi ilave edildi ve vakum
pompasi, numuneyi dakikada 0.3 ml akis hizinda ¢ikartarak sekilde ayarlandi ve bir
test tiipii icine topland1. Ornek 0.45 pm bir CA filtreden siiziildii ve analize kadar -20
°C'de saklandi.

2.7. Kromatografik Kosullar

Bebek gidalarinda folik asidin miktari, ters fazli yiiksek performansli s1vi kromatografi
(HPLC) yontemi kullanilarak belirlendi. Vahteristo ve dig. (1996) tarafindan onerilen
yontemde bazi degisiklikler yapilarak kullanildi. HPLC sistemi, bir Shimadzu RF-
10AXL UV-Vis dedektor ile (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) Shimadzu LC
20AT pompadan olusmustur Mobil faz, 0.33 M tampon ¢6zeltisi i¢inde % 8 ACN ile
hazirlandi. Mobil fazin pH" ortofosforik asit ile 2.4'e ayarlandi. Daha sonra 0.22
mikron filtre kagidi kullanilarak vakum altinda siiziildii. Folik asit UV-Vis detektorde
dalga boyu 290 nm’de tespit edildi. Folik asidin ayrilmasi i¢in Zorbax SB-C8 4.6 x
250 mm 5 um kolon(Agilent, ABD) kullanilmistir. Kolon sicakligi 30 °C'ye sabitlendi
ve akig hiz1 1 ml/dakikaya ayarlandi. Enjeksiyon hacmi, 20 pl'ye ayarlandi ve 40
dakikada ayirma islemi tamamlandi. Bebek ve yetiskin besin formiilasyonlarinda
(referans materyal) folik asitin HPLC kromatogramlari sirasiyla Sekil 4 ve Sekil 5'te

gosterilmektedir.
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Sekil 3. Folik asit standardinin HPLC kromatogramiu.
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Sekil 4. Numunelerdeki folik asidin HPLC kromatogrami

2.8. Miktar ve Kalite Kontroli

Folik asidin miktarinin belirlenmesi HPLC’de folik asite karsilik gelen pik alaninin
hesaplanmasi ile gergeklestirildi.. Calismada, yontemin dogrulugunu ve performansini
kontrol etmek i¢in sertifikali referans materyali (Standart Referans Materyali 1846:
Infant Formiilii) kullanildi. Ayni zamanda, FAPAS (Ingiltere'deki Gida Analizi
Performans Degerlendirme Semasi) tarafindan diizenlenen yeterlilik testine katilarak
kahvalti gevrek iginde folik asit miktar1 analiz edildi. Tim analizler ii¢ kez

tekrarlanarak yapildi ve ortalama deger kullanildi.
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2.9. Folik asidin in vitro gastrointestinal sistem metodu ve biyoerisilebilirlik analizi

Yaptigimiz ¢alismada, test 6rneklerinde folik asidin biyoerisilebilirligi insan sindirim
sistemi simiile edilerek incelendi. Metotda uygun PH’larda agiz, mide ve ince bagirsak

ortami olusturuldu ve her bir ortam i¢in uygun enzim hazirlandi.

2.9.1. Sindirim enzimleri ve diger ¢ozeltiler (organik, inorganik)

Bu in vitro sistemde agiz, mide, ince bagirsak ortami hazirlandi.

Agiz ortami: 1.7 mL NaCl (175.3 g/L), 8 ml iire (25 g/L), 15 g tirik asit, 280 mg a-
amilaz ve 25 mg miisin, 500 ml'lik bir erlende deiyonize su ile ¢oziildii. Daha sonra
hacim deiyonize su ile tamamlandi ve pH yaklasik 6.8 £ 0.2’¢ ayarlandi. pH istenen

degerde degilse, HC1 veya NaOH c¢ozeltisi kullanilarak istenilen araliga getirildi.

Bebek mide ortami: 6.5 ml HCI (37 g/L), 18 ml CaCI2.H20 (22 g/L), 1 g sigir serumu
albiimini, 2.5 g pepsin ve 3 g musin, 500 ml'lik bir erlen igerisinde deiyonize su ile
¢oziindiiriildii. Daha sonra, hacim deiyonize su ile tamamlandi ve pH 4’e (= 0.02)

getirildi. pH istenen aralikta degilse, HCI veya NaOH ¢ozeltisi ile ayarlandi.

Yetiskin mide ortami: 6.5 ml HCI (37 g/L), 18 ml CaCl2.H20 (22 g/L), 1 g sigir serumu
alblimini, 2.5 g pepsin ve 3 g musin, 500 ml'lik bir erlen igerisinde deiyonize su ile
¢ozilindiiriildii. Daha sonra, hacim deiyonize su ile tamamlandi ve pH 1.5’a (+ 0.02)

getirildi. pH istenen aralikta degilse, HCI veya NaOH ¢ozeltisi ile ayarlandi.

Ince bagirsak ortami: 6.3 ml KCI (89.6 g/L), 9 ml CaCl2.2H20 (22.2 g/L), 2 g sigir
serum albiimini, 1 g pankreatin ve 1.5 g lipaz, deiyonize su ile 500 ml’lik bir erlen
igerisinde ¢oziildii. Hacim deiyonize su ile tamamlandi ve pH 8.0 + 0.2’e ayarland:.

pH istenilen degerde degilse, HCI veya NaOH ¢ozeltisi ile ayarlandi.

Safra soliisyonu: 68.3 ml NaHCO03 (84.7 g/L), 10 ml CaCl2.2H20 (22.2 g/L), 1.8 ¢
sigir serum albiimini ve 30 g safra, 500 ml'lik bir erlende deiyonize su ile ¢ozdiiriildii.

Daha sonra hacim, deiyonize su ile tamamlandi ve pH 7.0 £ 0.2’ye ayarlandi.
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2.9.2. In vitro sindirim prosediirii

100 mI’lik erlenlere orneklerden 5’er gram tartildi ve sira ile agiz, mide ve ince

bagirsak ortami soliisyonlari ilave edilerek in vitro ortamda sindirim gergeklestirildi.

Agiz ortaminda; 100 ml'lik bir beher icerisinde 5 gram tartilan orneklerin {izerine,
hazirladigimiz agiz soliisyonundan 5 ml eklenerek karistirildi ve daha sonra 30 saniye
boyunca vorteks ile karistirildi ve homojen hale getirildi. Daha sonra bu karisim 5

dakika boyunca 37 °C'de c¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi.

Mide ortaminda; agiz ortamindan gelen karigima 12 ml mide soliisyonu ilave edildi.
Bu karisim, 30 saniye boyunca bir vorteks ile karistirild1 ve 2 saat boyunca 37 © C'de

calkalamal1 su banyosunda tekrar inkiibe edildi.

Ince bagirsak ortaminda; mide ortamindan sonra elde edilen karistma 10 ml ince
bagirsak soliisyonu ve 5 ml safra soliisyonu eklendi. Bu karisim, 2 saat siire ile
37°C'de tekrar c¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Sindirim islemi
tamamlandiktan sonra, son hacim, 50 ml'ye deiyonize su ile tamamlanarak seyreltildi.
Daha sonra numuneler 8000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve 0.22 mikron

CA filtreden suizuldu ve analiz edilene kadar -80 ° C'de dondurucuda saklandi.

In vitro sindirimin sonunda alinan siiziintiiden normal folik asit analiznde oldugu gibi

saflagtirma yapildi. Saflastirma prosediirii boliim 2.6’da verilmistir.
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5 ml deiyonize su,
90 mg a-amilaz,
25 mg guargum,
[1.7 ml NaCl,

8 ml ire,

15 mg lirik asit]

2.5 g pepsin,

3 gguar gum,

1 g albimin

[6,5 ml HCI,

18 ml CaCl2.H20,]

1 g pankreatin,
2 g albimin,

1.5 g lipaz,

[6,3 ml KCl,

9 ml CaCl2.H20]

1.8 g albimin,

30 g safra,

[68,3 ml NaHCO3,
10 ml CaCl2.H20]

Numune

Numune+

Ag1zOrtami

Agiz Ortami
pH 6.8+0.2 —
37°C-5dk

Sekil 5. In vitro gastrointestinal sindirim sistemi metodu

Mide Ortami
pH 410,02 (bebek)

pH 1,5+0.02 (yetiskin)

37 °C- 2 saat

Numune+
Agiz+
Mide Ortami

ince Barsak Ortami
pH 7.0£0.2
37 °C -2 saat

Safra Sollisyonu
pH 7.00.2

2.10. Istatistiksel analiz

Tiim analizler ii¢ kez yapildi ve ortalama deger kullanildi. Uygulamalar arasindaki

onemli farkliliklar tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi

(ANOVA p <0.05, Tukey testi).

24




UCUNCU BOLUM

BULGULAR

Bebek mamalari, devam siitleri ve tahil bazli bebek ek gidalarinda, etikette yazan folik
asit miktar1 ve c¢alisma sonucunda bulunan folik asit miktarlar1 Tablo 2’de
gosterilmistir. Tabloda goriildiigii gibi bebek mamalarindaki folik asit miktarlar
83.3+3,2 ng/100 g ile 130.3+4 pg/100 g arasinda; devam siitlerindeki folik asit
miktarlart 15+1,5 pg/100 g ile 30£2,5 ng/100 g arasinda; tahil bazli bebek ek
gidalarindaki folik asit miktarlar1 ise 61.3£5.0 pg/100 g ile 138.7£5,5 pg/100 g

arasinda degismektedir,

Etiket iizerindeki folik asit miktarlar1 ve ¢alismada bulunan folik asit miktar1 yiizde
sapmalar1 degerlendirildiginde bebek mamalarindaki sapma %109,6 ile %235,3
arasinda; devam siitlerindeki sapma %85,2 ile %202,2 arasinda; tahil bazli bebek ek
gidalarindaki sapma ise %122,7 ile %252,1 arasinda degismektedir,
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3.1. Bebek Ek Gidalarindaki Folik Asit Igerigi

Tablo 1. Etiket Degerleri

Uriin Tipi Uriin Igerigi Etiket pug/100 g Bulunan Deger pug/100 g % Etiket Sapma

Bebek Mamasi 1 (0-6 ay) Stit tozu 76 83.3+3.2 109,6+4,2

Bebek Mamasi 2 (2. aydan itibaren) Siit tozu 55.4 130.3+4 235,348,1
Bebek Mamasi 3 (6. aydan itibaren) Stit tozu 70 90.3+4.5 129,0+5,8
Devam Siitii 1 UHT siit 15 30+2.5 202,2+16,8

Devam Siitii 2 UHT siit 18 15€1.5 85,2+8.5

Devam Siitii 3 UHT siit 15 22+1.0 146,7+6,7

Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 1 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 70 130.0+5.5 185,747,1
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 2 (2. aydan itibaren) Tahil + Siit tozu 50 61.3+£5.0 122,7+10,1
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 3 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 50 105.3£5.0 210,7+10,1
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 4 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 55 138.745.5 252,1+10,0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidas1 5 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 70 137.3+4.2 196,2+5,9
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 6 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 70 124.3+5.5 177,6+7,9
Tahil Bazli Bebek Ek Gidas1 7 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 68.9 95.0+3.6 137,9+£5,2
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 8 (6-36 ay) Tahil + Siit tozu 554 73.7£5.9 133,0£10,6
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Tablo 2. pH 1.5 ve pH 4 Biyoerisilebilirlik Kiyaslamalari

. Gergek Deger pH 1.5 pH 4
Urtin Tipi

ng/100 g png/100 g ng/100 g
Bebek Mamasi 1 (0-6 ay) 83.3+3.2 48.3+2.5 29.0+£2.6
Bebek Mamasi 2 (2. aydan itibaren) 130.3+4 92.7+£3.5 51.7+4.5
Bebek Mamasi 3 (6. aydan itibaren) 90.3+4.5 50.7£2.5 44.04£3.5
Devam Siitii 1 30+2.5 13+1.5 11.7+£2.1
Devam Siitii 2 15+1.5 10+1.2 8.7+1.2
Devam Siitii 3 22+1.0 11+1.5 10.0£2.0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 1 (6-36 ay) 130.0+5.5 100.0+3.6 87.7x4.2
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 2 (2. aydan itibaren) 61.3+£5.0 38.3+£2.1 20.7£2.1
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 3 (6-36 ay) 105.3+5.0 82.0+1.7 69.0+£3.0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 4 (6-36 ay) 138.7+5.5 83.3+2.5 50.0+4.0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 5 (6-36 ay) 137.3+4.2 91.04£3.5 80.7+£3.1
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 6 (6-36 ay) 124.3+£5.5 80.3£2.5 65.0+2.6
Tahil Bazli Bebek Ek Gidas1 7 (6-36 ay) 95.0+3.6 69.0+3.6 53.743.2
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 8 (6-36 ay) 73.7£5.9 43.7£3.5 22.7+2.5
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3.2. In Vitro Biyoerisilebilirlik Analizleri

Bebek mamalari, devam siitleri ve tahil bazli bebek ek gidalarindaki folik asidin in
vitro sindirim Oncesi Ve sonrasi bulunan miktarlari mTablo 3’te 6zetlenmistir. Tablo
3’te gorildiigii gibi siit tozu igeren bebek mamalarinda in vitro sindirim Oncesi en
diisiik folik asit miktar1 bebek mamas1 1’de 83,3+3,2 nug/100 g, en yiiksek bebek
mamasi 2’de 130,3+3,4 pg/100 g’dir. In vitro sindirim sonras1 pH 1,5°da en diisiik
folik asit miktar1 bebek mamasi 3’te 56+2,5 pg/100 g, en yiiksek bebek mamasi 2’de
71+3,5 1g/100 g’dir. in vitro sindirim sonras1 pH 4’te folik asit miktar1 en diisiik bebek
mamasi 1°de 29,0+2,6 ng/100 g, en yiiksek bebek mamasi 2°de 51,7+4,5 ng/100 g’dir

Tablo 3’te goriildiigii gibi UHT siit igeren devam siitlerinde in vitro sindirim 6ncesi
folik asit miktar1 en diisiik devam siitii 2°de 15+1,5 pg/100 g, en yiliksek devam siitii
1’de 30,3£2,5 pg/100 g’dir. In vitro sindirim sonras1 pH 1,5°da en diisiik folik asit
miktar1 devam siitii 2°de 10+1,2 ug/100 g, en yiiksek devam siitii 3’te 13+1,5 ug/100
g’dir. In vitro sindirim sonras1 pH 4’te en diisiik folik asit miktar1 devam siitii 2’de

8.7£1,2 ng/100 g, en yiiksek devam siitii 1’de 11.7+2.1 pg/100 g’dir.

Tablo 3’te goriildiigii gibi tahil ve siit tozu igeren bebek ek gidalarinda in vitro sindirim
oncesi en diisiik folik asit miktar tahil bazli bebek ek gidas1 2°de 61.3+5.0 pug/100 g,
en yiiksek devam siitii 1°de 30,3+2,5 nug/100 g’dir. In vitro sindirim sonras1 pH 1,5’da
en diisiik folik asit miktar1 tahil bazli bebek ek gidasi 2’de 38.3+2.1 pg/100 g, en
yiiksek tahil bazli bebek ek gidasi 1°de 100.0+3.6 ug/100 g’dir. In vitro sindirim
sonras1 PH 4’te en diislik folik asit miktar1 tahil bazli bebek ek gidasi 2’de 20.7+2.1
ng/100 g, en yiiksek tahil bazli bebek ek gidasi 1°de 88.7+4.2 ug/100 g’dir.

Calismada kullanilan numunelerin in vitro sindirim Oncesi hesaplanan folik asit
miktarlar ile ag1z, mide (pH 1.5 ve pH 4) ve ince bagirsaklar dahil olmak tizere bir in
vitro gastrointestinal sistem sonrasi folik asit biyoerisilebilirlikleri yiizde olarak Tablo

4’te verilmistir.
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Tablo 3. pH 1.5 ve pH 4 Biyoerisilebilirlik Yiizdeleri

. Gergek Deger Gastrik pH 1.5 Gastrik pH 4
Urtin Tipi
ug/100 g % Biyoerisilebilirlik % Biyoerisilebilirlik

Bebek Mamast 1 (0-6 ay) 83.3+3.2 58425 35+2,6
Bebek Mamasi 2 (2. aydan itibaren) 130.3+4 71+£3,5 40+4,5
Bebek Mamasi 3 (6. aydan itibaren) 90.3+4.5 56£2,5 4943,5
Devam Siitii 1 30+2.5 42+3,6 38+4,2
Devam Siitii 2 15+1.5 67+2,1 5742,1
Devam Siitii 3 22+1.0 52+1,7 45+3,0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 1 (6-36 ay) 130.0+5.5 77£2,5 67+4,0
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 2 (2. aydan itibaren) 61.3+£5.0 63+3,5 34431
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 3 (6-36 ay) 105.3+5.0 78+2.5 66+2,6
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 4 (6-36 ay) 138.7£5.5 60+3,6 36+3,2
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 5 (6-36 ay) 137.3+4.2 66+3,5 59+£2,5
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 6 (6-36 ay) 124.3£5.5 65+1,5 52+21
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 7 (6-36 ay) 95.0£3.6 73+1,2 56+1,2
Tahil Bazli Bebek Ek Gidasi 8 (6-36 ay) 73.74£5.9 59+£1,5 31£2,0
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Tablo 4’te goriildigii gibi, bir bebek mamasi mide pH’1t 1.5 iken, folik asidin
biyoerisilebilirliginin tiim numunelerde % 56-71 arasinda degistigi tespit edilmistir.
Ayrica, mide pH"1 4 iken, folik asidin biyoerisilebilirligi tiim O6rneklerde daha da
azalarak % 35-49 arasinda degismistir. Sonuglarda gozlendigi gibi, folik asidin
biyoerisilebilirligi her iki mide pH'inda diismesine ragmen, en yiiksek diisiis mide pH’1

4'te gbzlenmistir.
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90,0 P P

80,0
70,0

60,0
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Biyoerisilebilirlik, %
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10,0

0,0

Bebek mamasi 1 Bebek mamasi Bebek mamasi 3

Sekil 6. Bebek mamalarindaki folik asidin biyoerisilebilirligi

(Biyoerisilebilirlik, sindirimden sonraki degerlerin sindirimden 6nce elde edilen
degerlere orani ile belirlendi)
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Tahil bazli bebek ek gidalarindaki ilave folik asidin in vitro biyoerisilebilirligindeki
degisiklikler Tablo 4’te gosterilmektedir. Mide pH degeri 1.5 iken, folik asidin
biyoerisilebilirligi 6rneklerde % 60-78 arasinda degismektedir. Mide pH'iin 4 olmasi
durumunda folik asidin biyoerisilebilirliginin tiim 6rneklerde 6nemli 6l¢iide azalarak

PR

% 31-67 arasinda degistigi bulunmustur. Goriildiigii gibi, her iki mide pH'inda folik

gbzlenmistir.

100,0

asidin biyoerisilebilirliginde bir diisiis olmasina ragmen, en yiiksek diisiis mide pH 4'te
90,0 mpH1.5 mpH
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4
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60,0 - I I
50,0 1
40,0
' I

30,0 I I
20,0
10,0

0,0

Ekgidal Ekgida2 Ekgida3 Ekgidad4 Ekgida5 Ekgda6 Ekgida7 Ekgida8

Biyoerisilebilirlik, %

Sekil 7. Tahil bazli bebek ek gidalarindaki folik asidin biyoerisilebilirligi

(Biyoerisilebilirlik, sindirimden sonraki degerin sindirimden 6nce elde edilen degere
orant ile belirlendi.)
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Devam siitlerinde takviye edilmis folik asidin in vitro biyoerisilebilirliklerindeki
degisiklikler Tablo 4’te verilmistir. Gastrik pH 1.5 iken, folik asidin
biyoerisilebilirliginin tiim numunelerde 6nemli 6lciide azaldig ve % 42-67 arasinda
degistigi bulunmustur. Ayrica, gastrik pH 4 iken folik asidin biyoerisilebilirliginin tiim
orneklerde tekrar 6nemli Olciide azaldigl ve % 38-57 arasinda degistigi goriilmiistiir.
Bebek mamalarinda ve tahil bazli bebek ek gidalarinda en yiiksek diisiis mide pH 4'te
gbzlemlenirken, siit tirtinlerinde her iki pH seviyeleri arasindaki diisiislerde anlamli

bir fark bulunamamustir.
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Devam st 1 Devam sitil 2 Devam sutu 3

Sekil 8. Devam siitlerindeki folik asidin biyoerisilebilirligi

(Biyoerisilebilirlik, sindirimden sonraki degerlerin sindirimden 6nce elde edilen
degerlere orani ile belirlendi.)

Yukaridaki sonuglarda goriildiigii gibi, tiim bebek mamalarinda folik asidin
biyoerisilebilirliginde bir azalma olmustur. Spesifik olarak, bebek formiilleri ve tahil
bazli bebek ek gidalarinin biyoerisilebilirliklerinde en yiiksek diistisler mide pH 4'te
gozlenmistir. Buna ek olarak, devam siitlerinde gastrik pH 1.5 ve 4'te biyoyararlilik

diismesine ragmen, bu pH degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
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Bu caligsmada, in vitro gastrointestinal sistemde folik asidin bebek mamalarinda, tahil
bazli bebek ek gidalarinda ve devam siitlerindeki biyoerisilebilirlikleri incelenmistir.
Bebek mamalarinda mide pH'1 1,5’de biyoerisilebilirlik ortalama % 62 bulunmustur.
Mide pH'st 4'te ise % 4l'e dismiistiir. Tahil bazli bebek ek gidalarinda,
biyoerisilebilirlik mide pH'1 1.5'ta ortalama % 68 bulunurken, mide pH" 4'te % 41'e
diismiistiir. Devam siitlerinde, biyoerisilebilirlik, mide pH" 1,5’de ortalama % 54
olarak belirlenirken, mide pH"1 4’te % 47'ye diismiistiir ve bu iki diislis arasinda
anlamli  bir azalma bulunamamistir.  Genel olarak, tim numuneler
degerlendirildiginde, biyoerisilebilirlik mide pH" 1,5’de ortalama % 63 iken, mide
pH'1 4’ de % 47'ye diismiistir.
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DORDUNCU BOLUM
TARTISMA

4.1. Metod Optimizasyonu

Folat ve folik asit analizleri i¢in tri-enzim ekstraksiyonu onerilmistir (Rychlika, vd.,
2007; DerVies, vd., 2010). Folat poliglutamat zincirlerinin dekonjiijasyonu i¢in amilaz
ve proteaz ekstraksiyonundan sonra sigan plazmasi ve tavuk pankreatini ile bir
inkiibasyon Onerilmistir. Bu ¢alismada dogal folatlar analiz edilmediginden, folik asit
analizinde sadece di-enzim (proteazli alfa-amilaz) ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu
ekstraksiyon metodu ile referans materyaldeki folik asit miktar1 231 + 3.8 pg / 100g
olarak belirlenmistir. Sertifikali referans materyaldeki folik asit miktar1 230 £ 5.5 pg/
100 g olarak bulunmustur ve geri kazanim ise % 101’ dir. Pankreatin enzimi ile yapilan
metot ¢alismasi, di-enzim ekstraksiyonuna alternatif olarak kullanilmistir. Pankreatin
enzimi; amilolitik, lipolitik ve proteolitik enzimler icerdiginden dolay1 polisakkaritleri,
lipidleri ve proteinleri hidrolize edebilmektedir. Pankreatin; polisakaritleri dekstrinlere
veya daha kiiciik glikoz molekiillerine, lipidleri gliserole ve yag asitlerine ve

proteinleri daha kiigiik peptitlere indirgeyebilmektedir (referans var di yok).

Tablo 1'de gosterildigi gibi, farkli miktarlarda pankreatin kullanilarak sertifikal
referans materyaldeki folik asit igerigi (bebek formiilii) pH 7'de 37 °C'de 2 saat inkiibe
edilerek tayin edildi. Sonug olarak ekstraksiyonda en az 1 g pankreatin kullanildiginda
folik asit miktarinin 229 +4.5 ug/ 100 g olarak belirlendi. Sonug olarak metodun geri
kazanimi % 99 oldugu tespit edildi. Aragtirmanin kalitesi ve metodun giivenilirligi
icin FAPAS testine sonuglarimiz kabul edilebilir aralikta bulunmustur (—2 < Z skoru

< +2).

Calisma sirasinda folik asit analizi igin, di-enzim ekstraksiyonu yerine, ikinci metot

olan pankreatin metodu ile ekstraksiyon yapildi.
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4.2. Bebek Ek Gidalarindaki Folik Asit Igerigi

Bebek formiillerindeki folik asit miktarnin yapilan bir ¢calismada 10-43 pg / 100 g
arasinda oldugu tespit edilmistir (Gimenez vd., 2018). Bizim arastirmamizdaki
degerlerin yapilan ¢alismadaki bebek mamalarinin folik asit miktarindan daha biiyiik
oldugu goriilmistiir (83-130 pg/ 100 g). USDA'da belirtilen bebek formiillerindeki
folik asit miktarlar1 82 pug /100 gile 128 pg/ 100 g degerleri arasinda olup, bu degerler
calismada bulunan sonuglar ile ¢ok yakindir (83-130 ug / 100 g). Brandon ve ark.
(2014) yaptiklar diger bir calismada, bebek formiillerindeki etiket {izerinde belirtilen
folik asit miktar: ile analiz sonucu elde ediken degerler arasinda %43 ile %275
arasinda bir sapma oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamizda ise folik asidin iiriin
etiketlerinde bildirilen miktardan % 50 ile % 100 arasinda daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Tahil bazli bebek mamalarinda folik asit miktar1t USDA'ya gore 132 pg/ 100 gile 212
ug / 100 g arasinda degisirken, bizim sonug¢larimiz 61 pg / 100 gile 138 ug/ 100 g
arasinda degismistir. Tiirkiye'de kullanilan tahil bazli bebek ek gidalarinin folik asit
miktarinin daha diisiik oldugu goriilmesine ragmen, bu miktarlar Tirk Gida

Kodeksinin bildirdigi sinirlarin araliginda oldugu belirtilmistir.

Siit ve siit irtinleri dogal folat formu olan 5-MTHF igerir. Yapilan bir ¢alismada bebek
formiillerinin 0,9 ng /100 g ile 2 pg/ 100 g arasinda 5S-MTHF i¢erdigini bulunmustur
(Gimenez vd., 2018). USDA ve DTU’nun siit ve siit tiriinlerinde bulunan 5-MTHF
miktart 15 pg/ 100 g ile 60 pg/ 100 g arasinda degismektedir. Ayrica inek siitii 5 pug
/100 g ile 7 pg/ 100 g arasinda 5-MTHF igerir. Siit ve siit iiriinleri diigiik miktarda 5-
MTHEF ig¢ermektedir.

4.3. In Vitro Biyoerisilebilirlik Analizleri

UHT ve pastorize siite folik asit ilave edildiginde, biyoerisilebilirligin % 58-61
arasinda degistigi, fakat bunun yerine dogal 5-CH3-H4-folat formu eklendiginde
biyoerisilebilirligin % 71 oldugu bulunmustur. (Verwei vd., 2003), Ayni ¢alismada,
FBP ilavesinden sonra folik asidin biyoerisilebilirligi % 44-51 arasina diigmiistiir.

Verwei ark. (2003) calismasina gore folik asidin biyoerisilebilirligi FBP etkisiyle
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azalmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonuglari ile bizim ¢alismamizin sonuglari arasinda

benzerlik olsugu ve folik asidin biyoerisilebilirliginde bir azalma oldugu goriilmiistiir.

FBP miktart siit tozunda (inek) 2280-4450 mg / kg arasinda degistigini (Swiatlo vd.,
1990) ve pastorize inek siitiiniinde ise 168 + 20 mg / kg (Wigetrz, 1996). FBP'nin
folatlara 1: 1 oraninda baglanabilecegini belirtmislerdir (Paulos, C. M., vd., 2004). Bu
calisma kapsamindaki bebek mamalari ve tahil bazli bebek ek gidalarinda % 10-15 siit
tozu icermektedir. Ayrica, sentetik folik asidin baglanma kapasitesinin dogal folat 5-
CH3-THEF'den 100 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Nygren-Babol vd., 2005).
Bu nedenle, bu bilgilere dayanarak, folik asidin FBP'lere baglanmasi beklenmektedir.
Klinik bir ¢aligmada, pastorize siite ve UHT siite folik asit eklenmesinin, serum folat
seviyesini arttirdigi belirtilmig; FBP ilavesinin ise folat seviyesini etkilemedigi
goriilmistiir (Jong vd., 2005). Ispanaktaki folatin biyoerisilebilirligi % 78-80 arasinda
degistigi bildirilmistir (Verwei, 2004). Bununla birlikte siit tirtinlerinde folik asidin
biyoerisilebilirliginin siit icermeyen {riinlerden daha diisiik oldugu gosterilmistir.
Yapilan bir ¢alismada folik asidin biyoerisilebilirliginin diisiik oldugu bulunmustur.
Bunun nedenlerinden biri iriinlerdeki FBP'nin folik aside giiclii sekilde bagl
olmasidir. Gastrik pasajdan 6nce folat ve folik asit benzer oranlarda (% 76-79) FBP'ye
baglanmis, ancak geg¢is sirasinda folik asit % 80-81 oraninda FBP'ye bagl kalirken, 5-
CH3-THF’1n baglanma orant % 79’dan % 5’e diismiistiir. (Verwei vd., 2000). Bu
calisma, folik asidin ve 5-CH3-THF'nin, mide gegisinden sonra hala FBP'ye
baglanabilecegini ve FBP'nin, her iki folat bilesiginin ince bagirsaktan emilim oranini
etkiledigini gostermektedir. 0-6 aylik bebeklerin mide asiditesi yetiskinlerdekinden
cok farklidir (Bourlieu vd. 2014). Bu nedenle, in vitro ¢alismalarin bu durumu dikkate
almas gerektigi vurgulanmaktadir. Bebeklerin mide pH'larinin beslenmeden 6nce 3-4
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arasinda degistigi, ancak emzirmeden sonra 6.0-6.5'e c¢iktig1 bildirilmistir.
Yetiskinlerin gastrik pH'larmin 1.5-1.8 arasinda degistigi bildirilmistir (Nagita vd.,
1996). iki saat beslendikten sonra bebek siitii pH'min 4-5 arasinda oldugu,
yetiskinlerde ise 2'nin altinda oldugu vurgulanmigtir (Li-Chan ve Nakai, 1989).
Gastrik pH < 5.5 oldugunda FBP folik asitten ayrilmaya baslamaktadir (Picciano, M.
F., vd., 2004). Bu nedenle, yapilan ¢alismada, gastrik pH degeri 1.5 olan hastalarda,
FBP’den daha fazla folik asit ayrildigi ve daha fazla serbest folik asidin ince

bagirsaklara gectigi diisiiniilmektedir.
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Pepsin, proteinlerin midede hidrolizinden sorumlu olan bir proteazdir. Bebeklerin
gastrik pH'lar1 yetiskinlerde oldugundan daha yiiksek oldugundan, pepsin enzimi daha
az salgilanir ve siitte proteinlerin hidrolizinin bebeklerde eriskinlerden daha az olmasi
beklenir (Dipalma ve ark. 1991). Ek olarak, FBP bir peynir alti suyu proteini
oldugundan, hidrolize direnglidir ve bebeklerde tamamen hidrolize edilemez. Bu
nedenle, yapilan ¢aligmanin sonuglart FBP'nin mide enzimleri veya pH 4'teki asitlikten
etkilendigini gostermektedir. Dolayisiyla FBP ince bagirsaktan gegerken daha

kararlidir.

Sicanlar iizerinde yapilan bir calismada, asidik kosullar altinda (pH <4.5), folik asit
midede FBP'den ayrilarak, ince bagirsakta tekrar baglanmaktadir (pH 6-7) (Picciano,
M. F., vd., 2004). Bu ¢alismaya gore, midedeki FBP, pepsinden etkilenmemekte ve
ince bagirsakta yeniden aktive edilmektedir. Genel olarak, yapilan c¢aligmanin
sonuclari incelendiginde folik asidin biyoerisilebilirliginin 1,5 gastrik pH'da ortalama
% 63, mide pH 4’te % 47 oldugunu gostermektedir. Gorildiigii gibi folik asidin
biyoerisilebilirligi gastrik pH 4'te daha diistiktii. Bu veriler, mide pH'siin folik asit

biyoerisilebilirligini etkiledigini isaret etmektedir.

Yogurt fermente bir iiriin oldugundan, FBP miktar1 ¢ok diistiktiir. Folik asit ve folatin
yogurt igerisine eklenmesi durumunda biyoerisilebilirligin her ikisi i¢in de ayni
seviyede oldugu belirtilmektedir (% 82). Bununla birlikte, FBP'nin yogurt igerisine
eklenmesiyle folik asidin biyoerisilebilirligi % 34'e  diiserken, folatin
biyoerisilebilirligi % 57'ye diismiistiir. Yogurtla yapilan bu ¢alisma, FBP'nin folik asit
biyoerisilebilirligi tizerinde bir etkisi oldugunu desteklemektedir (Arkbéage vd., 2003).
Yapilan bu caligma baglaminda tiriinlerle ilgili literatiir incelendiginde, 6zellikle bebek
mamasinda ve tahil bazli bebek ek gidalarinda yiiksek oranda FBP oldugu
gozlenmistir. Calismaya dahil edilen devam siitleri, ultra yiiksek sicaklikta islem
gormiis siit olan UHT siit kullanilarak formiile edilmistir. Cig siit ile
karsilastirildiginda, pastorize siitte FBP; % 8, UHT siitte % 19 azalmistir. Ayrica 1s1l
isleme ragmen FBP'nin bozulmadig: belirtildi (Wigertz vd., 1996). Yapilan gailsmada,
devam siitlerinde folik asit miktarinin diger tiriinlere gore diisiik olarak saptanmustir.
Bununla birlikte, siitte bulunan az miktardaki FBP’nin bile folik asidin

biyoerisilebilirligini etkiledigini gostermektedir.
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BESINCI BOLUM

SONUC VE ONERILER

Takviyeli veya takviye edilmemis gida iiriinlerinde folat veya folik asidin
biyoyararlanimi hakkinda bilgi, bu iiriinlerdeki giinliik folat miktarinin giinliik gida
gereksinimlerini karsilayip karsilamadigini belirlemek icin gereklidir. Bebeklerle ilgili
klinik ¢aligmalarin sinirli sayida olmasindan dolay1, in vitro ¢alismalar bize giinliikk
yiyeceklerimizi tliketerek tamamlayict folik asit veya bagka besinleri ne oOlgiide
alabilecegimizi gosterebilir. Bu c¢alisma kapsaminda gozlemlendigi gibi bebek
besinlerine takviye edilmis folik asidin biyoyararliliginin hem FBP hem de gastrik
pH'indan etkilendigi disiiniilmektedir. Bu nedenle, folik asidin in vitro
biyoerisilebilirliginin yiiksek gastrik pH'da daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu
sonuclar folik asidin biyoerisilebilirliginin in vivo olarak daha diisiik olabilecegini
gostermektedir. Muhtemelen, in vivo ve in vitro caligmalar goéz Oniinde
bulundurularak, yeni formiilasyonlar planlanirken giinliik besin gereksinimleri gézden

gegirilebilir.

Bu c¢alismada goriildiigii gibi, bir bebek mamas1 mide pH’1 1.5 iken, folik asidin
biyoerisilebilirliginin tiim numunelerde % 56-71 arasinda degistigi tespit edilmistir.
Ayrica, mide pH" 4 iken, folik asidin biyoerisilebilirligi tim 6rneklerde azalarak %

35-49 arasinda degismistir.

Tahil bazli bebek ek gidalarindaki ilave folik asidin in vitro biyoerisilebilirlikleri mide
pH degeri 1.5 iken, % 60-78 arasinda degismektedir. Mide pH'inin 4 olmasi
durumunda folik asidin biyoerisilebilirliginin tiim 6rneklerde 6nemli dlgiide azalarak

% 31-67 arasinda degistigi bulunmustur.

Devam siitlerinde takviye edilmis folik asidin in vitro biyoerisilebilirlikleri gastrik pH

1.5 iken, folik asidin biyoerisilebilirliginin tiim numunelerde % 42-67 arasinda

o

degistigi bulunmustur. Ayrica, gastrik pH 4 iken folik asidin biyoerisilebilirliginin tiim
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orneklerde 6nemli 6l¢iide azaldigi ve % 38-57 arasinda degistigi bulunmustur.
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Bebek mamalarinda ve tahil bazli bebek ek gidalarinda en yiiksek diisiis mide ph 4'te
gbzlemlenirken, siit tiriinlerinde pH seviyelerinin hi¢gbirinde bu diisiislerde anlaml1 bir

fark bulunamamustir.
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