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ENDUSTRIEL BiR ATIK OLARAK HURMA CEKIRDEGI; KAVURMA
PROSESININ HURMA CEKIRDEGI UNU VE HURMA CEKIiRDEGI
KAHVESININ ANTIOKSIDAN KAPASITESI UZERINE ETKIiSI

OZET

Hurma, insanoglunun yetistirdigi en eski bitkilerden biridir. Kuzey Afrika ve Orta
Dogu bolgelerinin ekonomisinde ¢ok eski zamanlardan beri biiyiik rol oynar.
Amerika’ya Ispanyollar tarafindan 19. yiizyilin baslarinda getirilmis ve Meksika
civarinda yetistirilmistir. Tirkiye’de, Bat1 ve Giiney Anadolu ve Akdeniz bolgesinde
yetistirilmekte ve yurdumuzun her bolgesinde yiiksek miktarlarda tiiketilmektedir.
[k defa Basra Korfezi’nde yetistirildigi tahmin edilen hurma bitkisi, yaklasik 18-24
m boyundadir. Meyveleri sarims1 kahve renkli, dis kabuk sarimsidir. Orta kisim etli
ve seker bakimidan zengindir. Cekirdegi silindirik, sert ve bir yiizii boyunca derin
olukludur. Hurma ¢ekirdegi ¢ok zengin bir gida lifi, fenolik madde ve antioksidan
kaynagidir. Cekirdekler beslenmede potansiyel ucuz lif ve antioksidan kaynagi
olarak diigiiniilebilir. Bu itibarla tohumlar fonksiyonel gida katki maddesi olarak
kullanilabilmektedirler. Araplarda c¢ekirdekler ogitiiliip kafeinsiz kahve olarak
tilkketilmektedir. Bunun disinda cekirdekler atik olarak kabul edilmekte ve hayvan
yemi olarak degerlendirilmektedir.

Bu calismada, mebrum tiirii hurma c¢ekirdeginin fenolik igerigi ve antioksidan
kapasitesi incelenmis ve ayni tiir hurma g¢ekirdeklerinin, farkli siirelerde kavurulup,
ogiitiilmesiyle elde edilen kahvelerin ve bu kahvelerden elde edilmis brewlerin
(kahvelerin pisirilip telvesinden ayrilmig sulu kismi) fenolik igerigi ve antioksidan
kapasitesinin nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Tiirkiye’de en
cok tiiketilen ve endiistriyel anlamda kullanilan mebrum tiirii hurmanin ¢ekirdekleri
kullanilmistir. Cekirdekler hearthware precision coffee roaster yardimiyla sabit
sicaklikta (200 0 C) 5,10 ve 15 dakika kavrularak ¢giitilmiistiir.

Kavurma islemi uygulanmadan, un haline getirilmis ¢ekirdekler ve farkli siirelerde
kavrulmus c¢ekirdek 6rneklerinin fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktiviteleri
cesitli metotlar ile tespit edildikten sonra biyoyararliligi incelenmistir.

Calismada kullanilan o6rneklerinin toplam fenolik madde ve toplam antioksidan
aktivite tayinleri ic¢in uygulanan metotlarda kullanilmak {izere ekstratlar
hazirlanmistir. Uygun ¢ozgen sisteminin hazirlanmasinda literatiirdeki c¢aligmalar
esas almarak %80’°lik etanol kullanilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde
igerikleri Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmis ve sonuglar mg gallik asit
/ 100 g kuru madde cinsinden ifade edilmistir.

Analiz sonunda hurma ¢ekirdegi unu 6rneklerinin ortalama toplam fenolik madde
miktar1 3616.1 mg GAE / 100 g kuru madde olarak tespit edilmistir, hurma ¢ekirdegi
unundan elde edilmis brew de ise ortalama 635.55 mg GAE / 100 g toplam fenolik
madde bulunmustur.
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5, 10 ve 15 dk. kavurma islemi uygulan g¢ekirdeklerde sirasiyla 3237.12, 2080.93,
1583.66 mg GAE / 100 g kuru madde tespit edilmistir. Bu ¢ekirdeklerden, geleneksel
Tirk kahvesi yontemi ile elde edilen kahvelerin, telvesi siiziildiikten sonra kalan sulu
kisimina, ¢ekirdeklerden ne kadar fenolik madde gegisi oldugunu analiz etmek
amaciyla hazirlanan brewlerde ise 334.20, 102.39, 85.08 mg GAE / 100 g kuru
madde bulunmustur.

Toplam antioksidan aktivitesi tayininde DPPH ve CUPRAC yontemleri kullanilmis,
ve Orneklerin antioksidan aktivitesi troloks es degerligi antioksidan kapasite (TEAC)
cinsinden ifade edilmistir. DPPH metodu ile analiz sonuc¢larinda, kavrulmamis hurma
cekirdegi orneklerinin ortalama toplam antioksidan kapasitesi 10315.06 g TEAC /
100 g kuru madde, kavrulmamis hurma ¢ekirdegi brewlerinin ise 5131.56 g TEAC /
100 g kuru madde bulunmustur. 5, 10 ve 15 dk kavrulmus hurma cekirdeklerinin
sirasi ile ortalama sonuglar1 5343.04, 4902.52, 3858.26 g TEAC / 100 g kuru madde
iken bu ¢ekirdeklerden elde edilen brewlerin sonuglari ortalama olarak 356.12,
86.52, 40.27 g TEAC / 100 g kuru madde bulunmustur. CUPRAC metodu ile analiz
sonuclarinda, kavrulmamis hurma ¢ekirdegi Orneklerinin ortalama toplam
antioksidan kapasitesi 18514.19 g TEAC / 100 g kuru madde, kavrulmamis hurma
cekirdegi brewlerinin ise 2313.62 g TEAC / 100 g kuru madde olarak bulunmustur.
5, 10 ve 15 dk kavrulmus hurma cekirdeklerinin sirasi ile ortalama sonugclari
9189.92, 6275.11, 3919.6 g TEAC / 100 g kuru madde iken bu ¢ekirdeklerden elde
edilen brewlerin sonuglar1 ortalama olarak 945.71, 336.60, 247.80 g TEAC / 100 ¢
kuru madde bulunmustur. Yapilan analizler arasindaki korelasyon katsayilar
hesaplanmis ve istatistiksel olarak 6nem dereceleri incelenmistir.

Kavrulmus ve kavrulmamis hurma g¢ekirekleri Orneklerinde bulunan fenoliklerin
biyoyararliligi in vitro sindirim metodu kullanilarak mide ve ince bagirsak sindirimi
fizyokimyasal ve biyokimyasal anatomi simiile edilerek incelenmistir. Insan ve
hayvan gibi organizmalarda yapilan aragtirmalar karmasiklik, pahalilik ve etik
sebeplerden dolayi tercih edilmemektedir. Diger yandan, in-vitro metodu labaratuvar
ortaminda hizli ve basit yontem sunarak, degerlendirme olanagi saglamaktadir. PG,
IN, OUT fraksiyonlar1 elde edilerek; toplam fenolik madde ve toplam antioksidan
kapasitesi (DPPH ve CUPRAC) analizleri her bir fraksiyona uygulanmistir.
“Baslangi¢” degeri sindirim oOncesini, “PG (Post-gastric) mide ¢ikisini, “IN” ince
bagirsaga gecen kismi,“OUT” kolona gecen kismi ifade etmektedir. Her cinsin %
geri kazanmim degerleri toplam fenolik madde ve toplam antioksidan kapasitesi
analizleri sonuglarina gore hesaplanmistir. Genellikle, PG farksiyonlarinin toplam
fenolik igerigi ve antioksidan kapasiteleri, IN ve OUT degerlerinden daha yiiksek
bulunmustur. Bunun sebebi ise, mide ortaminin asitligi polifenolik bilesikleri
dengelemesi ve stabilize etmesidir.

Calisma sonunda, hurma g¢ekirdeginin literatlirdeki sonuclariyla orantili olarak
yiiksek fenolik igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Ancak bu yiiksek igerik
kavurma isleminden etkilenmekte ve antioksidan kapasitesi ile fenonik madde
iceriginde azalmalar olmaktadir. Cekirdeklerden daha diisiik sonuglar veren
brewlerde de kavurma sonucu toplam fenolik madde miktarinda ve antioksidan
kapasitesinde azalmalar olmaktadir.
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DATE SEED AS AN INDUSTRIAL WASTE; EFFECT OF ROASTING ON
ANTIOXIDANT CAPACITY OF DATE SEED FLOUR AND DATE SEED
COFFEE BREWS

SUMMARY

Date is one of the historical plant which has been grown by humankind. This plant
has been playing vital role in both North Africa’s and Middle East’s economy. It was
transported to America by Spanish at the begining of 19" century and was farmed in
Mexico. In Turkey, dates which in East and South Mediterranean are consumed in
high quality by Turkish people. Evidence of date palm cultivation goes as far back as
4000 BC in what is now southern Irag. The date palm is found in the Near East,
North Africa, and the American continent, where dates are grown commercially in
large quantities.

The botanical name of the date palm is Phoenix dactylifera L., and it is an important
member of the family Palmacea. There are over 2000 different date varieties, which
vary in shape, size, and weight. Usually they are oblong in shape, although certain
varieties may be almost round. The length ranges from 1.8 to 11.0 cm, and the width
from 0.8 to 3.2 cm; the average weight per fruit is 2-60 g. As with the fruit, the seed
characteristics also vary greatly according to variety, and environmental and growing
conditions.

Date seeds, also called stones or pits, form part of the integral date fruit, which is
composed of a fleshy pericarp and seed that constitutes between 10 and 15% of the
date fruit’s weight, depending on the variety and quality thus, approximately 825,000
tons of date seeds are produced annually. The seed weight ranges from 0.5 g to 4 g,
the length from 1.2 to 3.6 cm, and the width from 0.6 to 1.3 cm. The seed is usually
oblong, ventrally grooved, with a small embryo, and with a hard endosperm made of
a cellulose deposit on the inside of the cell walls. As it is also known that date seeds
contain valuable bioactive compounds, utilization of this by-product is highly
desirable for the date industry. Seed of date is a cheap fiber in the diet and considered
as a potential source of antioxidants. As such seeds can be used as functional food
additives. Moreover, milled seeds are consumed as decaffeinated coffee by Arabs.
Furthermore, date seeds are considered as waste and used as animal feed.

Epidemiological studies have consistently shown that high fruit and vegetable
consumption is associated with a reduced risk of several chronic diseases, such as
coronary heart disease, cardiovascular disease, cancers, atherosclerosis,
neurodegenerative diseases (such as Parkinson and Ahlzeimer), and inflammation, as
well as aging. This is attributed to the fact that these foods may provide an optimal
mixture of phytochemicals such as dietary fiber, natural antioxidants such as
vitamins C, E, and beta-carotene, and phenolic compounds. Interestingly, the

peel and seed fractions of some fruits possess higher antioxidant activity than the
pulp fraction . Date seeds appear to fit well into this category.
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Several studies have reported the advantages of the incorporation of date seeds into
animal diets. Some of these advantages include increased weight gain, improved feed
efficiency, and improved meat palatability. Adding date seed to the starter and
finisher diets improved body weight gain, feed conversion, and growth performance,
comparable to the cornesoybean meal diet of broiler chicks. Results show that the
date seed can be included at 10% in broiler diets to support and enhance growth
performance. Also, studies show that a feeding treatment with normal date seeds (7-
14%) significantly increased the testosterone in plasma, and the body weight of rats.
The protein of date seeds has a higher concentration of lysine, which is often the
limiting amino acid in diets based on cereals.

In this study, mebrun type dates were used and the seeds of mebrun dates were
roasted in different times (5 min, 10 min, 15 min) at constant tempreture (200°C)
with precision coffee roaster. Then, roasted and unroasted seeds were milled.
Extracts for the usage in the assay were prepared. 80% ethanol was used as suitable
solvent on the basis of liteature. Total phenolics and total antioxidant activity in
roasted coffee powder, unroasted seed flour and the brews from roasted powders
were measured by spectrophotometric analysis. Total phenolics were determined by
Folin- Ciocalteu method. Results were expressed by mg gallic asid/ 100 g dry matter.
In order to determine the antioxidants activity; DPPH Free Radical Scavenging
Capacity and Cupric Reducing Antioxidant Capacity assays were performed. Results
were expressed through TROLOX equvalent. Total phenolic content and total
antioxidant capacity values indicated that seed flour were significantly higher. When
compared to rosted and unroasted flour, total phenolic content decreased with
roasting effect. Same results were obtained from brew samples. Unroasted brews
showed the highest total phenolic content and antioxidant capacity and 15 min.
roasted brews showed the least TPC and antioxidant capacity. In regards to the total
antioxidant capacity methods, CUPRAC assay gave higher responses than the DPPH
assay in accordance with the literature. The corrlation coefficients between the
assays were calculated and the significance of the assays were statistically analyzed.

The bioaccessibility of phenolics from roasted and unroasted powder and brews was
assessed by in vitro gastro-intestinal digestion procedure that simulates the
physiochemical and biochemical changes that occur in the gastrointestinal tract.
Since in vivo studies on humans and animals are not preferred due to the limitations
such as complexity, expensiveness and ethical reasons, in vitro digestion assays
provide rapid and simple methods to evaluate phytochemical stability in food
matrices.

Samples were collected prior to digestion (initial), after gastricdigestion (post-gastric,
PG), and after intestinal digestion (serum-available, IN; nonserum-available, OUT)
and analyzed using spectrophotometric assays. The percent recoveries were
calculated as the proportions of the values obtained for PG, IN and OUT fractions to
the initial values. Results from in vitro digestion demonstrated that phenolic acids
were found to be stable in gastric digestion due to acidic conditions.

XX



At the end of the study, date seeds appeared to have a high phenolic content and
antioxidant capacity However, they were affacted by the high content roasting and
showed reduction in the antioxidant capacity and total phenolic content.
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XXii



1. GIRIS

Hurma, insanligin bilinen en eski kiiltlir bitkilerinden biridir. Yaklasik 6000 yildir
gida olarak tiiketilen hurma, Arecaceae (palmaceae) familyasinda bulunan palmiye
agacinda yetismektedir. Degisik lezzet, renk ve goriinlisteki hurma ¢esitleri Phoenix

dactylifera L. tiirline aittirler (Robinson ve dig, 2012).

Hurma tiirleri Kanarya Adalari, Kuzey ve Orta Afrika iilkeleri, Ortadogu Ulkelerini
icine alan genis bir cografyaya yayillmis bulunmaktadir. Yetismesi i¢cin en 6nemli
etken iklimin sicak olmasidir. Tiirkiye’nin iklim sartlar1 meyvenin olgunlasmasi i¢in
yeterli olmasa da Giiney Ege ve Bati Akdeniz bolgelerinin bir kisminda
yetisebilmektedir (Bozbuga ve Hazir 2008).

Ekonomik degeri yiiksek olan hurmanin diinya toplam tiretimi FAO (2013) verilerine
gore diinya genelinde 7 462 510 ton’dur. Hurma iiretiminde, Misir birinci, Suudi
Arabistan ikinci ve Iran {iciincii siradadir. Bu iilkeleri Pakistan, Birlestik Arap
Emirlikleri, Cezayir takip etmektedir. Tirkiye ise 16. sirada yer almaktadir

(Anonymous 2013).

Hurmanin botanik yapisi en igte bir ¢ekirdek ve c¢ekirdegi saran sert bir endokarp
tabakasi, bunun lizerinde etli kismi olusturan mezokarp tabakasi ve en dista da
meyveyi saran ince bir epikarp tabakasindan olusan bir meyve ¢esididir (Hasnaoui ve
dig, 2010).

Hurma ¢ekirdegi meyvenin en i¢ kisminda bulunmakta ve agirhigi yaklasik
olarakmeyvenin agirhginin %5.6-15’ini  olusturmaktadir. Hurma ¢ekirdegi c¢ok
zengin bir gida lifi (%73.1), fenolik madde(3942 mg/100g) ve antioksidan (80400
umol/100g) kaynagidir. Meyve dokusuyla kiyaslandiginda daha fazla protein (5.1
g/100g) ve yag (9.0g/100g)icerdigi goriilmektedir. Cekirdekler beslenmede
potansiyel ucuz bir lif ve antioksidan kaynagi olarak diisliniilebilir. Bu itibarla
tohumlar fonksiyonel gida katki maddesi olarak kullanilabilmektedirler. Araplarda
cekirdekler ogiitiiliip kafeinsiz igcecek seklinde icin kahve olarak tiiketilmektedir.



Bunun digindagekirdekler atik olarak kabul edilmekte ve hayvan yemi olarak
degerlendirilmektedir (Al-Farsi ve Lee 2008; Baliga ve dig, 2011).

Antioksidanlar kalp ve damar hastaliklarinin Onlenmesinin yani sira kanser,
parkinson ve ahlzeimer hastaliklari, enflamasyon gibi norodejeneratif hastaliklar ve
yaslanma gibi durumlarin Onlenmesinde Onemli rol oynadigi disiiniilmektedir.
Antioksidanlarin insan biinyesindeki fizyolojik fonksiyonu, metabolizmanin rutin
faliyetleri sirasinda meydana gelen reaktif oksijen ve azot gibi reaktif {iriinlerin yan
etkilerini azaltan maddeler olarak tanimlanir. Dogal antioksidanlar 6ncelikli olarak
bitkisel kaynakli fenolik maddeler, C vitamini, karotenoidler ve selenyumlardir.
Bitkisel kaynakli fenolik bilesiklere Ornek olarak flavonoid bilesikler
(antosiyaninler), sinamik asit tlirevleri, kumarinler ve tokoferol (E vitamini)
verilebilir (Al-Farsi ve Lee 2008; Saafi ve dig, 2009; El-Arem ve dig 2012;
Benmeddour ve dig 2013).

Hurma ve ¢ekirdegi antik ¢aglardan giiniimiize kadar geleneksel tedavi amagh ilag
olarak kullanilmaktadir. Hurmanin kanserden agiz kokusuna kadar bilinen yaklagik
yetmis farkli hastaliga iyi geldigi bildirilmektedir (Duke ve dig, 2002). Karaciger ve
bobrekleri koruyucu, kanser Onleyici, bagisiklik sistemini gelistirici, hormonal
sistemi diizenleyici etkisi deney hayvanlar1 {izerinde yapilan laboratuvar

caligmalariyla kanitlanmistir (Baliga ve dig, 2011).

1.1 Tezin Amaci

Bu ¢aligmanin ilk amaci, endiistriyel bir atik olan hurma g¢ekirdeginin sahip oldugu
toplam fenolik madde miktarin1 ve antioksidan aktivitesini tayin ederek, bir atigin
geri doniigiimiinii saglamak ve potansiyel fonksiyonel gida 6zelligini tespit etmektir.
Calismanin ikinci amaci ise, hurma ¢ekirdeginin, kavrularak kahve haline getirilmesi
ile yeni bir iriin gelistirmek ve bu ¢ekirdeklerin su ile karsigtirtlip geleneksel tiirk
kahvesi prosesi uygulandiktan sonra, telvesinden siiziiliip elde edilen sulu kismin
(brews) toplam fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri incelenerek
cekirdekten sulu kisma gegen toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan

aktivitelerini analiz edip ve biyoyararliliklarinin incelenip, kiyaslanmasidir.



1.2 Literatiir Arastirmasi

1.2.1 Hurma

Latince Phoenix dactylifera olarak bilinen hurma , palmiyegiller (Arecaceae) ailesine
ait bir ¢esit palmiye tiirii olarak, insanoglunun tarimini yaptigi bilinen en eski tarim
tirtinlerinden biridir. Yaklasik 6000 yildir, gida olarak tiiketilmekte olup, tiretiminin
yapildig1 yorelerde yasayan insanlar i¢in ekonomik ve sosyal agidan biiyliik dnem
tasimaktadir. Hurmanin, yasam agaci olarak da isimlendirilmesi ona verilen énemi
gostermektedir. Hurma tarimi 800.000 hektarlik bir alanda yapilmakta olup diinya
tizerinde 2000’in tlizerinde farkli ¢esidi oldugu bilinmektedir. Hurma tropikal, 1liman
ve ¢0l ikliminin yasandigi bolgelerde yetisebilemektedir(Amer, 1994). Hurmanin
yetismesi i¢in yeterli sicaklik Tiirkiye’de saglanamamaktadir ancak Giiney Ege ve
Bati Akdeniz boélgelerinin bazi kisimlarinda (Datca Yarimadasi ve Ege Adalar)
hurma yetistigi gozlenmektedir. Bu bolgelerde yetisen hurma tiirleri Phoenix

canariensis ve Phoenix theoprasti’dir (Bozbuga and Hazir 2008).

Diinya {izerinde ise hurma sicaklikla orantili olarak Kanarya Adalari, Kuzey ve Orta
Afrika iilkeleri, Uzakdogu ve Asya iilkelerinin bir¢ogunda yetismektedir. FAO’nun
2013 verilerine gore hurma iiretiminde Misir birinci, Suudi Arabistan ikinci ve Iran
tctlincti siradadir. Bu iilkeleri Pakistan, Birlestik Arap Emirlikleri, Cezayir takip
etmektedir. Tiirkiye ise 16. sirada yer almaktadir. (Anonymous, 2013).Hurma iiretimi
iilkemizde az olmakla beraber, tliketim miktar1 fazladir, 6zellikle ramazan ayinda

kuruyemis olarak iilkemizde yliksek miktarda hurma tiikketimi oldugu goriilmektedir.

Hurma yilda bir kere meyve veren bir bitkidir. Olgunlasma siireci 7 ay kadardir. 5
asamadan olusur. Polenlesmeden olgunlasma evresine gecen hurma tamr siirecine
girmis olur, bu siire¢ kurutma evresi olarak da bilinir. Tamr siireci, 4 agamalidir.
Nem miktarindaki azalisa gore kimri, khalal, rutab ve tamr evrelerini gegirir. (Zaid
1999). Hurma tlkemizde tamr evresinde, yani kuru sekilde tiiketilirken, 6zellikle
ramazan doneminde rutab doneminde, taze hurma olarak bilinen daha yiiksek nemli
ve sekerli haliyle de tiiketilebilmektedir. Rutab asamasindaki taze hurma %24-45
nem, %2.6 protein, %0.3 yag ve %2.6 kiil i¢erirken, tamr asamasinda, daha uzun siire
kurutulmus hurmanin nemi %20 nin altindadir, %2.3 protein , %0.2 yag ve %1.7 kiil
igerir (Al-Shabib ve Marshall, 2003).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Palmiyegiller

Diinya iizerinde 2000°den fazla hurma tiiri bulunmaktadir. Yetistirme sekillerine
gore de hurmanin 6zellikleri degisiklik gosterebilir. Hurma c¢esitleri arasinda genislik
8-32 mm, uzunluk 18-110 mm ve agirlik ise 2-60 g/adet arasinda degisiklik
gostermektedir. Hurma ¢ekirdeginde ise; genislik 6-13 mm, uzunluk 12-36 mm,
agirlik 0.5-4 g/adet araliginda degismektedir (Zaid, 2002).

Hurmanin, karbonhidrat, yag, protein ve lif miktar1 sirasiyla su araliklarda degisim
gostermektedir; karbonhidrat %44-88, protein %2.3-5.6, yag %0.2-0.5, diyet lifi
%6.4-11.5. Hurmadaki yiiksek miktardaki sekeri, friikktoz ve glikoz olusturmaktadir
(%44-88), friiktoz ve glikoz miktarlar1 yaklasik olarak esittir (Al-Shahib ve Marshall
2003).

Hurmanin yaklagik %5.6-14.2 kadar1 ¢ekirdegidir. Diinya iizerinde, hurma
tretimiyle baglantili olarak, yilda 825,000 ton hurma c¢ekirdegi iiretimi
yapilmaktadir. Cok zengin bir gida lifi ve antioksidan kaynagi olan hurma
¢ekirdeginin besin degerleri ise %3.1-10.3 nem, %71.9-87 karbonhidrat , %2.3-6.4
protein , %5-13.2 yag ve %0.9-1.8 kiil araliklarinda degismektedir. Cizelge 1.1°de
hurma c¢esitlerine gore c¢ekirdeklerindeki nem ve besin degerleri oranlar1 verilmistir.
Hurma ¢ekirdegi, hurma meyvesi ile kiyaslandiginda daha yiiksek miktarlarda yag ve
protein icermektedir. Cekirdekler beslenmede potansiyel ucuz bir lif ve antioksidan
kaynagi olarak diisiiniilebilir. Bu yoniiyle fonksiyonel gida katki maddesi olarak
kullanilabilmektedirler. Araplarda ¢ekirdekler ogiitiilip kafeinsiz icecek seklinde
kahve olarak tiikketilmektedir. Bunun disinda ¢ekirdekler atik olarak kabul edilmekte
ve hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir (Al-Farsi ve Lee, 2011).

Ali-Mohamed ve Khamis’in (2005) yaptigi caligmaya gore 6 ¢esit hurma
cekirdeginin mineral g¢esit ve miktarlar1 su araliklardadir; 459.8-542.2 potasyum,
21.7-26.1 sodyum, 6.5-11.3 kalsiyum, 61.3-69.5 magnezyum, 2.8-6.0 demir, 1.3-1.7
manganez, 1.0-1.4 ¢inko 0.4-0.6 bakirdir.

Nehdi ve dig’nin (2010) yaptigi ¢alismaya gore hurma ¢ekirdeginde bulunan
ortalama yagda; %50.10 oleik asit, %19.23 linoleik asit, %10.24 laiirik asit, %9.83
palmitik asit ve %7.51 stearik asit bulunmaktadir. (Nehdi ve dig,2010) Al-Hooti ve
dig.’nin(1998) 5 hurma ¢esidinde yaptig1 calismaya gore ise yine en yiiksek yag asidi
yiizdesi %56.1 ile oleik akittedir. Oleik asidi, %11.9 ile palmitik asit, %11.6 linoleik



asit, %8.3 ile laiirik asit, %6.0 ile myristik asit ve son olarak %2.6 ile stearik asit
takip etmektedir(Al-Hooti ve dig,1998). Hurma ¢ekirdegi yagi yenilebilir ancak
diisiik ekstraksiyon miktar1 sebebi ile diger yaglik bitkilere alternatif degildir. Hurma
cekirdeginin diger fizikokimyasal Ozellikleri su sekildedir; saponifikasyon sayisi
191.28, iyodun sayist 76.66, p- anisidin degeri 3.67, peroksit degeri 3.62 meq/kg,
serbest yag asitleri igerigi % 0.59, karotenoid igerigi 5.51 mg / 100g, klorofil igerigi
0.10 mg / 100g ve kirtlma indeksi 1.45°dir (Nehdi ve dig, 2010).

Cizelge 1.1: Hurma cekirdegi tiirlerinde nem, protein, yag, kiil ve karbonhidrat
kompozisyonlar1 (Al-Farsi ve Lee, 2011).

Hurma Tirleri nem% protein% yag% kiil% karbonhidrat%
Mabseeli 3.1 3.9 5.0 1.0 87.0
Um-sellah 4.4 5.4 5.9 1.2 83.1
Shahal 5.2 2.3 5.1 0.9 86.5
Fard 10.3 5.7 9.9 1.4 72.7
Khalas 7.1 6.0 13.2 1.8 71.9
Lulu 9.9 5.2 10.5 1.0 73.4
Deglet noor 9.4 5.0 9.2 1.0 75.4
Allig 8.6 4.7 11.6 1.0 74.1
Ruzeiz 54 6.4 9.7 1.0 77.5
Sifri 4.5 5.9 10.0 1.1 78.5
Average 6.8 5.1 9.0 1.1 78.0

Besbes ve dig’in (2004), Deglet Nour ve Allig cinsi hurmalarin ¢ekirdeklerinde
yaptigt ¢alismada hurma ¢ekirdegi yagindaki tokaferol ve sterol profilleri
karsilastirilmistir. Kafeik asit esdegeri cinsinden, toplam fenollik degerleri 22.0-52.1
mg/ 100 g arasinda degismektedir. Bu sonu¢ zeytinyagi disindaki yenilebilir yaglar
ile kiyaslanmis ve hurma g¢ekirdeginin zengin bir fenolik bilesik kaynagi oldugu
gozlemlenmistir (zeytinyagindaki toplam fenolik miktar1 12.4 -51.6 mg/100g ). Bu
durum hurma ¢ekirdegi yagindaki oksidatif kararliligin diger bitkisel yaglardan

yiikksek olusunu agiklayabilir. Hurma c¢ekirdegi yaginin oksidatif kararlilig
sayesinde, kozmetik ve ila¢ sanayi iirlinleri i¢in iyi bir dogal fenolik kaynag1 6zelligi
gosterebilir. Deglet Nour ve Allig tiirii hurma ¢ekirdegi yaginin en yiiksek tokaferol
oranina a-TokKofero’diir. Deglet Nour i¢in 24.97%, Allig i¢in 38.85% oranindadir.
Toplam sterol miktar1 ise; Deglet Nour icin 350, Allig icin 300 mg/100 g
bulunmustur. Toplam sterolde ise b-sitosterol %83.31 ve %78.66 oraniyla en yiiksek
miktardadir. (Besbes ve dig, 2004).



Hurma c¢ekirdegindeki protein miktar1 yagdan daha azdir, ancak Deglet Nour ve
Allege c¢esit hurma tiirlerinin ¢ekirdeklerinde yapilan ¢aligmalarda hurma
¢ekirdegindeki proteinde temel aminoasitlerden glutamik asit %17.8-16.8 oranlarinda
bulunmustur. Her ne kadar hurma ve ¢ekirdegindeki protein miktar1 diisiik goriilse de
bu miktar diger meyvelerdeki protein miktarlari ile kiyaslaninca yiiksektir. (Elma
%0.3, portakal %0.7, muz %1.0 ve liziim %1.0) (Bouaziz ve dig, 2008).

Hurma c¢ekirdegi toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan bakimindan da
olduk¢a zengindir. Toplam fenolik miktar1 farkli hurma c¢ekirdeklerinde 3102-
4430mg/100 g arasinda degisirken, antioksidan miktar1 58,000-92900 pmol/100 mg
arasinda degismektedir. Ayrica hurma g¢ekirdegi 79.84-64.5g/100g araliginda diyet lif
icermektedir. Hurmada ise 172-246mg/100g toplam fenolik madde, 14,600-16,200
umol /100 g antioksidan ve 5.9-8.7g/100g diyet lif bulundurmaktadir (Cizelge 1.2).
Hurmadaki fenolik madde, antioksidan ve diyet lif miktarlar1 ¢ekirdegine kiyasla
diisiiktiir. Bu sonuglar da hurma c¢ekirdeginin fonksiyonel gida olarak

kullanilabilecegini akillara getirmektedir. (Al-Farsi ve dig, 2007)

Cizelge 1.2: Hurma ¢ekirdegi tiirlerinde diyet lif (g/100g), toplam fenolik (mg/100g)
ve antioksidan(umol/100g) miktarlar: (Al-Farsi ve Lee, 2011).

Hurma Tiirleri Diyetlif  Toplam Fenolik Antioksidant
Mabseeli 79.84 4430 58000
Um-sellah 80.15 4283 80300
Shahal 77.75 3102 92900
Fard 67.8 - -

Khalas 64.5 - -
Lulu 68.8 - -
Average 731 3942 80400

Al-Farsi and Lee’nin (2008) ¢alismasinda hurma ¢ekirdeginde 9 farkli fenolik asit
tespit edilmistir, bunlardan 9.89 mg/100 g ile p-hydroxybenzoic asit en yiliksek
miktara sahipken onu, (8.84 mg/100 g) ile protocatechuic ve (8.42 mg/100 g) ile m-

coumaric asit takip etmistir (Al-Farsi ve Lee, 2008).



1.2.2 Serbest radikaller, oksidatif stres ve antioksidanlar

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir veya birden
fazla elektron iceren, molekiil agirhig diisiik ve oldukca yiiksek reaktif ozellikte

kimyasal tirtinlerdir (Southorn ve Powis, 1988).

Oksijen canlilar i¢in 2 temel fonksiyonu sebebiyle ¢ok Onemlidir. Bunlardan
birincisi, oksijenin canlilar i¢in yapisal fonksiyonudur. Oksijenin bu gorevi biitiin
canlilar i¢in gegerlidir ve biitiin canlilarin yapisint olusturan 100 atomdan yaklasik
25’1 oksijen atomudur. Oksijenin ikinci temel gorevi ise fonksiyonel 6zellikte olup,
oksidasyon reaksiyonlariyla canlilarin solunum sisteminde yer almasidir. Solunumla
alinan oksijenin %5 canli biinyesi tarafindan serbest radikallere donistiiriiliir. Bu
sekilde dontisen oksijen yliksek derecede reaktif 6zellik gdsterip, oksijenin toksik

etkisinin asil sebebidir (Kiling, 1986).

Bu oksijen iceren reaktif molekiiller reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak da
adlandirilabilirler. ROT’lar protein, yag ve niikleik asit gibi hiicrelerin temel

bilesenlerine zarar vermektedir (Bissenbaev ve dig, 2007).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir; bunlar, homolitik ayrilma , heterolitik
boliinme, elektron transferidir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller
genellikle elektron transferi yolu ile meydana gelmektedir. Serbest radikaller
ortamda pozitif yiikli, negatif yikli veya elektriksel olarak ndétr olarak
bulunabilirler. Cu*?, Fe, Mn ve Mo gibi gecis metallerinin ortaklasmamus elektronu
olmasina ragmen serbest radikal olarak kabul edilmezler ancak bu ge¢is metalleri,
iyon reaksiyonlarmi katalize ettiginden, serbest radikal olusumundan 6nemli rol
teskil ederler (Akkus, 1995). Ornegin; bu metalleri igeren yiikseltgenme-indirgenme
enzimleri, flavoproteinlerin de yardimiyla, oksijeni indirger ve siiperoksit radikali
olusur. Yiiksek derecede aktif olan siiperoksit radikalini, bakir igeren bir enzim olan
stiperoksit dismutaz enzimi ise hidrojen perokside ¢evirir. Siiperoksit radikaline gére
daha az aktif olan hidrojen peroksit, hiicredeki katalaz veya glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzimler yardimi ile suya donistiiriilerek, zararsiz hale getirilir.

Hidrojen peroksit (H202) giftlenmemis elektrona sahip olmadigr icin radikal

degildir. Oksijen molekiilii (O2) de bir radikaldir ancak ¢iftlenmemis molekiil



bulunduruyor ise siiperoksit radikali (02_ ) olabilir (Mates, 2000). Cizelge 1.3’de

serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirlerinin kategorizasyonu verilmistir.

Cizelge 1.3: Serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif tirleri (Halliwell ve
Gutteridge,1999).

SERBEST RADIKALLER

RADIKAL OLMAYAN REAKTIF TURLERI

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Singlet Oksijen (O,})
Stiperoksit Radikali (O,”)
Hidroksi Radikali (HO")
Alkoksil Radikali (RO")
Peroksil Radikali (ROO")

Ozon (O,)

Hidrojen Peroksid (H,0,)
Organik Peroksidler (ROOH)
Peroksinitrit Radikali (ONOQO)
Peroksinitrik Asid (ONOQOH)

Hidroperoksil Radikali (HO,) Peroksinitrat (O,NOQO")
Karbonat Radikali (CO,") Peroksomono Karbonat (HOOCO,)
Karbondioksit Radikali (CO,") Hipobromik Asid (HOBr)
Hipoklorik Asid (HOCI)
Reaktif Kloriir Tiirleri Reaktif Kloriir Tiirleri
Klor Radikali (CI%) Hipoklorik Asid (HOCI) Nitril Klorit (NO,CI)
Kloraminler Klor Gaz1 (Cl,)
Brom Kloriir (BrCl) Klordioksit (C1O,)
Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom Radikali (Br’) Hipobromik Asit (HOBr)
Brom Gazi (Br)
Brom Kloriir (BrCI)
Reaktif Azot Turleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot Doksit (NO,) Nitrik Asit (HNO;)
Nitrat Radikali (NOy") Nitrosil Katyonu (NO")
Nitrik Oksid (NO") Nitrosil Anyonu (NO-)
Diazot Trioksid (N,O5) Nitronyum Katyonu (NO*)

Dinitrojen Tetraoksit (N,O.)
Peroksinitrik Asit (ONOOH)

Alkil Peroksinitritler (ROONO)
Alkil Peroksinitratlar (RO,NO,)
Peroksiasetil Nitrat (CH,C(O)O,NO,)
Peroksinitrat (OONOO")

Nitril Klorit (CINO,)

Peroksinitrit (OONO")

Dinitrojen Trioksit (N,O5)

Serbest radikaller, oksijenin normal metabolizma basamaklarinda indirgenmesi ile
aciga ciktigindan, biyolojik kaynaklarla olusabilecegi gibi, intraselluler bir¢ok
kaynak araciligi ile de olusabilirler. Intraselluler kaynaklar; kiiciik molekiillerin
otooksidasyonu (tioller ve hidrokinonlar ), enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz,

hemoglobin), mitokondrial elektron transportu, endoplazmik retikulum ve niikleer



membran elektron transport sistemleri, plazma membrani (lipoksijenaz, lipid
peroksidasyonu) gibidir. Biyolojik kaynaklar ise; radyasyon, aligkanlik yapan
maddeler (alkol, uyusturucu vs), cevresel faktorler (hava kirliligi yapan fotokimyasal
maddeler, hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, anestezikler)’dir. Stresle beraber artan

katekolemin diizeyi de bir serbest radikal kaynagidir (Akkus,1995).

Reaktif oksijenin olusturdugu hasar1 onlemek adina viicudun gelistirdigi bir¢cok
savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Serbest radikallere karsi savunma gelistiren
viicut, bunu ya serbest radikalin olusumunu engelleyerek ya da olusmus radikalin
etkisini ortadan kaldirmaya calisarak yapar. Bu savunma sistemine yardimci
yapilarin tiimiine antioksidanlar denir. Viicutta, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda
var olan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi, yiiksek reaktif oksijenlerin
olusmasina sebep olur buda oksidatif hasara neden olur. Bu durum oksidatif stres
olarak adlandirilir. (Akkus, 1995; Robert ve dig, 2004). Kisaca, viicudun, antioksidan
savunma mekanizmasi ile hiicrelerin yag peroksidasyonuna sebep olan aktif serbest

radikal olusumu arasindaki negatife yonlii dengesizliktir (Halliwell, 1999).

Oksidatif stresin artmasi ile; biiylik proteinler, niikleik asitler ve yaglar gibi
molekiillerde hasar meydana gelir, DNA zedelenmesi, kalp hastaliklari, timor ve

kanser riski artar (Liu, 2003).

Organizma, antioksidan savunma mekanizmast ile var olan homeostazisini korumaya
calisir ve oksidatif stres olusumunu engeller. Antioksidanlar bu savunmay1 4 ayri

sekilde yapar; bunlar toplayici, bastirici, zincir kirict ve onaric etkilerdir.

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirme yoluyla olusan savunmaya toplayic1 etki denir. Bu tip etki,
antioksidan enzimler ve kiiclik molekiillerde goriiliir. Serbest oksijen radikallerine
bir hidrojen aktararak onlarin aktifligini azaltip veya inaktif hale getiren savunmaya
ise bastiric1 etki denir. Vitaminlerin etki tarzi bastiricidir. Aktif serbest radikalleri
kendilerine baglama yoluyla zincirlerini kirip, fonksiyonlarini engelleyen savunmaya
da zincir kirici etki denir Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarlarin
onarilmasindaki etkilerine de onarici etki adi verilmektedir (Akkus, 1995; Young ve

Woodside, 2001).



Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak iizere iki kaynaklidir. Endojen
antioksidanlar, dogrudan veya dolayli yolla ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik maddelerin olumsuz etkilerine karsi hiicreyi savunan
antioksidanlardir. Kendi iglerinde enzim olanlar ve enzim olmayanlar olarak ikiye
ayrilir. Enzim olanlar; mitokondrial sitokrom oksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz, hidroperoksida
seklinde siralanabilir. Enzim olmayanlar; vitamin C, E, A, metallotionin, poliaminler,
seruloplazmin, melatonin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10, iirat, ubikuinol,
polifenoller, flavonoidler, sistein, homosistein, taurin, metiyonin, S-adenozil-L-
metiyonin, resveratrol, nitroksidler, GSH gibidir. Enzimatik antioksidanlarin en

onemli olanlar1 polifenollerdir (Akkus, 1995; Liu, 2004).

Eksojen antioksidanlar; inhibitorler tarafindan olusturulmus antioksidanlardir.
Eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz inhibitorleri (tungsten, allopiirinol,
oksipiirinol, folik asit, pterin aldehid), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, cetiedil, diphenyline iodionium), trolox-C, mannitol gibidir (Akkus,
1995).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin 6nlenmesi ve etkisinin minimuma
indirilmesi amaciyla yeterli miktarlarda antioksidan tiiketilmelidir. Cesitli
antioksidan bilesikler iceren sebze ve meyveler, hiicreleri oksidatif stresten

koruyarak kronik hastalik risklerini en aza indirir (Liu, 2003).
1.2.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, yapilarinda en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagli en az bir
veya daha fazla hidroksil grubu bulunduran ve bitkiler aleminde en yaygin bulunan
maddeler grubunu olusturmaktadirlar. Bitkisel kaynaklarda cok c¢esitli yapisal
kombinasyonlar ve polarite 6zellikleri sergileyen 8000’den fazla fenolik bilesik

bulunmaktadir.

Fenolik bilesiklerin molekiil formiilleri, en az 6 karbon atomu ve minimum bir -OH
grubu icermektedir. Fenolik bilesiklerin kolay okside olabilitesinden Gtiirii
antioksidan aktiviteye sahiplerdir. -OH grubu birden ¢ok olan fenolikler, hidrofilik
karaktere sahiptir ve su, metanol gibi ¢ozgenlerle ekstrakte edilebilirler (Bravo,
1998; Luthria, 2006; Escarpa ve Gonzalez, 2001).
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Fenol, en basit fenolik bilesiktir ve yapisi, bir benzen ve bir hidroksil grubu
icerir(Sekil 1.1). Fenolik bilesiklerin, yapisinda tek aromatik halkaya bir yada birden
fazla hidroksil grubu baglanmis c¢esitleri basit fenoller olarak adlandirilir.
Yapilarindan birden ¢ok fenol halkasi igerenleri ise polifenoller olarak isimlendirilir.
Polifenollerin yapilarinda 3’lii halka sistemi bulunanlar flavonoidler, yiiksek molekiil
agirhigina sahip fenolik karigimlar ise tanenler olarak smiflandirilir (Waterhouse,

2002). OH

Sekil 1.1: Fenol halkasi.

Gidalardaki fenollik bilesiklerin, besinsel fonksiyonlar: bulunmasa da saglik iizerine
olumlu etkileri vardir. Fenolik bilesikler antioksidan Ozellikleri yoniiyle serbest
radikalleri baglamakta ve oksidatif stres olusumunu 6nlemektedirler. (Tsao ve Yang,
2003). Ayrica ¢aligmalar meyve, sebze ve hububatlarda bulunan fenolik bilesiklerin
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve sinir sistemi ile ilgili hastaliklar gibi bazi
kronik hastaliklar1 onleyebilme 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir (Escarpa
ve Gonzalez, 2001). Bunlara ek olarak gidalardaki fenolik bilesikler, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal etki
gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol

kriteri olmalar1 gibi bir¢ok agidan 6nem tasimaktadir (Acar ve Gokmen, 2007).

Sekil 1.2°deki gibi bitki fenolikleri, hidroksil gruplarinin sayisi1 ve pozisyonuna gore
basit fenoller; fenolik asitler (benzoik ve sinamik asitler), kumarinler, ve polifenoller;
flavonoidler, stilbenler, hidrolize ve kondense tanenler, lignanlar ve ligninler olarak
siiflandirilabilirler (Naczk ve Shahidi, 2004).
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Fenolik Bilesikler

' '

Basit Fenoller Polifenoller

Jv—‘_G v v | v v

Fenolik Asitler Kumarinler Flavonoidler Tanenler Lignanlar Stilbenler

Sekil 1.2: Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi.

Fenolik bilesikler genel olarak fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler olarak 3

grupta incelenebilirler (Balasundram ve dig, 2006).
e Fenolik asitler

Fenolik asitlerin 2 ¢esidi vardir; bunlar hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitlerdir.
Hidroksibenzoik asitlerin yapisi C6-Cl’dan olusur. En yaygin rastlanan
hidroksibenzoik asitler; p- hidroksibenzoik, protokatesuik, vanilik, gallik ve sirinjik
asittir (Bravo, 1998). Sekil 1.3’de hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapilar
verilmigtir. Hidroksibenzoik asitler meyvelerde genellikle ester halinde mevcuttur.
Bitkisel gidalarda seker ve organik asitlerle esterlesmis olarak bulunmaktadir

(Jaganath ve Crozier, 2010).

p- Hidroksibenzoik asit R1=H, R2=0OH, R3=H
R1
Protokatesuik asit R1=H, R2=0OH, R3=OH

R2 OOH
Vanilik asit R1=CH30, R2=0OH, R3=H

R3
Sirinjik asit R1=CH30, R2=0H, R3=H

Gallik asit R1=R2= R3=0OH

Sekil 1.3: Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapisi (Shahidi ve Naczk, 1995).
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p- kumarik asit R1=H, R2=0H, R3=H

R1
Kafeik asit R1=H, R2=OH, R3=0H
R2 CH=CH—COQOQH
Ferulik asit R1=CH30, R2=0H, R3=H
Sinapik asit R1= CH30, R2= OH, R3= CH30 R3

Sekil 1.4: Hidroksisinamik asitlerin kimyasal yapisi (Shahidi ve Naczk, 1995).

Fenolik asitlerin ikinci ¢esidi hidroksisinamik asitlerlerdir. C6-C3 fenilpropan
yapisinda olan hidroksisinamik asitlerin en yaygin olanlari; kafeik, ferulik, p-
kumarik ve sinapik asittir (Bravo, 1998). Sekil 1.4 te hidroksisinamik asitlerin
kimyasal yapist verilmistir. Meyvelerde en sik rastlanan hidroksisinamik asit
cinsileri; kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asittir. Hidrosinnamik asitler meyvelerde
esterlesmis halde de bulunabilirler. Kafeik asitin, kuinik asit ile yaptig1 esterlesme
sonucu Klorojenik asit olusmaktadir ve en ¢ok gbzlenen hidrosinnamik asit ¢esididir

(Belitz ve dig, 2004; Naczk ve Shahidi, 2004).
e Flavonoidler

En biiyiik polifenol grubunu meydana getiren flavonoidler, 15 karbon atomu igeren
ve iki benzen halkasinin (A ve B) oksijen iceren bir piren halkasi (C) ile baglanmasi
ile olusmaktadir. Diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerdir. Sekil 1.5°de
flavonoidlerin genel yapis1 goriilmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Sekil 1.5: Flavonoidlerin temel kimyasal yapisi (Bravo, 1998).
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Genelde bitkilerde glikozit tlirevleri halinde bulunurlar ancak aglikon seklinde de
bulunabilmektedirler (Bravo, 1998; Balasundram ve dig., 2006). Karbon halkasinin
degisimine gore flavonoidler alt1 gruba ayrilir. Bunlar; flavanonlar, flavonlar,
izoflavonlar, flavanollar (katesinler), antosiyaninlar ve flavonollar. Sekil 1.6’de
flavonoidlerin alt gruplarinin temel kimyasal yapisi verilmisidir. Yapisal olarak
biiyiik farkliliklardan dolayr yaklasik 6500 farkli flavonoid bilinmektedir (Acar ve
Gokmen, 2007).

U D

Flavonaol Flavone Flavanone

o o

Isoflavone Anthocyanidine

Flavanaol (Catechins)

Sekil 1.6: Flavonoid alt gruplarinin temel kimyasal yapilar1 (Madhavi, 1996).
e Tanenler

Molekiil agirliklart 500 ile 30000 dalton arsinda degisen ve suda c¢oziinebilen
bilesiklere tannenler denir. Molekiil agirligi yiiksek olan tanennlerin suda
¢Oziinemeyen cesitleri de bulunmaktadir. (3000-30000 dalton) Bitkisel gida ve
iceceklerin genel ¢cogunlugunda bulunmaktadirlar. Tanenler protein ve karbonhidrat
gibi bilesiklerle suda ¢oziinmeyen kompleksler de olusturabilirler. Kondense ve

hidrolize olmak iizere 2 ¢esidi bulunmaktadir. (Bravo, 1998).
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1.2.4 Kahve iiretimi ve kavurma prosesinin kahve fenolikleri ve

antioksidanlari iizerine etkisi

Kahve, Rubiacea familyasina ait bir agactir ve cinsi Coffea’dir. Bu agacin meyve
cekirdeginin yiiksek sicakliklarda kavrulup ardindan 6giitiilmesi ile elde edilen toz,
su veya siit ile karigtirilip kahve igecegi elde edilir. Kahvenin hazirlanma siireci, yesil
kahve ¢ekirdeginin diizenli ve homojen sekilde kavurulmasi, ogiitiilmesi ve
pisirilmesi kisimlarindan olugsmaktadir. Kahveye 6zgii aromatik tat ve renk kavurma
siirecinde olusur. Sanayi tipi kavurma makineleri iki tiptir; siirekli ve kesikli. Her iki
sekilde de 1sinin esit ve homojen dagitilmasi i¢in donen bir tambur kullanilir.
Kavurma prosesi sirasinda meydana gelen reaksiyonlarin devam etmemesi acisindan,
kavurma islemi tamamlandiktan sonra kahve c¢ekirdekleri sogutulur. Kahvenin
kalitesi acisindan kavurma siirecinin sicaklik ve siiresi en 6nemli faktorlerdir. Bu
stire¢ sadece kahvenin rengi degil, ayn1 zamanda i¢ecegin tadini da dogrudan etkiler.
Cok kavrulmus bir kahvede acimsi tat olusacagi gibi az kavrulmus kahvede de kivam
eksikligi goriilecektir. Kahve kavurma islemi baslangicinda, ¢ekirdekler 6nce saman
sarist rengini alir, ardindan bu renk acgik kahve rengine doniisiir. Kavrulmanin, piroliz
asamasinda ise ¢ekirdekler genlesir, ¢atlama sesleri duyulur, renkte hizla koyulagma
gozlenir ve yag ¢ikisi meydana gelir. Kavrulmus ¢ekirdek oda kosullarinda ortalama
1 haftalik bir siirede tazeligini koruyabilmektedir. Kahve prosesinde kavurma
isleminden sonra 6giitme islemi gelmektedir. Bu step kahvedeki ¢oziiniir maddelerin
icecege geeme miktarin1 belirlemesi agisindan Onemlidir. Sanayi tipi kahve
degirmenlerinde orta ince ve ¢ok ince derecelerde Ogiitme yapmaktadir. Kahve
ogiitiildiikten sonra 2-3 giin tazeligini koruyabilmektedir. Bu yiizden ogiitiildiikten

sonra tiiketilmeli veya vakum ambalajlarda saklanmalidir(Kivangli, 2011).

Somporn ve arkadaslarinin  (2011), c¢alismasinda Coffea Arabica kahve
cekirdeklerini farkli derecelerde kavurarak fenolik bilesiklerindeki degisim ve DPPH
metodu ile antioksidan aktivitesi incelenmistir. 230 °C’de 12 dk. kavrulan
cekirdekler hafif, 240 °C’de 14 dk. kavrulan c¢ekirdekler orta, 250 °C 17dk. kavrulan
cekirdekler koyu olarak tanimlanmistir. Kavurma derecesindeki artigla beraber,
antioksidan aktivitesinde azalis gdzlenmistir. En yiiksek antioksidan aktivitesi en az
kavrulmus kahve c¢ekirdeklerinde goézlenmistir. Hem yesil hem de kavrulmus

kahvelerde 10 cesit fenolik asit tanimlanmistir, en yiiksek miktar klorojenik asitte
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rastlanmigtir. Sirinjik asit, p-kumarik asit, gallik asit ve sinapik asit, kavurma
derecesi yiikseldikge artis gostermistir. Bu c¢alismada hem toplam fenolik hem
antioksidan aktivitesi bazinda en yiiksek sonuglar yesil c¢ekirdeklerde, kavurulmus

cekirdek arasinda ise hafif kavrulmus ¢ekirdeklerde gozlenmistir (Somporn ve dig,

2011).

Hecimovic ve dig (2011), ¢alismasinda 4 farkli kahve ¢esidini (Minas, Cioccolarato,
Cherry ve Vietnam), 3 farkli derecede ( hafif ,orta ve yliksek )kavurarak, polifenolik
igeriklerini ve antioksidan kapasiteleri incelenmistir. Kahveler asagidaki tablodaki

sicakliklarda 10dk kavrulmustur.

Cizelge 1.4 : Minas, Cioccolarato, Cherry ve Vietnam tiirii kahve g¢ekirdeklerinin
kavurma dereceleri.

Roasting degree Coffee species

Minas Cioccolatato Vietnam Cherry
Light roasting (°C) 162 145 168 185
Medium roasting (°C) 181 167 185 195
Dark roasting (°C) 195 195 198 205

Kavrulan cekirdekler ogiitiildiikten sonra 2gr cekirdek 20 ml saf su ile 100°C’de
kaynatilmis. Polifenollik bilesikler (flavan-3-ollar, tanninler, proantosiyanidinler), ve
antioksidan miktarlart UV/V spektrofotomektrik olarak belirlenirken, klorojenik asit
tirevleri ve kafein miktarlart HPLC metodu ile analiz edilmistir. Cherry tip kahve en
yiiksek toplam fenollik maddeye sahip iken (42.37mg GAE/g) , Minas ¢esit kahve en
diisiik toplam fenollik maddeye sahiptir(33.37 mg GAE/g). Klorojenik asit
tirevlerinin en yiiksek igerigi Minas ve Cioccolatato kahvelerde tespit edilirken,
Cherry kahvede polifenollerin bireysel siniflarinda en yiiksek igerik goézlenmisdir.
Genellikle 4 tirde de agik ve orta derecede kavrulmus kahvelerde yliksek
kavrulmuslara gore, toplam fenoliklerinde ve bireysel polifenolik bilesiklerinde daha

yiiksek sonuglar elde edilmistir (Hecimovic ve dig,2011).

Castillo ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise kavurma derecesinin antioksidan
aktivitesi tizerindeki etkisi ABTS metodu ile olgiilmiistir. Bu kez Colombian
Arabica kahve ¢ekirdekleri kullanilarak hafif(225°C, 3dk), orta (233°C, 3dk)ve koyu
(240°C ,3dk) deney gruplar1 olusturulmustur. Ancak analizler kahve cekirdekleri
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yerine telvesi siizlilmiis brewler de yapilmistir. En yliksek antioksidan aktivitesi orta
dereceli kavrulmus brewlerde rastlanirken, en diisiik koyu kavrulmus brewlerde

gozlenmistir. (Castillo ve dig, 2002)

Pelin Koseoglu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada farkli solventler (su, heksan,
etanol ve aseton) kullanilarak farkli siirelerde (140-160°C’de 12 ,20 ,22 ,25 dk.)
kavrulmus kahve cekirdeklerinin toplam fenolik ve flavonoid miktarlari, DPPH,
ABTS ve CUPRAC metotlar1 ile antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Su ile
ekstrakte edilen kahve ¢ekirdekleri 3 metotla da en yiliksek antioksidan aktivitesini
gostermistir. Farkli siirelerde kavrulan c¢ekirdekler arasinda degisken sonuglar
gozlenmistir. En yiiksek antikolinesteraz aktivite 25 dk. kavrulan Orneklerde
bulundugundan, 25 dk. kavrulan Orneklerin kafein miktar1 HPLC yontemi ile
incelenmistir. En yiiksek kafein miktar1 su ile ekstrakte edilen numunede

gozlenmistir (Koseoglu ve dig,2014).
1.2.5 Biyoyararhhk

Biyoyararlilik, bir ila¢ icinde bulunan aktif bilesenlerin veya tedavi edici maddelerin
emilim hiz1 ve aktivite gosterecegi bolgedeki yararlilik derecesidir. Bu tanimda bahsi
gecen aktif maddeler, gidalar da bulunan aktif maddeleri de kapsamaktadir. Kisaca,
alian bir besinin, normal fizyolojik fonksiyonlarda kullanilmak ve depolanmak i¢in
erigilebilir durumdaki kismidir (Capanoglu ve dig, 2010; Parada ve dig,2007).
Herhangi bir fitokimyasalin biyoyararliliginin degerlendirilmesi i¢in absorpsiyonu,
metabolizmasi, doku ve organlarda dagilimi ve bosaltim1 gibi konularda verilere

thtiya¢ duyulmaktadir.

2 gesit biyoyararlilik modeli bulunmaktadir, bunlar in-vivo ve in- vitro modelleridir.
In-vivo modelinde hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan bu tiir ¢alismalar, hem
karmasik ve pahali olmalari, hem de ahlaki ve etik sorular1 giindeme getirmeleri
nedeniyle tercih edilmemektedir. Biyoyararlilik calismalarinda karsilasilan bir diger
problem de emilimin etkinligi ve alinan besinlerin metabolik kullanimi gibi

konularin netlik kazanmamis olmasidir (Capanoglu ve dig, 2010).

In vitro modeli, hem daha ucuzdur, laboratuvar ekipmanlar1 disinda her hangi bir
gereksinime ihtiya¢ duyulmamaktadir, hem de kolay uygulanabilmekte ve sonug

alinabilmektedir ancak metodunun hassasiyeti diisiiktiir (Bouayed ve dig,2012).
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1.3 Hipotez

Bu tezin hipotezi, endiistriyel bir atik olan hurma ¢ekirdeginin ve bu ¢ekirdekten elde
edilen farkli derecelerde kavrulmus kahvelerin kimyasal ve besin degerlerini
inceleyerek, gida sektoriinde tercih ve kullanim seklini arttirmak ve bir atigin geri

doniistimil ile fonksiyonel yeni bir gida iirlini lizerindeki arastirmalar gelistirmektir.

Bu tezin amaci, hurma g¢ekirdegi ve hurma ¢ekirdeginden elde edilmis farkl

derecelerde kavrulmus ¢ekirdeklerin;

e Toplam fenolik madde miktarini ve antioksidan kapasitesini belirlemek
e In vitro sindirim yoluyla toplam fenolik madde miktarlarindaki ve

antioksidan aktivitesindeki biyoerisilebilirligini incelemek

Bu amagla, toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu (FC) metodu ile, toplam
antioksidan aktivitesi serbest radikal yakalama kapasitesi (DPPH) ve Cu(ll) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) metodlar1 ile incelenmistir.

Biyoyararlilik analizleri i¢in in-Vitro mide bagirsak sindirim modeli kullanilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Hurma ornekleri

2015 yil1 mahsiilii Mebrun tiirti hurmanin, ¢ekirdekleri manuel olarak ¢ikartilmis ve
bu aragtirmada ham madde olarak kullanilmistir. 9 kg hurmadan 500g hurma

cekirdegi ¢ikartilmigtr.

Sekil 2.1: Mebrun tiirii hurma ve ¢ekirdegi.

2.1.2 Analizlerde kullanilan kimyasallar

Calismada sartorius TE2145 marka hassas terazi, Universal 32R marka santrifiij,
BioTek marka synergy HT spektrofotometre, Azakli ultrasonoik banyo, Hevdolph
MR3001 marka 1siticili manyetik karistirici, su banyosu, Biohit proline otoatik pipet,
IKA MSI marka vorteks, kullanilmistir. Analizlerde kullanilan gallik asit (>98%),
etanol (>%99.8), Folin- Ciocalteu fenol reaktifi, gallik asit,1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), neocuproin (Nc), metanol (>%99.9), sodyum karbonat (NayCOs),
dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPQO,), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), bakir
(I) klorir (CuCly) ve amonyum asetat (NH4Ac), 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks).In-vitro mide-bagirsak sindirim sistemi
analizi i¢in, diyaliz kiliflari. Tiim analizlerde distile su cihazindan elde edilen distile

su kullanilmistir (TKA GenPure).
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2.2 Method

2.2.1 Hurma cekirdeklerinin hazirlanmasi

Hurma 6rneklerinin ¢ekirdekleri, el ile ¢ikartilarak yikanmis daha sonra hearthware
precision coffee roaster (Sekil 2.2) yardimiyla sabit sicaklikta (200 0 C) 5,10 ve 15
dakika kavrularak ogitiilmiistiir. Azotlu 6giitiiciide (Sekil 2.1) 6giilen ¢ekirdeklerin
bir kismi analizler igin -18°C’de ekstraksiyon prosesine kadar muhafaze edilmis, bir
diger kismi ise her birinden 2 g alinarak 20 ml saf su igerisinde kaynatilarak

demlenmis ve ardindan siiziilerek telvesinden ayrilmistir. (Hecimovic ve dig, 2011).

Sekil 2.2: (a) Hearthware Precision Coffee Roaster, (b)azotlu IKA A1l marka sivi
azotlu 6giitiicti.

Sekil 2.3: 5. 10 ve 15 dk kavrulmus ¢ekirdeklerdeki renk degisimi.
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2.2.2 Ekstrakt hazirlama

Antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve toplam fenolik madde analizleri igin
etanol ¢ozgeni se¢ilmistir. Alinan her bir 6rnek homojen bir sekilde 6giitiilmiis ve 2 ¢
tartilarak, 10 ml %80 etanolde eckstrakte edilmistir. 10 sn vortekslendikten (IKA
MSI) sonra, 15 dakika buz eklenen ultrasonik banyoda (Azakli, Turkey) tutulan
ornekler, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir (Hettich Zentrifugen Universal
320R, Tuttlingen, Germany) . Ust faz yeni bir falkon tiipiine almirken kalan kalintiya
yeniden 5 ml %80 etanol ilave edilerek islem tekrarlanmistir. Toplamda 3 sefer
olacak sekilde islem tiim Orneklere uygulanmis ve yaklasik 20 ml ekstrakt elde
edilmistir ( Ravichandran ve dig, 2012).

Sekil 2.4 : (a) VWM marka ultrasonik banyo , (b) Universal 32R marka santrifiij.

Omneklerin diger bir kismi demleme islemine tabi tutulmustur. Genelenksel Tiirk
kahvesi prosesi gibi 2 g alinan toz ¢erkirdekler, 20 ml saf suya eklenerek
kaynatilmistir (Hecimovic ve dig., 2011). Siiziilerek telvesinden ayrilan sivi kisim,
-18°C’de  dondurulduktan  sonra liyofilizasyon  ydntemi ile  suyundan
uzaklagtirtlmistir. (Christ, Alpha 1-2 LD, Germany) Bu islem 6rnekler denge nemine
ulasincaya kadar devam etmistir (24 saat). Petride kalan kisimlar falkona alinarak 10
ml %80 etanolde ekstrakte edilmistir. Toz ¢ekirdeklere uygulanan proses demlenen
kahve ornekleri i¢inde tekrarlanmis ve ortalama 20 ml ekstrakt elde edilmistir. Tiim

orneklerde analizler 3 tekrarli yapilmistir ( Ravichandran ve dig, 2012).
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2.2.3 Nem iceriginin belirlenmesi

Hurma ¢ekirdeginin nem igerigi liyofilizasyon prosesi yardimiyla belirlenmistir.
Liyofilizasyon; dondurulmus fazdan (buz) siiblimasyon yoluyla suyun
uzaklagtirilmasidir. Bu islemde, gida 6nce dondurulur ve sonra yiiksek vakuma
maruz birakilarak ¢6zlinme olmadan buzun buharlasmasi saglanir. Cok diigiik
sicaklikta agiga c¢ikan su buhart kondansatdr yiizeyinde yogunlastirilir. Belirli
miktarda alinan 6rnekler onceden tartilmis petri kaplarinda konulur ve tartilir. Tiim
orneklerdeki nem igerigi -70°C’de ve 0.010 mbar’da (Christ, Alpha 1-2 LD,
Germany) (sekil 2.2) liyofilizasyon islemi ile uzaklastirilir ve bu islem Ornekler
denge nem igerigine ulasana kadar devam eder (24 saat). Liyofilizasyon isleminden
sonra, liyofilize edilen 6rnekleri igceren petri kaplar tekrar tartilir. Tiim G6rneklerde

analizler {i¢ tekrarli yapilmistir.

Sekil 2.5: Christ, Alpha 1-2 LD liyofilizator.
2.2.4 Toplam fenolik madde (TP) analizi

Toplam fenolik madde analizi yaygin bir metot olan Folin-Ciocalteu yontemine gore
yapilmigtir. Deneyde Toor ve Savage (2006)’in uyguladigi Folin-Ciocalteu
metodunda bazi degisiklikler yapilarak fenolik madde tayini yapilmistir. Standart
olarak gallik asit kullanilmistir. Bu yonteme gore uygun oranlarda seyreltilmis 200 pl
ekstrakt cozeltisi ve 1,5 ml Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat seyreltilmis olarak)
karistirllmistir. %7.5 (w/v)’lik sodyum karbonat ¢ozeltisinden 1,2 ml eklendikten

sonra tiipler vortekste karigtirilmistir.

25C’de karanlik ortamda 90 dakika bekletildikten sonra mikroplate okuyucu ile
(sekil 2.3) (Synergy HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) 765 nm’de

absorbans Ol¢iilmiistiir.
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Toplam fenol igerigi gallik asit kalibrasyon egrisinden yararlanilarak gallik asit
esdegeri olarak verilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin

ortalamas1 alinmistir. Kalibrasyon egrisi Ekler A, Sekil A.1°de gosterilmektedir.

Sekil 2.6: Synergy HT, BioTek Instruments Inc. Mikroplate okuyucu.

2.2.5 Toplam antioksidan kapasitesinin tayini

Literatiire gore degisik meyve c¢ekirdeginde basarili sonuglar verdigi bilinen bir
metot olarak DPPH ve ikinci metot olarak da CUPRAC metodu se¢ilmis ve her bir
Ornegin toplam antioksidan aktivitesi Olg¢iilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmis ve sonuclarin ortalamasit alinarak rapor edilmistir. Sonuglar,
Troloks esdegeri (TE) cinsinden ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi Ekler, Sekil A.2-
A.3’ da gosterilmektedir.

2.2.5.1 DPPH (1,1-difenil-2- pikrilhidrazil ) radikal yakalama yontemi

Kumaran ve dig. (2006)’nin uyguladigt metoda gore ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi hidrojen baglama kabiliyeti yani DPPH radikalini yakalama kabiliyetine
gore Olciilmiistiir. Bu yOnteme gore, belli bir konsantrasyon araligindaki uygun
oranda seyreltilmis Ornek ekstraktlarindan ve standart madde Trolokstan 100 pl
alinmig ve {izerine 2 ml 0,1 mM DPPH %100 metanol soliisyonu ilave edildikten
sonra vortekste karistirilmigtir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk.
bekletildikten sonra, reaksiyon sonucunda olusan rengin absorbansi, mikroplate

okuyucuda 517 nm’de 6l¢iilmiistiir.
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2.2.5.2 CUPRAC (Bakir Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi) metodu

Apak ve dig. (2005)’nin uyguladigi metoda goére polifenollerin ¢ozeltide bulunan
bakir iyonunu azaltma kabiliyeti Olgiilerek toplam antioksidan aktivitesi
belirlenmistir. Bu yonteme goére uygun oranlarda seyreltilmis Ornekten 100 ul
alinarak; 1 ml 10-2 mM Copper (1) chloride ¢ozeltisi, 1 ml 7.5 x 10- 3 Neocuproine
cozeltisi, 1 ml 1 M amonyum asetat (pH 7) tampon ¢ozeltisi, 1 ml saf su ile
karistirilmis, vortekslendikten sonra 1 saat orda sicakliginda karanlikta bekletilmistir.
Reaksiyon sonucu olusan rengin absorbans degeri mikroplate okuyucuda 450 nm’de

Olciilmiistiir.
2.2.6 In-vitro mide-bagirsak sindirim sistemi metodu

McDougall ve dig. (2005) sindirim sistemi metodu birka¢ degisiklik yapilarak
uygulanmistir. Metot iki kisimdan olugmaktadir: Birinci kisim 6rneklerin baslangic
olarak gastrik kosullar taklit etmek i¢in (37°C’de 2 saat boyunca) mide ¢ozeltisi ile
muamele edilmesi, ardindan ikinci olarak bagirsak kosullarini taklit etmek igin

(37°C’de 2 saat boyunca) safra tuzlari/ pankreatin ¢ozeltisi ile muamele edilmesidir.
Mide c¢ozeltisinin hazirlanisi:

1.5 ml pepsin ¢ozeltisi ( 10ml 0,1 M HCI’iin igerisinde 10 mg pepsin ¢oziilerek
hazirlanir) 20 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 5 M HCI ile pH 1.7°ye
ayarlanmistir. 5 ser g hurma ¢ekirdegi 6rneleri, 250 ml’lik behere tartilmis ardindan
tizerine 20 ml mide ¢ozeltisi eklenmistir.Karisim homojen oluncaya dek karistirilmis
ve tekrar pH 1.7’ye ayarlanmistir. Daha sonra calkalayicili su banyosunda
(Memmert, Schwabach, Germany) (Sekil 2.4) 2 saat siireyle 100 rpm karistirma
hiziyla 37°C’de bekletildikten sonra 4 ml mide ¢ikisi olarak kabul edilen PG (Post

Gastric) kodu verilen 6rnekler alinmustir.
Bagirsak ¢ozeltisinin hazirlanis::

Bagirsak ortamini saglamak i¢in beherdeki numunelere, pankreatin (4 mg/ml) ve
safra tuzlart (25 mg/ml) (400 mg pankreatin ve 2,5 g safra tuzu 100ml saf suda

¢oziilerek hazirlanmistir) karistirilarak 4.5 ml ilave edilmistir.

Diyaliz posetinin igine 20 ml sodyum bikarbonat(NaHCO3) eklenmis ve iki ucu
baglanarak beherin i¢ine birakilmistir. Bagirsak sistemini taklit etmek iizere

calkalayicili su banyosunda (Memmert, Schwabach, Germany) (Sekil 2.4) 2 saat
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stireyle 100 rpm karistirma hiziyla 37° C’de bekletilmistir. Diyaliz tiipiiniin i¢indeki
kisim IN (serum), beherde kalan diyaliz tiipiiniin disindaki kisim ise OUT (kolondan
ayrilan) olarak ayrilmistir. 2 saat sonunda hem IN (serum) hem de OUT (kolondan

ayrilan) numunelerden 4ml alinarak PG kodlu 6rneklerle beraber analizlere kadar
-18° C’de saklanmustir.

Ependorf tiiplerinde 4°C’de 18000 rpm’de santrifiijlenerek (Hettich Zentrifugen
Universal 32R) ayrilan numunelere daha sonra toplam fenolik madde, toplam ve
antioksidan aktivitesi analiz yontemlerinden DPPH ve CUPRAC metodu
uygulanmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi
alarak rapor edilmistir. Toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesi analizi
kalibrasyon egrileri Ek A, Sekil A.4, A-5 ve A-6’da gosterilmistir.

J
T 3
-
==

-

Sekil 2.7: Calkaliyicili Su Banyosu Memmert, Schwabach, Germany.

2.2.7 [lstatistiksel analizler

Her numune c¢esidinin toplam fenolik madde ve antioksidan madde igerikleri "SPSS
22.0" programu ile karsilastirilmistir. Varyans analizi (ANOVA) Cizelgesi olusturulmus,
genel lineer modelleme yapilmistir ve verilerin istatiksel olarak anlamli olup olmadig:
incelenmistir. Model anlamli bulundugunda, Tukey Karsilastirma testiyle % 95 6nem
diizeyinde ikili karsilagtirmalar yapilarak, ornekler arasindaki farklilik incelenmistir.

Istatistik ¢izelgelesi, Ekler B, Cizelge B.1, B-2 , B-3 ve B-4 de gosterilmektedir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Nem Icerigi

Hurma c¢ekirdekleri ogiitiildiikten sonra petrilere alinip, net ve briit agirliklar
hesaplanmis ve 24 saat liyofilizasyon prosesine tabi tutulup kurutulmustur. 3 petride
yapilan nem ol¢timiinde 1. numunenin ne miktari %7, ikinci numunenin nen miktari
%6.8, 3. numunenin ne miktari %6.6 olarak hesaplanmistir. Sonuglar, Al-Farsi ve
Lee’nin ¢alismasinda 11 g¢esit hurma tiriinde degisen nem miktarlar: ile

ortigmektedir ( %3.1- %9.9) (Al-Farsi ve Lee, 2011).

3.2 Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde tayini (TF) analizinde, orneklerin toplam fenolik madde
miktar1 mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g kuru madde olarak verilmistir. Bu
amagla oOncelikle gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Gallik asidin etanolik
¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 0.005-0.1 mg/ml
konsantrasyon araligindaki gallik asit ¢ozeltisi kullanilmigtir. Gallik asit kalibrasyon
egrisi Ek A, Sekil A.1’de gosterilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izildikten
sonra Ornek konsantrasyonlarinin absorbanst bu kalibrasyon egrisinin i¢inde
okunacak sekilde seyreltilmistir. Toplam fenolik madde analizi gallik asit
kalibrasyon denkleminden yararlanilarak hesaplanmigtir. 3 tekrar yapilmis ve

ortalama alinmistir.

Tim orneklerin fenolik madde igerigi 100 gram kuru maddede mg GAE olarak
belirlenmistir. Bulunan tiim degerler Cizelge 3.1 gosterilmistir. Islem uygulanmus
ornekler arasinda en yiiksek fenolik madde miktari, hurma cekirdegi unu 6rneginde
(3616.09 GAE mg/100 g kuru madde) bulunurken, en diisiik fenolik madde igerigi 15
dk kavurlarak ogiitiilmiis 6rnekte (1583.66 GAE mg/100 g kuru madde ) tespit

edilmistir.
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Kavurma ile fenolik madde miktarinda azalma gdzlenmistir. Brew olarak hazirlanan
numunelerde ¢ekirdeklere gore daha diisiik fenolik madde analiz edilmistir.
Brewlerde de c¢ekirdeklerdeki gibi en yliksek miktar kavrulmamis hurma
¢ekirdeginde (635.55 GAE mg/100 g kuru madde ) gozlenirken, en disik 15 dk
kavrulmus ¢ekirdegin brewinde (85.08 GAE mg/100 g kuru madde ) gézlenmistir.

Cizelge 3.1 : Cekirdek ve Brewlerin Kuru Madde Uzerinden Toplam Fenolik Madde
Miktarlart.!

Ornekler Ortalama mg GAE/100g kuru 6rnek
Cl 3616,09 + 15,97
C5 3237,12+ 23,64°
C10 2080,12+ 8,78°
C15 1583,66 + 64,39"
Bl 635,55+ 6,37°
B5 334,20 +4,87"
B10 102,39+ 0,21°
B15 85,08+2,19¢

. Veriler, 3 tekrar tuzerinden elde edilen numunelerin ortalamasi almarak
hesaplanmistir, + standart sapmayi temsil etmektedir. Her kavurma derecesi igin
farkli harfi tasiyan ortalamalar i¢in istatistiksel olarak onemli bir farklilik vardir
(P<0.05)

Tukey testi ile kavurma isleminin toplam fenolik bilesikler tizerindeki etkisi
incelendiginde 15 dk kavrulmus brewler haricindeki gruplar istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0,05). 15 dk kavrulmus brewler ise istatistiksel olarak

Oonemsiz bulunmustur. Varyans analiz sonuglar1 ve Tukey testinin detayli sonuclar

EK B Cizelge B.1’de verilmistir.
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Al-Farsi ve digerlerinin (2007), 3 farkli hurma tiiriinde yaptig1 ¢alismada, Mabseli,
Um-sellah ve Shahal tiirii hurmalarin toplam fenolik madde miktarlarini incelemis ve
sirasi ile su sonuglar1 elde etmistir; 4430 mg GAE /100g, 4293 mg GAE /100g ve
3102 mg GAE/ 100g’dur.

Al-Farsi ve Lee (2008) , calismainda, sicaklik, ekstraksyon siiresi ve sayisi, ¢ozgen
tillerine gore hurma ¢ekirdegindeki toplam fenolik madde miktarlarini kiyaslamistir.
Aseton, ethanol, su ve methanolde yapilan ¢alismada toplam fenolik madde
miktarlart 18.10-36.26 g/100g araliginda degiskenlik gostermistir. Aseton ve metanol

¢Ozgen olarak en yiiksek toplam fenolik madde miktarini vermistir.

Somporn ve digerleri (2011) caligmalarinda, kahve c¢ekirdeklerinde kavurma
prosesinin toplam fenolik madde miktar1 tizerine etkisini 6lgmek amaciyla, 230
°C’de 12 dk , 240 °C’de 14 dk ve 250 °C’de 17 dk kavurmus ve bu sonuglari
kavrulmamis kahve ¢ekirdeklerinden elde ettigi sonuglarla kiyaslamistir. En yiiksek
toplam fenolik madde miktari, 34.32 mg GAE/q ile yesil kahve ¢ekirdeklerinden elde
edilirken sirastyla 240°C kavrulmus cekirdeklerden 31.55 mg GAE/g , 250°C
kavurlmus cekirdeklerden 24.98 mg GAE/g, 250°C kavrulmus cekirdeklerden 22.31
mg GAE /g analiz edilmistir.

Hecimovic ve digerlerinin (2011) calismasinda 4 farkl tiir kahve c¢ekirdeklerinden
elde ettigi brewlerin, farkli kavurma derecelerinde (a¢ik, orta ve koyu) toplam
fenolik madde miktarlarin1 yesil g¢ekirdeklerininki ile kiyaslanmigtir. Chrerry tip
kahve 3 derecede de diger tiirlere gore en yiiksek toplam fenolik sonuclarini
vermistir ( ortalama 42.37 mg GAE/ g), en diisiikk sonuglar ise 21.10 mg GAE/g ile
Cioccolatato tip kahve c¢ekirdeginden elde edilmistir. Hafif ve orta kavurma
kosullarinda hazirlanmis kahve ¢ekirdeklerinde, yesil ve koyu kavrulmuslardan daha

yiiksek toplam fenolik madde miktar1 analiz edilmistir.

Benzer gozlemler Baggenstoss ve arkadaslarinin (2008) calismasinda da
gozlenmistir. Termal prosesslerin, toplam fenolik asitler {izerinde, hem olumsuz hem
olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. Roy ve dig. (2007) ve Chan ve dig. (2009) nin
calismalarinda, sebzelerin toplam fenolik madde miktarlarinda 1s1l islemle beraber

azalma gozlendigi bildirilmistir.
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Hiicresel bilesenlerin 1s1l iglemle beraber pargalanmasiyla daha bagli fenolik asitler
meydana gelebilecegi gibi hiircre duvari tarafindan bitkilerdeki antioksidanlari yok
edebilecek oksidatif ve hidrolitik enzilmler de salinabilir(Chism ve Haard, 1996).

Yilmaz ve digerlerinin (2014) ¢alismasinda ayni ¢esit kahve tiiriinde 4 farkli ¢ozge
kullanilarak, farkli kavurma derecelerinde toplam fenolik madde miktar1 analiz
edilmistir. 140-160C’de 12, 20, 22 ve 25 dk kavrulup, hekzan, aseton ve ethanolle
ekstrakte edilmis ve toplam fenolik madde miktarlar1 kendi aralarinda kiyaslanmistir.
Elde edilen sonuglarda toplam fenolik madde igeriginin kavurma derecesinden
diizensiz olarak etkilendigi gozlenmistir. Cozgenler arasinda ise en yiiksek sonug

hekzanla ekstrakte edilen kahve ¢ekirdeklerinden elde edilmistir.

3.3 Toplam Antioksidan Aktivite Analizleri

Antioksidan aktivite analizleri, farkli bitki materyallerini veya onlardan elde edilen
tiriinleri karakterize etmek amaciyla ¢ogu kez bagka metotlarla beraber kullanilirlar.
Buna ragmen, antioksidan analizlerinin, dokulardaki tiim kullanilabilir
antioksidanlar1 analizleme kabiliyetine sahip degillerdir ve mevcut antioksidan
metotlariin birbirlerine gore bir ¢ok avantaj ve dezavantaj gosterebilirler. Metotlarin
prensipleri, olusan radikale veya reaksiyon siiresine gore oldukca farklilik
gostermektedir. Hatta DPPH ve ABTS gibi ayni prensip ile isleyen metotlar bile
farkli tipteki antioksidanlara karsi farkli sonuglar verebilmektedirler. Ayrica radikal
olusum reaksiyonlar1 veya farkli ¢ézgen sistemlerdeki radikallerin ¢oziiniirliikleri de

her metot i¢in farklilik gostermektedir (Capanoglu, 2008).

Bitkisel gidalarda tek metotla antioksidan aktivitesi 6l¢limii, bitkinin sahip oldugu
fitokimyasallarin  karmasik ve kompleks yapilar1 sebebiyle hatali sonuglar
verebilmektedir. Bu sebeple, orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri 2 farkli
metot ile Sl¢lilmistiir ve sonuglar kuru madde olarak ifade edilmis olup kavrulmus,
kavurlmamis ve brew oOrnekleri arasindaki degisim gosterilmektedir. DPPH ve

CUPRAC metotlar1 kullanilmistir.
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3.3.1 DPPH radikal yakalama metodu

DPPH radikal yakalama analizinde 6rneklerin toplam antioksidan aktivitesi troloks
esdegeri olarak verilmistir. Bu amacla oncelikle troloks kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Troloks metanolik ¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 0.01-
0.2 mg/ml konsantrasyon araligindaki troloks c¢ozeltisi kullanilmistir. Troloks
kalibrasyon egrisi EK A , Sekil A.2’de gosterilmistir. Analiz sonuglarina gére toplam
antioksidan  aktivitesi, troloks  kalibrasyon denkleminden yararlanilarak
hesaplanmistir. Analizler 3 tekrarli olarak yapilmis ve sonucglarin ortalamasi

alinmustir.

Tiim 6rneklerin toplam antioksidan aktivitesi gram ekstraktta mg Troloks olarak
belirlenmigtir. Cekirdekler arasinda en yiiksek toplam antioksidan kapasitesi
kavrulmamis ¢ekirdeklerde bulunurken (10315.06 mg Troloxs/ 100 g), en disiik
antioksidan kapasitesi 15 dk. kavrulmus ¢ekirdeklerde bulunmaktadir (3858.26 mg
Troloxs/ 100 g). Brew oOrneklerinde de en yiliksek sonu¢ yine kavrulmamis
cekirdeklerden (5131,56 mg Troloxs/ 100 g), en diisiik sonug ise 15 dk. kavrulmus
cekirdeklerden (40,27 mg Troloxs/ 100 g) elde edilmistir. Hem c¢ekirdek
orneklerinde, hem de ¢ekirdeklerden elde edilen brewlerde kavurma derecesi arttikga
toplam antioksidan kapasitesinin diistiigli gozlenmistir. Tiim analiz sonuglar1 Cizelge
3.2’de verilmistir. Kavurma iglemleri gruplarinin,DPPH metodu ile antioksidan
aktivitesi lizerine etkisi istatistiksel olarak incelendiginde onemli olgiide farklh
oldugu tespit edilmistir. Yalniz 15 dk kavrulmus brewlerin antioksidan aktivitesi
tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Varyans analiz sonuglar1 ve

Tukey testinin detayli sonuglar1t EK B’de Cizelge B.1’de verilmistir.

Al-Farsi ve digerlerinin (2007), 3 farkli hurma tiiriinde yaptig1 ¢alismada, Mabseli,
Um-sellah ve Shahal tiiri hurmalarin antioksidan aktivitesi ORAC yontemi ile
incelemis ve sirasi ile su ortalamalar elde etmistir; 580 umol TEAC / g kuru madde,
903 umol TEAC/ g kuru madde ve 929 umol TEAC/ g kuru maddedir. Sekil 3.2°deki
sonuclar, mg TEAC/ g kuru madde {izerinden verilmistir. Sonuglar, pmol TEAC / g
kuru maddeye c¢evrildiginde kavrulmamis ve kavrulmus cekirdek ve brewlerin
degerleri sirasi ile soyledir; 412.6 pmol TEAC/ g kuru madde, 213.72 umol TEAC/ g
kuru madde, 196.08 umol TEAC/ g kuru madde, 156.78 umol TEAC/ g kuru madde,
205.24 umol TEAC/ g kuru madde, 14.25 umol TEAC/ g kuru madde, 3.45 pmol
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TEAC/ g kuru madde, 1.61 pumol TEAC/ g kuru maddedir. Mebrun tiirii
kulandigimiz hurma ¢ekirdeginin DPPH metodu ile hesaplanan antioksidan aktivitesi

Mabseli, Umsellah ve Shahal tiirlerine gore daha diisiiktiir.

Cizelge 3.2: Cekirdek ve Brewlerin Kuru Madde Uzerinden DPPH metodu ile
Antioksidan aktiviteleri.!

Ornekler Ortalama mg TROLOX/100g kuru
Srnek

Cl 10315.06 + 120.14°

C5 5343.04 +32.21°

C10 4902.52+ 45.58°

Cl15 3858.26 + 40.80°

B1 5131.56 + 51.84°

B5 356.12 +26.62"

B10 86.52 + 2.38¢

B15 40.27 + 0.92¢

! Veriler, 3 tekrar {iizerinden elde edilen numunelerin ortalamasi alinarak

hesaplanmistir, + standart sapmayi temsil etmektedir. Her kavurma derecesi i¢in
farkli harfi tasiyan ortalamalar igin istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik vardir
(P<0.05)

Al-Farsi ve Lee (2008) , ¢alismainda, sicaklik, ekstraksyon siiresi ve sayisi, ¢6zgen
tillerine gore hurma ¢ekirdegindeki antioksidan aktivitesi ABTS metodu kullanilarak

kiyaslamistir . Aseton, ethanol, su ve methanolde yapilan c¢alismada antioksidan

aktibitesi 1.88- 1.01 g TEAC /100g araliginda degiskenlik gostermistir.

Somporn ve digerleri (2011) caligmalarinda, kahve c¢ekirdeklerinde kavurma
prosesinin antioksidan aktivitesi tizerine etkisini 6lgmek amaciyla, 230 °C’de 12 dk ,
240 °C’de 14 dk ve 250 °C’de 17 dk kavurmus ve bu sonuglar1 kavrulmamis kahve
cekirdeklerinden elde ettigi sonuclarla kiyaslamistir. Antioksidan analizi icin DPPH

metodunu kullanmustir.
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Sonuglar, sirasiyla su sekilde bulunmustur; agik kavrulmamis (%92.63) > kavrulmus
(%92.52) > orta kavrulmus (%88.87) >koyu kavrulmus (%86.98). Istatistiksel olarak
acik ve kavrulmamis ¢ekirdek arasindaki farklilik ile koyu ve orta dereceli kavrulmus
cekirdekler arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur. Catillo ve dig. (2002)’nin
calismasina gore ise, Colombian Arabica kahve cekirdeklerinin antioksidan aktivite
sonuglarinda en yiiksek deger orta dereceli kavurmada elde edilirken (233 °C, 3dk.) ,
en diisiik deger koyu kavrulmuslardan elde edilmistir (240 °C, 3 dk.) .

Hecimovic ve digerlerinin (2011) calismasinda 4 farkh tiir kahve ¢ekirdeklerinden
elde ettigi brewlerin, farkli kavurma derecelerinde (acik, orta ve koyu) antioksidan
aktivitesini FRAP ve ABTS metodlarint kullanarak, yesil g¢ekirdeklerininki ile
kiyaslanmistir. ABTS metodunun sonuglari incelendiginde herangi bir diizenlilik
tespit edilememistir. Vietnam tiiriinde en yiiksek sonucu agik dereceli kavrulmus
cekirdekler verirken, Cherry tiiriinde orta dereceli kavrulmus  ¢ekirdekler,
Cioccolatato tiiriinde koyu dereceli kavrulmus ¢ekirdekler en yiiksek sonucu
vermistir. Ayrica, yesil kahvelerin, kavrulmus olanlarla iliskileri goz Oniine
alindiginda, yogunlastiritlmis kavurma derecesinin olumsuz etkisi fark edilebilir. Her
ne kadar istatistiksel olarak , farkli kavurma derecelerinin antioksidan kapasiteleri
tizerindeki etkisi anlamli diizeyde olmasada , antioksidan kapasitesindeki dalgalanma
yiiksek sicakliklarda uzun siire kavurmanin antioksidan kapasite iizerinde azalmaya
neden oldugunu gostermektedir. FRAP metodu, ABTS nin aksine her tiirde diizenli
olarak ac¢ik kavrulmuslar da yiiksek sonu¢ vermistir. Yogun kavurma derecesi

antiokidan aktivitesini olumsuz etkilemistir.

3.3.2 CUPRAC (bakir indirgeyici antioksidan kapasitesi) metodu

Polifenollerin bakir iyonunu azaltma kabiliyetine dayanarak toplam antioksidan
aktivitesini belirlemeye yarayan bu yontemde toplam antioksidan aktivitesi troloks
esdegeri olarak verilmistir. Bu amacla oncelikle troloks kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Troloksun metanolik ¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde
0.01-0.8mg/ml konsantrasyon araligindaki rutin c¢ozeltisi kullanilmistir. Troloks

kalibrasyon egrisi EK A, Sekil A.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3: Cekirdek ve Brewlerin Kuru Madde Uzerinden CUPRAC metodu ile
Antioksidan aktiviteleri.!

Ornekler Ortalama mg TROLOX/100g kuru
Oornek
Cl 18514.19 + 258.38°
C5 9189.92 + 29.55°
C10 6275.11+ 67.73°
Cl5 3919.60 + 75.70°
B1 2313.62 + 59.35°
B5 945.71 +21.83"
B10 336.60 + 27.049
B15 247.80 + 15.219

1 . — - -
Veriler, 3 tekrar tizerinden elde edilen numunelerin ortalamas: alinarak

hesaplanmistir, + standart sapmayi temsil etmektedir. Her kavurma derecesi i¢in
farkli harfi tasiyan ortalamalar igin istatistiksel olarak onemli bir farklilik vardir
(P<0.05)

Orneklerin CUPRAC analizi sonuglart troloks kalibrasyon denkleminden
yararlanilarak hesaplanmistir.3 tekrar yapilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.
Yapilan CUPRAC analizi sonucunda tiim Orneklerin toplam antioksidan aktivitesi
100 gram ekstrakta mg Troloks olarak belirlenmistir. Cekirdekler arasinda en ytliksek
toplam antioksidan kapasitesi kavrulmamis c¢ekirdeklerde bulunurken (18514.19 mg
Troloxs/ 100 g), en diisiik antioksidan kapasitesi 15 dk. kavrulmus g¢ekirdeklerde
bulunmaktadir (3858.29 mg Troloxs/ 100 g). Brew 6rneklerinde de en yiiksek sonug
yine kavrulmamis ¢ekirdeklerden (2313.62 mg Troloxs/ 100 g), en diisiik sonug ise
15 dk. kavrulmus ¢ekirdeklerden (247.80 mg Troloxs/ 100 g) elde edilmistir. Hem
cekirdek oOrneklerinde, hem de c¢ekirdeklerden elde edilen brewlerde kavurma
derecesi arttikca toplam antioksidan kapasitesinin diistiigli gozlenmistir. Tiim analiz

sonuclar1 Cizelge 3.3 verilmistir.
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Kavurma islemleri gruplarinin, CUPRAC metodu ile antioksidan aktivitesi iizerine
etkisi istatistiksel olarak incelendiginde 6nemli 6lgiide farkli oldugu tespit edilmistir.
Yalniz 15 dk kavrulmus brewlerin antioksidan aktivitesi iizerine etkisi istatistiksel
olarak Onemsiz bulunmustur. Varyans analiz sonuglar1 ve Tukey testinin detayh

sonuclart EK B’de Cizelge B.1’°de verilmistir.

Literature incelemelerinde hurma ¢ekirdegindeki antioksidan aktivitesiyle ilgi farkli
yontemlerle yapilan sonuglardan daha 6nce bahsettik ancak CUPRAC metodu ile
hurma c¢ekirdegindeki antioksidan aktivitesi iizerine her hangi bir c¢alismaya
rastlanmadi. Ancak bir ¢ok yazarin bildirdigi tizere, DPPH metodu CUPRAC ve
diger antioksidan analiz metodlariyla kiyaslandiginda daha diisiik sonuglar
vermektedir. Benzer sekilde, Yilmaz ve digerlerinin (2014) ¢alismasinda ayni gesit
kahve tiiriinde 4 farkli ¢6zgen kullanilarak, farkli kavurma derecelerinde antioksidan
aktiviteleri DPPH ve CUPRAC metodlari ile analiz edilmistir. CUPRAC metodu ile
elde edilen sonuglar DPPH metodu ile elde edilen sonuglarin ortalama 4 kat1 daha

yiiksek hesaplanmistir.

3.4 Korelasyon Katsayilari

Dogrusal korelasyon katsayilari toplam fenolik ve toplam antioksidan analizlerine
gore hesaplanmistir. Bu sonuglar Cizelge 3.4’de gosterilmistir. En  yiiksek
koralelasyonu toplam fenolik ve antioksidan analizleri arasindan CUPRAC
gostermistir. ( TF — CUPRAC R?= 0.927) En diisiik korelasyon ise toplam fenolik ile
antioksidan analizlerinden DPPH arasinda gézlenmistir. ( TF — DPPH R%= 0.874)
Antioksidan analizleri arasindaki korelasyon ise DPPH- CUPRAC R?= 0.918 olarak

saptanmastir.

Cizelge 3.4 : Toplam fenolik ve toplam antioksidan kapasiteleri (DPPH, CUPRAC)
arasindaki korelasyon (Rz) sonuglart.

TF DPPH CUPRAC
TF 1 - -
DPPH 0.874** 1 -
CUPRAC 0.927** 0.918** 1

** Onem diizeyi 0,01
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3.5 In-vitro Mide-Bagnrsak (GI) Sindirim Sistemi

Mide-bagirsak sisteminin taklit edilmesi sonucunda PG, IN, OUT fraksiyonlar1 elde
edilerek; toplam fenolik madde ve antioksidan kapasitesi (DPPH, CUPRAC)
analizleri her bir fraksiyona uygulanmistir. Sonucglar Cizelge 3.5-3.7°de
gosterilmektedir. Sekillerdeki “Baslangi¢” degeri sindirim 6ncesini, “PG (Post-
gastric) mide ¢ikisini, “IN” ince bagirsaga gecen kismi, “OUT” kolona gegen kismi
ifade etmektedir. Her cinsin % geri kazanim degerleri toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasitesi analizleri sonuglarina gore IN degerinin baslangi¢ degerine

oranlanmasi ile hesaplanmistir (Gerikazanim(%)=(PG, IN, OUT/Baslangi¢)x100).

3.5.1 Mide-Bagirsak (GI) sindirimi sonrasi toplam fenolik madde analizi

Mide- Bagirsak (GI) sindirimi sonrast PG, IN ve OUT fraksiyonlarindan elde edilen
orneklerin toplam fenolik madde miktar1 mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g kuru
madde olarak hesaplanmistir. Bu amacla Oncelikle gallik asit kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Gallik asidin etanolik ¢o6zeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin
cizilmesinde 0.005-0.1 mg/ml konsantrasyon araligindaki gallik asit ¢Ozeltisi
kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi Ek A, Sekil A.4’de gosterilmistir. Gallik
asit kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra 6rnek konsantrasyonlarin absorbansi bu
kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde seyreltilmistir. Toplam fenolik madde
analizi gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanilarak hesaplanmigtir. 3 tekrar

yapilmis (15 dk. Kavrulan ¢ekirdeklerden 2 tekrar yapilmistir) ve ortalama alinmustir.

Cizelge 3.5 : In vitro mide-bagirsak sindirim sistemi sonrasinda ¢ekirdeklerin
toplam. fenolik madde miktarinda meydana gelen degisimler.*

Ornekler Baslangic PG IN ouT
Cl 36.16+0.16  5.20+0.25° 1.25+0.05° 4.19+0.03?
C5 32.3740.24  4.40+0.08"°  1.03+0.19% 3.69+0.37°
C10 20.80+0.09  3.18+0.13° 0.67+0.19° 2.0+0.38"
Cl15 15.83+0.64  2.68+0.09° 0.67+0.02° 2.07+0.16°

' Veriler, 3 tekrar tizerinden elde edilen numunelerin ortalamas: alinarak
hesaplanmistir ve mg GAE/g kuru madde olarak ifade edilmistir, + standart sapmayi
temsil etmektedir. Her kavurma derecesi icin farkli harfi tasiyan ortalamalar i¢in
istatistiksel olarak dnemli bir farklilik vardir (P<0.05)
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Toplam fenolik madde analizinin geri kazanim (%) sonuglari baslangi¢ degerleri 100
kabul edilerek hesaplanmistir, buna gore geri kazanim sonuglar1 su sekildedir; PG
fraksiyonlari i¢in; 6giitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus c¢ekirdekler i¢in
sirastyla %14.39, %13.61, %15.27, %16.93, IN fraksiyonlar1 i¢in; Ogiitiilmemis
cekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus ¢ekirdekler i¢in sirasiyla %3.46 , %3.18, %3.23,
%4.21 , OUT farksiyonlar1 i¢in; 6giitiillmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus
cekirdekler icin sirastyla %11.50, %11.38, %9.62, %13.08 olarak bulunmustur
(Cizelge 3.6).

Genellikle, PG farksiyonlarinin toplam fenolik icerigi IN ve OUT degerlerinden daha
yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi ise, mide ortaminin asitligi polifenolik bilesikleri
dengeler ve stabilize eder. Mide ortaminin aksine, ince bagirsagin orta derecede
alkali 6zellik gosteren pH’s1, bir ¢ok fenolik asitin pargalanmasina sebep olmaktadir
(Tagliazucchi ve dig., 2010). Polifenoller, mide-bagirsak sindirimi sirasinda,
karbonhidratlar, yaglar veya lifler gibi diger gida bilesikleriyle etkilesime girerek
biyolojik erisilebilirliklerinde artma veya azalma meydana gelebilir. (Palafox-Carlos
ve dig.,2011).

Cizelge 3.5°de goriildiigii iizere, toplam fenolik miktarlar: literatiirle uyumlu olarak,
en yiiksek sonuca PG fraksiyonunda rastlanirken,en diisiik sonug¢ IN fraksiyonunda

gozlenmistir (Liang ve dig., 2012; Tagliazucchi ve dig., 2010) .

Cizelge 3.6 : PG, IN, OUT fraksiyonlar i¢in toplam fenolik madde miktarinda %
geri kazanim.

Ornekler Baslangi¢ PG IN ouT
C1 100 14.39 3.46 11.50
C5 100 13.61 3.18 11.38
C10 100 15.27 3.23 9.62
C15 100 16.93 4.21 13.08
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3.5.2 Mide-Bagirsak (GI) sindirimi sonrasi toplam antioksidan aktivitesi

analizleri

Mide- Bagirsak (GI) sindirimi sonras1 PG, IN ve OUT fraksiyonlarindan elde edilen
orneklerin antioksidan kapasitesi DPPH ve CUPRAC metodlar1 ile mg TROLOKS
esdegeri (TEAC)/100 g kuru madde olarak hesaplanmistir. Bu amagla oncelikle
troloks kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Troloksun etanolik ¢ozeltisi hazirlanmis ve
kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 0.01-0.2 mg/ml konsantrasyon araligindaki toloks
¢ozeltisi kullanilmistir. Troloks kalibrasyon egrisi Ek A, Sekil A.5’de gosterilmistir.
Troloks kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra 6rnek konsantrasyonlarinin absorbansi
bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde seyreltilmistir. 3 tekrar yapilmis (15

dk. Kavrulan ¢ekirdeklerden 2 tekrar yapilmistir) ve ortalama alinmustir.

Cizelge 3.7 : In vitro mide-bagirsak sindirim sistemi sonrasinda ¢ekirdeklerin DPPH
metodu ile antioksidan aktivitesinde meydana gelen degisimler.®

Ornekler Baslangic PG IN ouT
Cl 103.15+1.20 226+0.20°  0.42+0.12° 1.52+0.11°
C5 53.43+£0.32  1.46+0.13°  0.25+0.01° 1.25+0.16%
C10 49.03+0.46  0.68+0.09° 0.05+0.02° 0.65+0.24°
Cl5 39.19+0.41  2.70+0.22° 0.02+0.02" 0.62+0.03"

1Veriler, 3 tekrar 1tizerinden elde edilen numunelerin ortalamasi alinarak
hesaplanmigtir, =+ standart sapmayi temsil etmektedir. Her kavurma derecesi i¢in
farkli harfi tasiyan ortalamalar i¢in istatistiksel olarak onemli bir farklilik vardir
(P<0.05)

DPPH metoduna gore antikoksidan aktivite analizinin baslangi¢ verileri %100 kabul
edilerek hesaplanmis geri kazanim (%) sonuglart; PG fraksiyonlari i¢in; 6giitiilmemis
cekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus c¢ekirdekler i¢in sirasiyla %2.19, % 2.74, %1.43
, %1.79 ,IN fraksiyonlar1 i¢in; ogiitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus
cekirdekler i¢in sirasiyla %0.40 , %0.46 , %0.11 , %0.04 ,OUT farksiyonlar igin;
ogitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus cekirdekler i¢in sirastyla % 1.48,
%2.34, %1.32, % 3,92 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

Daha 6nce bahsettigimiz tlizere bir ¢ok ¢calisma, DPPH metodunun, diger antioksidan

metodlarina gore daha diisiik sonu¢ verdigini bildirmistir. Biyoyararlilik DPPH
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sonuclarida diger antioksidan metodlarina gére daha diisiik sonu¢ vermistir. Hem
CUPRAC hem de DPPH metodunda en yiiksek sonug literatiire uygun olarak PG

fraksiyonunda ardindan OUT ve IN fraksiyonlarinda gozlenmistir.

Cizelge 3.8 : PG, IN, OUT fraksiyonlar1 icin DPPH metodu ile antioksidan aktivite
miktarinda % geri kazanim.

Ornekler Basglangic PG IN ouT
C1 100 2.19 0.40 1.48
C5 100 2.74 0.46 2.34
C10 100 1.43 0.11 1.32
CI5 100 1.79 0.04 1.57

Antioksidan analizleri i¢in kullanilan ikinci method CUPRAC metodudur. DPPH
metodunda oldugu gibi, Oncelikle troloks kalibrasyon egrisi ¢izilmis, troloksun
etanolik ¢ozeltisi hazirlanmig ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 0.01-0.2 mg/ml
konsantrasyon araligindaki toloks ¢ozeltisi kullanilmistir. Troloks kalibrasyon egrisi
Ek A, Sekil A.6’da gosterilmistir. Troloks kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra 6rnek
konsantrasyonlarinin absorbansi bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde
seyreltilmistir. Ornekler mg TROLOKS esdegeri (TEAC)/100 g kuru madde olarak
hesaplanmistir. 3 tekrar yapilmis (15 dk. Kavrulan c¢ekirdeklerden 2 tekrar

yapilmistir) ve ortalama alinmistir.

Cizelge 3.9 : In vitro mide-bagirsak sindirim sistemi sonrasinda cekirdeklerin
CUPRAC metodu ile antioksidan aktivitesinde meydana gelen degisimler1
Ornekler Baslangi¢ PG IN ouT
Cl1 185.14+2.58  8.96+0.21° 1.67+0.11° 6.95+0.442
(08} 91.89+0.29  8.25+0.40° 1.4240.12° 6.07+0.76"
C10 62.75+0.68  6.19+0.06° 1.13+0.02¢ 2.60+0.51¢
C15 38.58+0.76  5.29+0.12° 1.37+0.07° 3.3240.23°

1Verile:r, 3 tekrar iizerinden elde edilen numunelerin ortalamas: almarak
hesaplanmistir, =+ standart sapmayi temsil etmektedir. Her kavurma derecesi igin
farkli harfi tasiyan ortalamalar i¢in istatistiksel olarak onemli bir farklilik vardir
(P<0.05)
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Cizelge 3.10 : PG, IN, OUT fraksiyonlar1 i¢cin CUPRAC metodu ile antioksidan
aktivite miktarinda % geri kazanim

Ornekler Baslangic PG IN ouT
Cl1 100 4.84 0.90 3.75
C5 100 4.46 154 6.61
C10 100 3.34 1.81 4.15
CI15 100 2.86 3.55 8.61

CUPRAC metoduna gore antikoksidan aktivite analizinin geri kazanim (%)
sonuclari; PG fraksiyonlar1 i¢in; ogiitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus
cekirdekler i¢in sirasiyla %4.84 , % 4.46 , % 3.34 , %2.86 ,IN fraksiyonlar i¢in;
ogitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15 dk kavrulmus cekirdekler i¢in sirastyla %0.90 ,
%1.54 , %1.81 , %3.55 ,0UT farksiyonlar1 i¢in; ogiitiilmemis ¢ekirdekler ve 5,10,15
dk kavrulmus cekirdekler igin sirasiyla %3.75, %6.61, %4.15, % 8.61 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.10).
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4. SONUC VE ONERILER

Hurma tiretildigi cografya disinda tiim diinyada bolca tiiketilen ve ¢esitli endiistriyel
tirtinlerin tiretimi i¢in ham madde teskil eden bir meyvedir. Bu agidan bakildiginda,
hurma ¢ekirdegi ucuz maliyetli, yiiksek lif yapisina ve antioksidan kapasitesine sahip
bir endiistriyel atik olarak dikkat ¢ekmektedir.ikinci olarak bu calismada, bir
endiistriyel atik olan hurma ¢ekirdeginde kavurma prosesi etkisi incelenmistir.Sabit
sicaklikta (200 °C) 3 farkli siirede kavrulan hurma ¢ekirdeklerinin(5dk, 10dk, 15 dk),
kavurlmadan 6giitiilmiis ¢ekirdeklerin ve bunlardan elde edilen brewlerin toplam

fenolik madde ve antioksidan bilesenleri tizerindeki etki incelenmistir.

Her bir numune i¢in toplam fenolik madde igerigi karsilastirildiginda, kavrulmadan
ogitilmis ¢ekirdek unundan en yiiksek sonug elde edilmistir. Bu sonucu, 5dk
kavrulmus ¢ekirdek ve 10 dk kavrulmus gekirdek takip etmistir. En diisiik toplam
fenolik madde miktarmi 15 dk kavrulmus cekirdeklerde gozlenmis. Brew olarak
hazirlanan numuneler i¢inde benzer sonuglar elde edilmis ve kavurma prosesi
arttikga, toplam fenolik madde miktarlardi azalma gorilmistiir. 15 dk kavrulmus
cekirdek disinda, kavurma dereceleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli

diizeyde bulunmustur.

Toplam antioksidan aktivitesi analizleri i¢in 2 farkli metod kullanilmistir(DPPH,
CUPRAC). Sonuglar incelendigi zaman; her iki yontemle de kavurma islemi ile
antioksidan aktivitesinde azalis tespit edilmistir. Benzer sekilde, ¢ekirdeklerden elde
edilen demlenmis kahvelerde toplam fenolik miktarinda ve toplam antioksidan
aktivitesi sonuglarinda azalma gozlenmistir. Metodlar arasinda istatistiksel olarak
farklilik 6nemli bulunmugstur. CUPRAC metodu ile elde edilen sonuglar literatiire

uygun olarak DPPH metoduyle elde edilen sonuglardan daha yiiksek bulunmustur.

Kavrulmus ve kavrulmamis hurma cekirekleri 6rneklerinde bulunan toplam fenolik
madde ve antioksidan aktivitenin biyoyararliligi in vitro sindirim metodu kullanilarak

mide ve ince bagirsak sindirimi fizyokimyasal ve biyokimyasal anatomi simiile
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edilerek incelenmistir.Insan ve hayvan gibi organizmalarda yapilan arastirmalar
karmagiklik, pahalilik ve etik sebeplerden dolay1 tercih edilmemektedir. Diger
yandan, in-vitro metodu labaratuvar ortaminda hizli ve basit yontem sunarak,
degerlendirme olanagi saglamaktadir. PG, IN, OUT fraksiyonlar1 elde edilerek;
toplam fenolik madde ve toplam antioksidan kapasitesi (DPPH ve CUPRAC)
analizleri her bir fraksiyona uygulanmistir. “Baglangi¢” degeri sindirim Oncesini,
“PG (Post-gastric) mide ¢ikisini, “IN” ince bagirsaga gecen kismi,“OUT” kolona
gecen kismi ifade etmektedir. Her cinsin % geri kazanim degerleri toplam fenolik
madde ve toplam antioksidan kapasitesi analizleri sonuglarina gére hesaplanmistir.
Genellikle, PG farksiyonlariin toplam fenolik igerigi ve antioksidan kapasiteleri, IN
ve OUT degerlerinden daha yiliksek bulunmustur. Bunun sebebi ise, mide ortaminin
asitligi polifenolik bilesikleri dengelemesi ve stabilize etmesidir. Ayrica OUT

fraksiyonundaki sonuglar, IN fraksiyonundan yiliksek bulunmustur.

Bu ¢aligmanin sonucunda, hurma ¢ekirdegi antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik
madde igerigi bakimindan yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda
hurma ¢ekirdegi gibi bir atigin potansiyel antioksidan kaynagi olarak geri
dontstiiriilmesi ve potansiyel gida kaktt maddesi kaynagi olarak diisiiniilebilir. Buna
ragmen, kavurma prosesisin ¢ekirdegin fenolik ve antioksidanlari iizerinde azalmaya
sebep oldugu gozlenmistir. Cekirdegin bu 0Ozelikleri géz Oniine alinarak dogru
sekillerde degerlendirilmesi saglanabilir. Kahve olarak tiiketildiginde antioksidan ve
fenolik 6zelliklerinde azalma gozlenen ¢ekirdekler, 6giitiilerek un olarak tiiketilebilir

veya bu alanda caligmalar yiiriitiilerek farkli bir bakis acis1 gelistirilebilir.
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EK A: KALIBRASYON EGRILERI

0,500
0,450 y=5,4643x+0,0189 P

R?=0,9986

0,400
0,350

0,300

0,250 /
0,200

0,150 /
0,100

0,050 /

L 4

0,000 T T T T T T T T

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

0,09

Sekil A.1: 9%80’lik su-etanol’deki toplam fenolik madde kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.2: %80’lik su-etanol’deki DPPH kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.3: 9%80’lik su-etanol’deki CUPRAC kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.4: %80’1ik su-etanol’deki toplam fenolik madde kalibrasyon egrisi (IN-OUT

ve PG fraksiyonlari i¢in).
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Sekil A.5: %80’lik su-etanol’deki DPPH kalibrasyon egrisi(IN-OUT ve PG
fraksiyonlari igin).
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Sekil A.6: %80’lik su-etanol’deki CUPRAC kalibrasyon egrisi(IN-OUT ve PG
fraksiyonlari igin).
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EK B: ANOVA TABLOLARI

Cizelge B.1: Baslangi¢ 6rneklerine ait istatistiksel sonuglar.

ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.

Folin Between Groups 4167,436 7 595,348 9191,606 ,000
Within Groups 1,036 16 1065
Total 4168,472 23

DPPH Between Groups 26281,746 7 3754,535 13268,471 ,000
Within Groups 4,527 16 ,283
Total 26286,273 23

CUPRAC  Between Groups 81226,299 7 11603,757 11175,188 ,000
Within Groups 16,614 16 1,038
Total 81242,912 23

Cizelge B.2: Folin-Ciocalteu analizi i¢in IN, OUT ve PG fraksiyonlarina ait
istatistiksel sonuglar.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
PG Between Groups 64,437 3 21,479 133,294 ,000
Within Groups 1,128 7 161
Total 65,565 10
ouT Between Groups 63,322 3 21,107 31,447 ,000
Within Groups 4,698 7 671
Total 68,020 10
IN Between Groups 4,234 3 1,411 10,713 ,005
Within Groups 1922 7 132
Total 5,156 10
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Cizelge B.3: DPPH analizi i¢in IN, OUT ve PG fraksiyonlarina ait istatistiksel

sonuglar.
ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
PG Between Groups 29,554 3 9,851 60,943 ,000
Within Groups 1,132 7 162
Total 30,685 10
ouT Between Groups 10,365 3 3,455 19,570 ,001
Within Groups 1,236 7 177
Total 11,600 10
IN Between Groups 1,757 3 ,586 22,186 ,001
Within Groups ,185 7 ,026
Total 1,941 10

Cizelge B.4: CUPRAC analizi i¢in IN, OUT ve PG fraksiyonlarina ait istatistiksel

sonuclar.
ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
PG Between Groups 142,319 3 47,440 122,321 ,000
Within Groups 2,715 7 388
Total 145,034 10
ouT Between Groups 234,500 3 78,167 41,672 ,000
Within Groups 13,130 7 1,876
Total 247,630 10
IN Between Groups 2,659 3 ,886 17,215 ,001
Within Groups 1360 7 051
Total 3,019 10
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